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Introducciéon

INTRODUCCION

1. Las colecciones de cultives microbianos

1.1 Definicion

Las colecciones de cultivos microbianos son organizaciones,
en su sentido mas amplio, cuya principal mision es conservar a largo
plazo cepas de microorganismos, y suministrarlas, previa peticion, a
laboratorios, empresas y centros que requieran microorganismos para
investigacion, controles de calidad, docencia o para numerosas
aplicaciones biotecnoldgicas. Ademas, las colecciones de cultivo, para
ser consideradas como tal, deben cumplir ciertas normas relacionadas
con la recoleccion, la autentificacion, el mantenimiento y la
distribucion de los cultivos de microorganismos, asi como la
catalogacion y los sistemas de informacion. En la practica, y a nivel
mundial, las colecciones de cultivos microbianos son de diferente
naturaleza y tamafio. Aunque la mayoria dependen de instituciones
publicas, también hay un buen nimero de ellas privadas, funcionando
como empresa, y otras que dependen de fundaciones sin animo de
lucro. También difieren en su especializacion, siendo algunas muy
generalistas y otras altamente especializadas.

Los principales servicios que ofrecen las colecciones de
cultivos son los siguientes (Garay, 2008; Uruburu, 2003):

I. Depésito de cepas: Las colecciones de cultivos conservan
cepas que reciben de los depositantes. Es una forma de
mantener la biodiversidad ex situ. De forma general, se
aceptan tres tipos de deposito de cepas microbianas:

a. Depésito  publico, mediante el cual los

microorganismos depositados se incorporan al
catalogo de la coleccion y la cepa, tras pasar por un
proceso de autentificacion, queda a disposicion de los
usuarios, sean investigadores, empresas u otras
instituciones publicas o privadas. Esta modalidad esta
formada en muchos casos de cepas procedentes de



Introduccién

Estudios taxondmicos, ya que en Taxonomia
Bacteriana, las descripciones de especies (y en ultima
instancia también de los taxones superiores) se
realizan a partir de aislados (cepas), y con el fin de
garantizar su disponibilidad para ser estudiada por
cualquier investigador, el nuevo taxén debe ser
depositado en al menos dos colecciones de cultivos
reconocidas internacionalmente y en dos paises
diferentes (Labeda, 2005).

Depdsito restringido, en cuyo caso la coleccion se

hace cargo de la conservacion y el mantenimiento del
microorganismo, cobrando una tasa anual al
depositante, pero ni el microorganismo ni la
informacion sobre el mismo se encuentra a
disposicion de otros usuarios y no se incorpora al
catalogo publico de la coleccion. La finalidad de este
tipo de depdsito es el mantenimiento de la cepa a
largo plazo sin que sea de dominio publico.

Deposito para fines de patente, regulado por el tratado
de Budapest. El Tratado de Budapest sobre el
Reconocimiento Internacional del Depodsito de

Microorganismos (1972) es una norma de propiedad
intelectual, que se aplica al deposito de
microorganismos con fines de patentes. Segin esta
norma, el Estado contratante que permite o exige el
deposito de microorganismos a los fines del
procedimiento en materia de patentes debe reconocer,
a ese efecto, el deposito de un microorganismo en una
International  Depository Authority (IDA) con
independencia de que dicha autoridad se encuentre
dentro o fuera del territorio de dicho Estado. Sélo a
las colecciones de cultivos que cumplen determinados
requisitos se les otorga la categoria de IDA, de modo
que aceptan los depositos obligados previos a la
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IL.

1.

Iv.

VL

peticion de una patente de tipo microbioldgico o
biotecnoldgico, para garantizar la descripcion
suficiente y la reproduccion del proceso patentado.
Una vez conseguida la patente, la cepa puede
suministrarse  previa  autorizacidn  escrita  del
propietario de la patente, aunque no figura en el
catalogo de la coleccion y el depositante debe pagar
una tasa por su mantenimiento.

Suministro de microorganismos: Las colecciones de
cultivo suministran las cepas microbianas, previa peticion,
cumpliendo en sus envios con las normas internacionales
(IATA 650) y nacionales (Ministerio correspondiente)
expresamente destinadas a las muestras de material
biologico. Las cepas pueden enviarse en cultivo activo o
liofilizado para investigacion, docencia, como material de
referencia en control de calidad, para el desarrollo de
aplicaciones biotecnologicas, etc.

Conservacion: Existen distintos métodos de conservacion
de cepas microbianas aplicados por las colecciones, cuya
finalidad es mantener la cepa en estado puro y
genéticamente estable.

Identificacion de microorganismos, mediante técnicas
genético-moleculares y fenotipicas, y personal experto en
taxonomia.

Proporcionar a los usuarios informacion sobre los
microorganismos depositados: Facilitar a los usuarios
informacion relevante acerca de las cepas microbianas,
especialmente sobre su origen, tipo de muestra de la que
proceden, fecha de depdsito, condiciones de cultivo, e
incluso caracteristicas determinadas.

Asesoramiento en conservacion y taxonomia: Las
colecciones de cultivos ofrecen a sus usuarios
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asesoramiento sobre aspectos relacionados con el manejo de
microorganismos.

VIL. Investigacion: La mayoria de las colecciones también
tienen una labor investigadora, participan en proyectos de
investigacién y de esta manera contribuyen a aumentar el
nimero de cepas microbianas descritas, estudian
propiedades concretas de ciertos microorganismos,
desarrollan nuevos métodos de conservacion, identificacion
y autentificacion, etc.

VII. Organizaciéon de cursos: Orientados a ensefiar las
principales técnicas empleadas en la conservacion, el
control y la identificacion de cepas microbianas.

IX. Otros servicios. Algunas colecciones ofrecen la posibilidad
de relizar otros servicios como la liofilizacion de cepas por
encargo, el suministro de DNA de cepas determinadas, el
suministro de una preparacion de esporas, la preparacion de
un medio de cultivo determinado, etc.

Las colecciones de cultivos, como cualquiera de las
instituciones que trabajen con organismos vivos, estdn sujetas a
normas y convenios internacionales con el fin de conservar los
recursos biologicos. Asimismo, todas las colecciones deben
implementar el Convenio sobre la Diversidad Biologica (CDB)
(http://www.cbd.int/convention/text/), derivado de los acuerdos
alcanzados en la Conferencia de las Naciones Unidas sobre medio
Ambiente y Desarrollo (Rio de Janeiro, 1992). El CDB tiene como
objetivo la conservacion de la diversidad bioldgica, la utilizacion
sostenible de sus componentes, y un reparto justo y equitativo de los
beneficios derivados de la explotacion de los recursos genéticos
(access and benefit-sharing, ABS) (Janssens y col., 2010). Ademas, se
reconocen los derechos soberanos de los estados sobre sus recursos
naturales, asi como que la autoridad que determina el acceso a dichos
recursos reside en los respectivos gobiernos nacionales, esta sujeta a la
legislacion nacional y se articula desde los llamados puntos focales
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nacionales. De este modo, se deben establecer términos de acuerdo
mutuo entre dicha autoridad y sus usuarios, y para asistir en este punto
se desarrollaron:

e Las Directrices de Bonn (2002): Que tenian como
objetivo ayudar a los paises, como proveedores y usuarios
de recursos genéticos, a implementar los procesos de
acceso y participacion en los beneficios (ABS). Sin
embargo, al ser de caracter voluntario no prosperaron de
la forma esperada.

¢ El Protocolo de Nagoya (2010): Que es de caracter
obligatorio para los paises que lo ratifiquen. Proporciona
la base para el desarrollo correcto de los articulos
relacionados con el uso de recursos biologicos, incluidos
los microbianos (http://www.cbd.int/abs/). Trata, entre
otras las siguientes obligaciones:

- Asegurar el cumplimiento de la legislacion a favor de
de la parte que proporciona los recursos genéticos.

- Cumplir las condiciones de cooperacion acordadas
mutuamente.

- Designar un punto focal nacional (PFN).

- Cumplimentar cada vez que sea necesario un informe
de consentimiento previo (PIC). Este documento
identifica oficialmente el origen geografico de los
recursos genéticos y autoriza el acceso a los mismos.

Ademas incluye, entre otros elementos, centros de
intercambio de informacion sobre ABS, la posibilidad de
un mecanismo mundial multilateral de participacion en los
beneficios, etc. y alienta el desarrollo de clausulas
contractuales modelo, codigos de conducta, practicas
optimas, etc.
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Otros aspectos importantes son los derechos de propiedad y
transferencia de los recursos desde y hacia las colecciones, asi como
los derechos y obligaciones de las diferentes partes que intervienen en
la cadena que va desde el aislamiento del microorganismo en su
medio natural, pasando por el estudio de sus propiedades hasta su
posible explotacion comercial. Asi como el papel de las colecciones
como conservadores de dicha diversidad a largo plazo, y la garantia
que ofrecen al asegurar la pureza y la autenticidad de dichos recursos.

Todo ello ha conducido al desarrollo de Acuerdos de
Transferencia de Material (MTA) que regulan el transito de los
recursos microbianos desde y hasta dichos centros y es de vital
importancia para garantizar el respeto a los acuerdos de Rio sobre el
medio ambiente, la proteccion de la biodiversidad y el desarrollo
sostenible, y que ademas vela por el uso correcto de los
microorganismos, su autenticidad y trazabilidad (Janssens y col.,
2010).

Por otro lado, para garantizar el buen funcionamiento del
servicio muchas colecciones han implantado sistemas de gestion de
calidad, obteniendo acreditacion para alguna de las normas aplicables
a laboratorios de microbiologia como la ISO 9001 “Sistemas de
Gestion de la calidad”, la ISO 17025 “Requisitos generales para la
competencia de los laboratorios de ensayo y calibracion”, la Guia ISO
34 “Requisitos generales para la competencia de productores de
materiales de referencia” o las GLP “Buenas practicas del laboratorio”
(Smith y col., 2012).

1.2 Historia

La primera coleccion de cultivos establecida especificamente
para preservar y distribuir cepas de/a otros investigadores se fundo en
la Universidad Germana de Praga (Republica Checa) en el afio 1890 y
fue dirigida por el doctor Frantisek Kral, quien en 1900 publicé el
primer catalogo de cepas de una coleccion de cultivos.

Tras la muerte del doctor Kral en 1911, la coleccion paséd a
manos del doctor Ernst Pribram quien la transfirié a la Universidad de
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Viena. Parte de esta coleccion fue vendida a la Universidad de Loyola
en Chicago en el afio 1930, y tras la muerte de Pribram muchas de
estas cepas fueron transferidas a la Coleccion de Cultivos Tipo
Americana (American Type Culture Collection, ATCC), creada en
1925 en Manassas, Virginia. Desafortunadamente, la parte de la
coleccion que permanecid en Viena desaparecid durante la Segunda
Guerra Mundial (Labeda, 2005).

Poco después a la coleccion de cultivos fundada por el doctor
Kral, surgieron otras colecciones que afortunadamente siguen activas
en la actualidad como la Coleccion del Instituto Pasteur (CIP), que fue
fundada en el afo 1891 por el Dr. Binot; la Micoteca de la
Universidad Catolica de Lovaina (Mycothéque de [’Universitée
Catholique de Louvain, MUCL) instituida en Bélgica en el afio 1894 y
la CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures) que fue creada en
1906 en Utrecht, Paises Bajos. Desde entonces, se crearon muchas
otras colecciones, algunas de ellas se han especializado en ciertas
clases de microorganismos, o son especificas de determinados
sectores de la microbiologia, por ejemplo en microorganismos de
interés para la alimentacion, o microorganismos patdgenos, mientras
que otras colecciones estan orientadas a microorganismos en general y
a ofertar servicios (Labeda, 2005; Uruburu, 2003).

La primera relacion internacional entre colecciones tuvo lugar
en el afio 1946, cuando el doctor P. Hauduroy establecio en la
Universidad de Lausana, Suiza, un centro donde se proporcionaba
informacion de cepas mantenidas en diferentes colecciones y se
publicaba un boletin informativo de forma periddica. Este centro llegod
a vincularse con la Asociacion Internacional de Sociedades
Microbiologicas  (International Association of Microbiological
Societies, IAMS), ahora llamada Union Internacional de Sociedades
Microbiologicas (International Union of Microbiological Societies,
IUMS), y en cooperacion generaron la Federacion Internacional de
Cultivos Tipo que se origin6 con el fin de reparar el dafio causado en
las colecciones de cultivos durante la Segunda Guerra Mundial
(Uruburu, 2003).
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En el afio 1962 se celebro una Conferencia de Colecciones de
Cultivos en Ottawa, Canada, donde surgio la idea de que la [AMS
formara en sucesivas reuniones una Secciéon de Colecciones de
Cultivos, celebrandose la primera de ellas en 1963. Mas tarde, en 1970
hubo una reorganizacion de la IAMS, y la mencionada seccion se
convirtid en la Federacion Mundial de Colecciones de Cultivos
(World Federation for Culture Collections, WFCC), que fue la
primera en crear una red mundial de informacion con la finalidad de
promover y apoyar la creacion a largo plazo de colecciones de cultivos
y Servicios conexos.

La WFCC (http://www.wfcc.info) funciona como una
federacion que trata de reforzar las relaciones entre las colecciones y
sus usuarios, organizando cursos y reuniones, publicando articulos y
boletines informativos, y trabajando para garantizar la supervivencia
de las colecciones en riesgo de desaparecer (Smith, 2003; Uruburu,
2003).

Las colecciones que son miembros de la WFCC estan
registradas en el Centro Mundial de Datos sobre Microorganismos
(World Data Center for Microorganisms, WDCM), que es la base de
datos operacional de la Federacion. La WDCM tiene inscritas
actualmente 622 colecciones de cultivos nacionales e internacionales
procedentes de 71 paises, y que suman 2.033.334 recursos
microbianos, de los cuales 959.732 de ellos son bacterias, 546.297
hongos y el resto engloba a virus, algas microscopicas, protozoos,
células desdiferenciadas de plantas y lineas celulares humanas y de
animales (http://www.wfcc.info/ccinfo/), ademas ofrece un listado de
cepas microbioldgicas destinadas a servir como material de referencia
y catalogadas con el acrénimo de la coleccion seguido de su nimero
identificativo y sus equivalencias incluyendo una con un identificador
de la WDCM. La primera compilacion de datos sobre colecciones de
cultivo del mundo se publico en la primera edicion del World
Directory of Culture Collections, en 1972, bajo la direccion del
profesor U.B.D Skerman (Universidad de Queensland, Australia).
Después de la segunda edicion, de 1982, se mantiene una version
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computarizada de esta informacién en la WDCM, cuya sede paso de
Australia a Japon (al Institute of Physical and Chemical Research,
RIKEN, y en 1997 al National Institute of Genetics, NIG) y
finalmente a China en 2011 (Institute of Microbiology, Chinese
Acadamy of Sciences, IMCAS). Ademas, desde 1986, sirve de base de
datos para la WFCC y para el Centro de Recursos Microbioldgicos
(Microbial Resource Centres, MIRCENs). El MIRCENs es una red
mundial creada en el afio 1974 por la UNESCO (United Nations
Educational Scientific and Cultural Organisation) cuyo objetivo era la
preservacion y explotacion de genes microbianos con el fin de
hacerlos accesibles para la investigacion y para el desarrollo en
microbiologia ambiental y biotecnologia (Stackebrandt, 2010; Smith,
2001, 2003).

Pocos afios después de constituirse la WFCC, se fund6 la
Organizacion Europea de Colecciones de Cultivo (European Culture
Collections’ Organization, ECCO). La idea de crear esta nueva
organizacion surgié en el afio 1981, en el Congreso Internacional de
Colecciones de Cultivo (International Congress of Culture
Collections, ICCC) organizado por la WFCC, y la primera reunion
tuvo lugar en Gottingen, Alemania, en 1982.

Actualmente la ECCO cuenta con 64 miembros, englobados
en 25 paises. Las reuniones de sus miembros se celebran anualmente,
y en estas reuniones se promueve la colaboracion y el intercambio de
ideas e informacion que repercuten en la actividad de las colecciones
de cultivos. Asi como aportar enfoques practicos a las normas
internacionales, que les afectan, y a su regulacion, como por ejemplo,
gracias a las iniciativas del Consorcio de Colecciones Belga (Belgian
Coordinated Collections of Microorganisms, BCCM) se generdé un
codigo de funcionamiento para colecciones que permite operar dentro
del Tratado de Budapest (1983) (Smith, 2003).

Asimismo, otra de las iniciativas de ECCO fue generar el
Codigo de Conducta Internacional para el Acceso y Uso Sostenible de
Microorganismos (Microorganisms, Sustainable Access and Use,
International Code of Conduct, MOSAICC, 1997), el cual fue una
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herramienta de apoyo a la implementacion de la CDB (Convenio

sobre la Diversidad Biologica, 1992) a nivel microbioldgico y otras

normas aplicables de leyes nacionales e
[http://www .belspo.be/bccm/mosaicc] (Smith, 2003).

internacionales

—® Fundacion de la CIP (1891)
+———e Fundacion de la MUCL (1894)

—® Fundacion de la CBS (1906)

1920
—=@ Fundacién de la ATCC (1925)

1940
por el profesor P. Hauduroy (1946)

1960 —® Fundacion de la CECT (1960)

Fundacién de la DSM (1969)
Fundacién de la WFCC (1970)
Tratado de Budapest (1972)

Creacion de MIRCENS (1974)
Fundacién de la ECCO (1982)

1980

Formulacién del CDB (1992)
Generacién del MOSAICC (1997)

and Biotechnology” (OCDE, 2001)
Directrices de Bonn (2002)

Publicacion de las Buenas Practicas para BRCs (2007)

Protocolo de Nagoya (2010)

Afio [ +——@ Primera Coleccién de Cultivos, dirigida por el profesor Frantisek Kral (1890)

1900 —@ Primer catdlogo de Cepas de Cultivo, publicado por Frantisek Kral (1900)

——@ Primer centro de informacion de cepas de distintas colecciones, creado

® Primera reunién especifica sobre Colecciones de Cultivos de la IAMS (1963)

Primera edicién del World Directory of Culture Collections (1972)

Generacion de un codigo practico para operar con el Tratado de Budapest (1983)

Primera vez que aparece el término BRC (1999), en la reunion de la OCDE en Tokio

2000 Publicacion de “Biological Resource Centres: Underpining the future of Life Sciences

Figura 1. Diacronia sobre las colecciones de cultivos.

Ademas, se han realizado varios proyectos en comun entre
distintas colecciones europeas que son miembros de ECCO, como el

proyecto European Biological Resource Centre Network (EBRCN), el

proyecto Common Access to Biological Resources and Information

(CABRI), el proyecto Demostration Project for a Global Biological
Resource Centre Network (GBRCN) o el proyecto European

Consortium of Microbial Resource Centres (EMbaRC).
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1.3 De Coleccion de Cultivos a Centro de Recursos Biologicos
(BRO)

Los recursos biologicos (organismos vivos, células, genes y la
informacién que contienen) constituyen la materia prima para el
avance Dbiotecnologico, la salud humana, y la investigacion y
desarrollo de las ciencias de la vida. La revolucion experimentada en
Biologia Molecular ha incrementado notablemente la capacidad de
obtener y modificar estos recursos para beneficio de la humanidad
(OCDE, 2001).

El acceso a los recursos bioldgicos requiere la existencia de
centros de depdsito y nodos de distribucion, lo que se llamé Centros
de Recursos Biologicos (BRCs), que se responsabilicen de la debida
explotacion de los recursos, y de preservar y distribuir la materia
biologica y su informacion, de una manera que se garantice la
accesibilidad y la transparencia del suministro, tal y como exige la
CDB.

La primera vez que aparecio el término BRC fue en el afio
1999 en la reunion de la Organizacion para la Cooperacion y el
Desarrollo Economicos (OCDE) celebrada en Tokio, donde expertos
de los paises miembros se reunieron para estudiar y trazar unas
directrices sobre la recoleccién, el manejo/conservacion, y la
distribucion de los recursos bioldgicos. En esta reunion se definieron
los BRCs como: “Una parte esencial de la infraestructura que sostiene
a las ciencias de la vida y a la biotecnologia, que funcionan como
servicios para el deposito y suministro de células vivas, genomas de
organismos y su informacion genética, y funciones de sistemas
biologicos. Los BRCs contienen colecciones de organismos
cultivables (microorganismos, células de plantas, animales y
humanos), partes replicables de éstas (genomas, plasmidos, virus,
cDNAs), organismos viables no cultivables, células y tejidos, asi
como bases de datos que contengan informacion molecular,
fisiologica y estructural relevante de esas colecciones y las
relacionadas con la bioinformatica”. Se definieron los diversos
“dominios” dentro de los recursos biologicos, uno de ellos

11



Introduccién

correspondiente a los microorganismos. Se cre6 un grupo de trabajo,
Task Force on Biological Resource Centres (TFBRC), cuya mision
fue definir la naturaleza de la futura sostenibilidad de las colecciones
de cultivos, asi como los servicios a ellas asociados y sus obligaciones
de proveer acceso a recursos biologicos de alta calidad (Garay, 2008).

Tras la primera reunion y las del TFBRC en Paris en 2000 y
2001, la OCDE publicé las principales conclusiones sobre la
necesidad de crear los BRCs y las principales lineas de actuacion en el
documento “Biological Resource Centres: underpinning the future of
Life Sciences and Biotechnology” (OCDE, 2001). Se establecid que
una coleccion de cultivos que alcance el estatus de BRC debe cumplir
unos estandares de calidad y experiencia, llevar a cabo actividades de
I+D, y actuar como deposito de la biodiversidad y de los recursos
biologicos preservando la propiedad intelectual (Garay, 2008).

En su decimoctava reunion en octubre de 2005, la TFBRC
acordo llevar a cabo un estudio piloto sobre estandares de calidad para
los BRCs, de forma que aquellas colecciones de cultivo que los
cumplieran podian ser consideradas BRC e integrarse en un Global
Biological Resource Centre Network (GBRCN) (Garay, 2008).

Posteriormente, la OCDE publico en el afio 2007 un
documento llamado Best Practice Guidelines for BRCs que
proporcion¢ las directrices para los BRC que se quieran acreditar, y
que contempla “las buenas practicas” en la preservacion de recursos,
la gestion de calidad, la bioseguridad, la gestiéon de datos y las
infraestructuras, siendo un paso previo hasta que se desarrollen las
normas SO 9001 especificas para BRC (OCDE, 2007).

Por tanto, se tiende a sustituir el concepto tradicional de
coleccion de cultivo por el de BRC, que engloba el suministro de
productos y servicios y supone la provision y reposicion de células
vivas, genomas de organismos y de la informacién relacionada con la
heredabilidad y funciones de los sistemas biologicos. Los BRCs
juegan un papel crucial como herramientas que proporcionan servicios
esenciales a la comunidad cientifica y a las empresas y otros

12
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organismos relacionados con la salud publica para la investigacion
basica o aplicada. Las funciones adscritas a los BRCs son (Garay,
2009; Janssens y col., 2010) :

- Conservar la Biodiversidad.

- Realizar actividades de I+D sobre dichos recursos
biologicos.

- Actuar como depositarios de recursos bioldgicos para la
proteccion de la propiedad intelectual.

- Preservar y proveer recursos biologicos para
actividades de I+D de caracter cientifico, industrial,
agricola, ambiental, médico, y sus aplicaciones.

- Contener la informacion y los medios para hacerla
llegar al publico y para el desarrollo de lineas de
actuacion.

- Funcionar con criterios de calidad internacionales.

1.4 La Coleccion Espaiiola de Cultivos Tipo (CECT)

La Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) se fund6 en
Madrid en el afio 1960, en el Instituto Jaime Ferran del Microbiologia
del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) por el
profesor Julio Rodriguez Villanueva, catedratico de Microbiologia,
fusionando dos colecciones de investigacion de cientificos espafioles
con cepas procedentes de la estacion de Fitopatologia de Oeiras
(Portugal) (Uruburu, 2003).

Posteriormente, la CECT fue trasladada primero a la
Universidad de Salamanca (1968), y después a la Universidad del Pais
Vasco (1974), siendo el profesor Federico Uruburu su nuevo Director
mientras que el mantenimiento de las cepas quedaba a cargo de la Dra.
Maria Dolores Garcia (Garay, 2008).

Durante esta etapa se publico el primer Catalogo de Cepas de
la CECT (1976), el cual incluia 436 cepas entre bacterias, hongos
filamentosos y levaduras, y un afio después la CECT ingres6 en la
WEFCC, con el numero de registro WDCM412 (Garay, 2008).

13
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En el ano 1980 el profesor Uruburu fue trasladado a Valencia
para ocupar la Catedra de Microbiologia en la facultad de Biologia, de
modo que Valencia pasé a ser desde este momento y hasta la
actualidad su nueva ubicacion. En 1983, la CECT pas6 a formar parte
de la recién creada ECCO, consolidando asi su internalizacion.

Otro hito de gran importancia tuvo lugar en 1991, al ser
reconocida la CECT como servicio de la Universitat de Valéncia, que
a su vez fue decisivo para que en el afio 1992 se le reconociera la
categoria de IDA (Autoridad Internacional de Depdsito para fines de
Patentes), ya que el tratado de Budapest exige la conservacion de los
microorganismos durante un minimo de 30 afios, y gracias a ser
considerada la CECT como un servicio de la Universidad se
garantizaba su continuidad (Garay, 2008; Uruburu, 2003).

Durante el afio 2000 la CECT desarrollé un catalogo on-line
que originalmente contenia la misma informacion que los catdlogos
impresos, pero que se actualiza constantemente con los nuevos
depositos publicos y en el que se recogen las variaciones en el estatus
taxonomico de las cepas (Garay, 2008).

Tras el repentino fallecimiento del profesor Uruburu en el afio
2003 mientras asistia a una reunion ECCO en Portugal, fue nombrada
como directora Esperanza Garay Auban, Catedratica de Microbiologia
de la Universitat de Valéncia.

En 2004, se implant6 en la CECT el Sistema de Gestion de la
Calidad, y se obtuvo la certificacion para la norma ISO 9001:2000 con
el alcance “Preparacion, venta y distribucion de cultivos microbianos
(bacterias, hongos filamentosos y levaduras)”, que se ha seguido
renovando hasta la fecha. Ademas, en este mismo afio, se elabord un
Acuerdo de Transferencias de Materiales (MTA), siguiendo las
directrices del CDB, el cual regula las condiciones de transferencia de
los microorganismos entre la CECT y sus usuarios en ambos sentidos.

En septiembre de 2012 le fue concedido un afio sabatico a la
Catedratica Esperanza Garay Auban, y la direccion de la CECT pasé a
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manos de Rosa Aznar Novella, Catedratica de Microbiologia de la

Universitat de Valéncia.

1970

1980

1990

2000

2010

2012

+—@ Publicacion del Primer catalogo (1976)

(@ Ingreso en la WFCC (1977)

Ingreso en la ECCO (1983)

Servicio de la Universitat de Valencia (1991)

Obtencion de la categoria de IDA (1992)

Desarrollo del catalogo on-line (2000)

Certificacion para la norma ISO 9001:2000 (2004)
(Alcance: Preparacion, venta y distribucion de cepas )
Elaboracion del MTA (2004)

Certificacion para la norma ISO 9001:2008 (2007)
(Auditoria de renovacion)
Traslado al Parc Cientific (2011)

Certificacion para la norma ISO 9001:2008 (2012)
(Nuevo alcance: Deposito, preparacion, venta y distribucion)

Figura 2. Diacronia sobre la CECT. Entre las fechas y los hitos se muestran

los centros que han albergado a la coleccion y los directores que ha tenido.
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Un aspecto importante en una infraestructura de investigacion
como son las CC/BRCs, es la propia instalacion: espacios que ocupa,
acondicionamiento de los mismos, etc. Cuando la CECT se traslado en
Universitat de Valéncia, ocupo en primer lugar espacios de la Facultad
de Ciencias Biologicas, luego se mudo al Edificio de Investigacion
sito en el mismo campus universitario (1996), y en enero de 2011 se
traslado al Parque Cientifico de la UVEG a un espacio que se amplio
posteriormente en el afio 2012, lo que supuso una mejora sustancial,
ya que posibilitd la separacion de los espacios en un laboratorio
destinado al trabajo con células eucariotas; otro destinado al trabajo
con cé€lulas procariotas; una cocina compartimentada en una zona
“limpia”, otra “sucia” y otra para la liofilizacion y estrechado de
liofilos; un laboratorio de técnicas moleculares; otro de investigacion
y otro acondicionado para impartir cursos; una sala de documentacion;
una sala donde se localiza el servidor; un almacen; una sala
refrigerada que contiene los ultracongeladores; varios camaras frias
destinados al almacenamiento de las cepas de la coleccion, de medios
de cultivo y de las cepas recepcionadas; dos salas administrativas y
varios despachos. Sin embargo, la CECT mantuvo parte de sus
antiguas instalaciones en el Edificio de Investigacion, con el fin de
mantener un duplicado de la coleccion en éstas, tal y como
recomienda la OCDE en el documento Best Practice Guidelines for
BRCs (OCDE, 2007).

A nivel de recursos humanos la CECT ha ampliado en los
ultimos tiempos la cantidad de personal dedicado a su actividad, asi
pues cuenta con una persona en la Direccion, un Responsable de la
Calidad, una persona dedicada a la Contabilidad, un Curator de
Procariotas y otro de Eucariotas, cuatro técnicos (uno de los cuales es
Responsable de Compras), un Responsable de Pedidos, un
Responsable de Informatica y de Patentes, dos técnicos de Cocina, dos
Responsables de Investigacion, dos Investigadores y un Investigador
en formacion.

Actualmente, la CECT esta considerada como un BRC
(Centro de Recursos Bioldgicos Microbianos), y ha intervenido en
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diferentes iniciativas internacionales como el GBRCN (Demostration
Project for a Global Biological Resource Centre Network), auspiciado
e impulsado por la OCDE que fue llevado a cabo en el periodo 2008-
2011, EMbaRC (European Consortium of Microbial Resource
Centres), un proyecto de actividades integradas financiado por el
Séptimo Programa Marco, y que se desarrolld entre los anos 2009-
2012, y MIRRI (Microbial Resource Research Infrastructure)
(www.mirri.org) que es una nueva iniciativa desarrollada por el
observatorio europeo para infraestructuras de investigacion (ESFRI,
European Strategy Forum for Research Infrastructures) que difiere de
los anteriores en que por primera vez se contempla la operatividad de
una infraestructura que no sea efimera, sino sostenible. MIRRI cuenta
con una fase preparatoria que comenzo en noviembre de 2012, una
fase de implementacion y una fase de operacion.

2. Control de Calidad en las CC/BRC

En concordancia con las recomendaciones de la OCDE y la
WFCC, los microorganismos deben conservarse preferentemente
mediante dos métodos diferentes, uno de los cuales, al menos, permita
la conservacion a largo plazo (liofilizacion, criocongelacion, etc).

Para garantizar la correcta conservacion de las cepas
microbianas las CC/BRC deben controlar fundamentalmente tres
parametros: la viabilidad, la pureza y la autenticidad.

Estos controles deben realizarse, al menos, en tres
circunstancias (Janssens y col., 2010):

- Cuando se recibe el material original.

- Después de la primera conservacion, donde se genera
un lote de reserva que sirve para generar lotes sucesivos
y otro de suministro.

- Después de cada nuevo lote generado.

La viabilidad es un parametro indicador de la supervivencia
de la cepa microbiana tras su conservacion, observada en el medio de
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cultivo recomendado por el depositante y/o en otro medio si se
considera oportuno. Cualquier método de conservacion conlleva una
pérdida de viabilidad, en algunos casos esta pérdida es debida incluso
a los crioprotectores y ocurre antes de la conservacion, por lo que es
importante encontrar el método de conservacion mas adecuado para la
cepa. Para ser considerado como un buen método de conservacion se
deben mantener valores de supervivencia de alrededor del 80%, sin
embargo en algunas cepas no llegan a conseguirse estos valores.

Otro de los controles necesario en la conservacion de cepas es
la pureza. Es necesario cerciorarse de que no hay contaminantes en el
cultivo a conservar. Esto puede comprobarse mediante observacion de
las colonias en un medio de cultivo sélido, para lo cual se necesita
informacion previa de la morfologia de la cepa, aunque en muchos
casos la apariencia homogénea de las colonias no garantiza su pureza,
por lo que se recurre a la observacion al microscopio y/o hacer
incubaciones prolongadas para detectar contaminantes de crecimiento
lento. Ademas, es conveniente comprobar la pureza en un medio no
selectivo, ya que pueden estar presentes contaminantes que pasen
inadvertidos por la incapacidad de formar colonias en el medio
selectivo. En aquellas bacterias que tienen un crecimiento expansivo o
que crecen formando redes o filamentos los contaminantes pueden
quedar embebidos en la matriz dificultando su deteccion. También hay
que tener en cuenta que en el caso de algunas cepas bacterianas la
morfologia colonial puede variar dependiendo del medio de cultivo en
el que crezca, la temperatura, el tiempo de incubacion, etc. Asimismo,
una misma cepa observada al microscopio puede presentar variaciones
morfologicas como la formacion de esporas, la formacion de cistos, el
pleomorfismo, etc. (Krieg, 2005).

La autenticidad define la correcta identidad de la cepa. Se trata
de wverificar que la cepa conservada mantiene las mismas
caracteristicas genéticas, bioquimicas y fisiologicas que el material
original. De los tres parametros es el mas complejo de determinar.
Ademas, de alguna manera engloba también a los otros dos (viabilidad
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y pureza). Por eso se trata de forma independiente en el siguiente
apartado.

2.1 Autentificacion de cepas microbianas

Una de las tareas mas importantes para una buena coleccion
de cultivos es conseguir que el material conservado no se desvie del
material original depositado, que a su vez deberia ser lo mas fiel
posible al aislado original. Sin embargo, pueden ocurrir cambios en la
cepa debido a un error humano (por ejemplo, un etiquetado cruzado) o
contaminaciones accidentales a lo largo de toda la cadena de
manipulacion y transferencia de la cepa. En estos casos hay una
sustitucion o alteracion real del material bioldgico que puede ser muy
evidente si el cambio es burdo pero no tanto cuando la cepa que
desplaza a la original es muy cercana en términos filogenéticos y/o
fisioldgicos. Ademas, hay que considerar también los cambios por
deriva genética, cambios en el material genético microbiano debido a
mutaciones aleatorias tras repetidas divisiones. Especialmente en
microorganismos la deteccion de estos ultimos puede suponer un reto
por los cortos tiempos de generacion que presentan y por su alta tasa
de mutacion, lo que da lugar a la formacion de cultivos heterogéneos.
La diversificacion ocurre a nivel genético y epigenético durante el
crecimiento tras repetidos subcultivos y es mas problematica cuando
afecta a las propiedades que motivaron su depdsito. Para asegurar lo
maximo posible la fidelidad de los cultivos respecto al material
recibido para deposito en una Coleccion de Cultivos, las cepas deben
ser preservadas con el menor nimero posible de pases. Ademas, de
forma rutinaria se procede a su autentificacion con el fin de garantizar
o al menos sustentar que no se desvian del material original (Smith,
2012).

El objetivo de la autentificacion, por tanto, es verificar la
identidad de wun microorganismo conocido, estudiando sus
caracteristicas morfoldgicas, genéticas, bioquimicas y/o fisiologicas
(figura 3). Conviene diferenciarlo de la identificacion, la cual permite
situar a un microorganismo desconocido dentro de un taxon, haciendo
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uso también del estudio de sus caracteristicas morfoldgicas, genéticas,
bioquimicas y/o fisiologicas (figura 4).

Cepa
Conocida

|

Nuevo depésito de || Generacién de
Nuevo Depésito cepa cedida por nuevo lote
otra Coleccién

Control de Calidad

Técnica elegida
para autentificar

Secuencias génicas, Sistemas Miniaturizados, Sistemas
Multiprueba, GC-FAME, MALDI-TOF, etc.

Comparacién con
bases de datos
existentes

Autentificacion Contaminacién,
deriva genética...

Figura 3. Diagrama de flujo de la autentificacion de cepas microbianas.

Para la identificacion de una cepa microbiana, es necesario
contar con un esquema de clasificacion previo. En Biologia no existe
un esquema universal, de modo que segun el tipo de organismo que se
esté considerando habra que tener en cuenta diferentes conceptos
sobre qué es lo que constituye la especie y demds taxones, reglas de
nomenclatura, o métodos que son ttiles para caracterizar y delimitar
los taxones. Por la gran extension que tiene el mundo microbiano, a la
Microbiologia le aplican todos los codigos de nomenclatura: el
International Code of Zoological Nomenclature para los protistas, el
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International Code of Nomenclature for algae, fungi, and plants para
algas y hongos microscopicos, que sustituye desde julio de 2011 al
International Code of Botanical Nomenclature, el International Code
of Nomenclature of Prokaryotes para Arqueas y Bacterias, y las reglas
del International Committee on Taxonomy of Viruses para los virus.

Cepa
Desconocida

Técnica elegida
para identificar

S i éni Sist Miniaturizados, Sistemas

Multiprueba, GC-FAME, MALDI-TOF, etc.

!

l

Comparacioén con
bases de datos
existentes

Identificacion Cepanoincluida | | o 000 eva
en la base de

datos estudiada descripcién

Necesidad de nuevas pruebas

Figura 4. Diagrama de flujo de la identificacion de cepas microbianas.

Teniendo en cuenta que en la presente Tesis Doctoral las
cepas estudiadas son bacterianas, los parrafos que siguen se centran en
la sistematica de procariotas. Ademas, en la CECT no se mantienen
virus, ni algas, ni protistas. Tampoco lineas celulares como en otras
colecciones. Asi que el Gnico otro grupo de microrganismo que se
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podria haber contemplado es el de los hongos microscopicos (ya sean
unicelulares, es decir levaduras, o filamentosos).

La clasificacion actual de procariotas se basa principalmente
en el andlisis de secuencias del gen 16S rRNA u otros genes
conservados, en estudios de hibridacion DNA-DNA para delimitar la
especie y, ademas, requiere la descripcion de un minimo de
caracteristicas de morfologia celular y colonial, genéticas, fisiologicas,
bioquimicas, metabdlicas y ecoldgicas (Krieg, 2005; Triiper y
Schleifer, 2006; Schleifer, 2009), de modo que estas caracteristicas
definan al taxon (especie u otro) como unico y diferenciable de otros

al mismo nivel (figura 5).

Caracterizacion

Morfologia ¢ Ecologia ¢ Fisiologia ¢ Bioquimica * Genética ¢ Otros

Comparacioén con
datos existentes

Identificacién Nueva

descripcién

+

Figura 5. Diagrama de flujo de la caracterizacion de cepas en sistematica

NOIDVOMISVID

bacteriana.
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En Bacteriologia, entendida en su sentido amplio que incluye
tanto a bacterias como a arqueas, un concepto importante es el tipo
nomenclatural o simplemente tipo: dentro de cada taxén que recibe un
nombre debe designarse como tipo un elemento al cual quedara ligado
ese nombre. El tipo no tiene por qué ser el elemento mds tipico (mas
representativo) del taxon. Las reglas 16 a 22 del Coddigo
Bacteriologico tratan esta cuestion (Lapage y col., 1992). Asi, en la
clase el tipo es uno de los ordenes que contiene; en el orden y en la
familia es un género con el que comparten raiz etimolodgica (por
ejemplo, Vibrio es el tipo de la familia Vibrionaceae y del orden
Vibrionales); en el género es una especie y en la especie (y la
subespecie) es una cepa designada a tal efecto por los autores que la
describen. Aun siendo el concepto de tipo sumamente importante por
garantizar un referente nomenclatural, es en su escalon mas bajo, es
decir la cepa tipo, cuando mayor importancia cobra ya que se trata de
especimenes vivos que pueden usarse como material de referencia en
estudios posteriores. No en vano se exige como requisito formal para
validar nombres de especies (y subespecies) que la cepa tipo esté
disponible en al menos dos colecciones de cultivo de paises diferentes.

Indudablemente, existen en la naturaleza un gran ntimero de
bacterias que no han sido clasificadas y que, por tanto, no pueden ser
identificadas, sino que son susceptibles de ser propuestas y descritas
como nuevos taxones (Krieg, 2005). Las descripciones deben ser
extensas y abarcar datos de distinta indole o naturaleza (taxonomia
polifasica) mientras que a menudo las identificaciones se realizan con
datos procedentes de una o algunas pocas técnicas, tratando de
economizar en tiempo y dinero sin comprometer la precision.

Esto ultimo puede decirse también de la autentificacion. Sin
embargo, lo que mas distingue a la autentificacion es el hecho de
contar de partida con la identidad de la cepa y por tanto lo que se
desea es confirmarla recurriendo a esquemas que pueden diferir de los
que se aplicarian en una identificacion. También los resultados son
vistos con otro prisma ya que en una identificacién no se pondria en
duda por ejemplo que un aislado de agua de mar se identifique como
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Vibrio harveyi, pero esto mismo daria pie a mas averiguaciones si la
cepa procesada esta etiquetada como otra especie de Vibrio. Ademas,
las identificaciones se suelen dar por concluidas una vez que se
alcanza un nombre de especie, mientras que las autentificaciones son
continuas y procede repetirlas tras la preparacion de un nuevo lote de
conservacion o ampliarlas si se ha recibido una reclamacion, etc.

Desde una perspectiva historica, antes de ponerse a punto las
técnicas moleculares, la autentificacion se llevaba a cabo mediante
observacion al microscopio de la morfologia celular, mediante el
estudio de caracteristicas del cultivo (pigmentacion, morfologia
colonial, etc.) y de pruebas fisiologicas basicas, por lo que, debido al
tiempo de crecimiento y de incubacion de las pruebas, eran necesarios
varios dias hasta la obtencion del resultado.

Actualmente, el desarrollo de nuevas técnicas automatizadas
han permitido acortar los tiempos de autentificacion, sobre todo para
aquellos taxones de interés en la industria alimentaria y farmacéutica,
y en taxones de interés clinico, donde se dispone de bases de datos
realizadas con un numero elevado de cepas. Sin embargo, en muchos
casos estas bases de datos no son adecuadas para el estudio de nuevas
especies o de otros taxones que no son de interés alimentario,
farmacéutico o clinico. Ademas, la descripcion de una nueva especie
suele abarcar, en los ltimos afios y cada vez con mas frecuencia, una
unica cepa, la cepa tipo, por lo que el conjunto de caracteres descritos
para ésta suelen ser demasiado restrictivos creando ambigiiedad al
compararse con otra cepa adicional de la misma especie que presente
una desviacion en alguna caracteristica fisiologica (Smith, 2012). Es
por esto que en las CC/BRC existe un elevado interés en desarrollar
técnicas de autentificacion, que permitan su aplicacion a un gran
numero de cepas y que resulten rapidas, reproducibles y que supongan
un bajo coste econdomico.

Otro aspecto de interés es la autentificacion de cepas
equivalentes en distintas colecciones. Conviene definir previamente la
distinta terminologia aplicada en referencia a las cepas microbianas,
asi pues distinguimos entre:
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*  Cepas de coleccion: Microorganismos definidos por lo menos
a nivel de género y especie, depositados y mantenidos en una
CC/BRC reconocida, catalogados con el acronimo de la
CC/BRC seguido de un numero identificativo. En dicho
catalogo se resefia el origen de la cepa, sus condiciones de
cultivo y, en muchas ocasiones, algunas de sus caracteristicas,
asi como la equivalencia, si la hay, con otras colecciones. Para
los usuarios, las cepas de coleccion son cepas de referencia o
material de referencia microbioldgico.

* Cepas equivalentes: Son cepas que proceden del mismo
material original y que estan depositadas en mas de una
coleccion de cultivos.

e Cepas de reserva: cepas idénticas obtenidas mediante un tinico
subcultivo de una cepa de referencia suministrada por el
proveedor, o que proceden directamente del proveedor como
tales.

*  Cepas de trabajo: subcultivos primarios obtenidos de una cepa
de reserva.

*  Cepas comerciales: cepas suministradas por casas comerciales
diferentes de las CC/BRC, y que pueden o no proceder de una
CC/BRC.

*  Cepas salvajes: no proceden de CC/BRC.

Tradicionalmente, la equivalencia de las cepas
depositadas en diferentes colecciones de cultivos estaba basada
solamente en la historia de depodsito de dicha cepa, que no estaba
exenta de omisiones o imprecisiones en muchos casos. Hoy en
dia, la trazabilidad de las cepas equivalentes en las colecciones
puede estudiarse de forma mas comoda y completa a través del
bioportal  Straininfo de la  Universidad de  Gent
(www.straininfo.ugent.be) (Dawyndt y col., 2005). Normalmente,
el material original es depositado en una o dos colecciones de
cultivos, pero otras colecciones pueden adquirirla después, ya que
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es frecuente la cesidon en intercambio por otras (Figura 6). Es
posible que en el trasiego de la cepa de una coleccion a otra se
arrastren errores de manipulacion de la cepa, como
contaminaciones, fallos de etiquetacion o cruces de datos que den
lugar en ultimo término a que dos cepas equivalentes depositadas
en distintas colecciones no sean realmente la misma cepa. Por esta
razon la autenticidad puede aplicarse no solo a las cepas dentro de
una coleccion, sino también a las cepas equivalentes depositadas
en varias colecciones. En la actualidad existen varios estudios
destinados a comprobar la correcta identidad de las cepas
equivalentes depositadas en distintas colecciones, como es el caso
de una de las tareas del proyecto europeo EMbaRC, del cual es
participe la CECT.

ATCC 33934 CCUG 16389

(an(_;sﬁi_) ('cc_lc.ixisu ) ( _;Ecrtﬂ! ) ( u_nrlzm ) ( usmLus )

BCRC 12917

(kﬂTcLzsln ) ( KCTC 2725 )

Histrifor CECT 629 - © 201 2/4 Straininfonet
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Figura 6. Historia de deposito de Vibrio orientalis recopilada en el
bioportal StrainInfo de la Universidad de Gent. Las conexiones se hacen
de forma automatica usando la informacion que muestra la cepa en
diferentes catalogos publicos y los diagramas pueden ser corregidos por
los cientificos que colaboran con el proyecto. Las designaciones no
resueltas aparecen en la base sin conectar con el esquema (Verslyppe y
col., 2011).
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2.2 Métodos de autentificacion bacteriana

Para la autentificacion de procariotas pueden emplearse
multitud de métodos, basados en caracteres fenotipicos y/o genéticos.
El uso de una técnica u otra dentro de una coleccion de cultivos
dependera de la cepa que se esté estudiando y de multitud de factores
como el estado de puesta a punto y el dominio de la técnica por parte
del personal técnico, el tiempo necesario para obtener resultados, la
reproducibilidad intra- e interlaboratorio, su poder de resolucion,
puesto que algunas técnicas no permiten discriminar mas alla del
género, mientras que otras son capaces de tipificar, es decir,
discriminar cepas por debajo del nivel de especie y, naturalmente, de
su coste economico.

Tradicionalmente, la caracterizacion morfoldgica es el primer
paso que se realiza a la hora de autentificar cepas, engloba el estudio
de la morfologia colonial de la cepa (homogeneidad, tamaifio, forma,
color, opacidad y textura de las colonias) y su observacion al
microscopio (forma y tamaio celular, movilidad, etc.).

Otras pruebas de caracterizacion fenotipica empleadas son el
test del KOH al 3%, que permite diferenciar entre bacterias Gram
positivas y Gram negativas, por la viscosidad producida por las
segundas al liberarse el DNA tras la lisis celular que provoca una
solucion alcalina débil, la prueba de deteccion de la enzima catalasa,
que interviene en el proceso de detoxificaion de las células expuestas a
condiciones aerobias, por lo que se encuentra en muchas de las
bacterias capaces de desarrollarse en presencia de oxigeno, y que se
detecta por la produccion de burbujas al depositar una gota de H,O, de
10 vol. en un portaobjetos sobre el cual se emulsiona una pequefia
cantidad de biomasa bacteriana (Cowan y Steel, 1982); y la prueba de
la oxidasa, que permite detectar la presencia del enzima citocromo c
oxidasa debido a la coloracion azul-violacea que adquiere un papel
humedecido con tetrametil-p-fenilendiamina al 1% al ser extendida
una cantidad de biomasa bacteriana sobre él (Smibert y Krieg, 1994).
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A pesar de que estas técnicas estdn muy lejos de permitir por
si solas la autentificacion de cepas, resultan muy ftiles para la
deteccion temprana de contaminaciones o errores de procesado.
Ademas, son econdmicas, rapidas y reproducibles.

Otro conjunto de técnicas ampliamente utilizadas son los
métodos de identificacion bioquimica, cuyos origenes se remontan a
principios del siglo XX. Actualmente existen sistemas miniaturizados
comerciales que permiten la estandarizacion y facilitan el manejo,
permitiendo ademas la obtencion del resultado en un periodo de
tiempo relativamente corto. Sin embargo, la limitacion mas
generalizada viene determinada por la base de datos frente a la cual se
comparan los resultados, ya que suele representar principalmente a
microorganismos de interés clinico y/o alimentario. Ademas, en la
mayoria de los casos estos sistemas no tienen en cuenta
requerimientos salinos, de pH, de factores de crecimiento, etc. En el
caso de ser utilizado con cepas que no estan incluidas en dicha base de
datos es importante estandarizar la metodologia para conseguir una
reproducibilidad 6ptima en futuros analisis.

Uno de los sistemas comerciales mas habituales en la
autentificacion de cepas son las galerias APl de Biomérieux que
permiten la identificacion de microorganismos a través de la
realizacion de diversas pruebas bioquimicas como la fermentacion de
carbohidratos, la determinacion de H,S, la hidrdlisis de la gelatina,
etc. Para la utilizacion de estos sistemas es necesario conocer
previamente algunas caracteristicas basicas del microorganismo como
su morfologia celular, si es Gram positivo o negativo, la reaccion de
la prueba de la oxidasa o del O/F. Asi pues existen distintas galerias
segun el microorganismo a estudiar como la API 20E que permite la
identificacion de microorganismos pertenecientes al grupo de las
enterobacterias y de otros bacilos Gram negativos, la API 20NE que
permite la identificacion de bacilos Gram negativos no pertenecientes
al grupo de las enterobacterias como Pseudomonas, Acinetobacter,
Flavobacterium, Moraxella, Vibrio, Aeromonas y otros, la API 20A
que permite la identificacion de bacterias anaerobias, la API 5S0CH
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que permite el estudio metabdlico de carbohidratos y permite la
identificacion de Bacillus (CHB), Lactobacillus (CHL) 'y
Enterobacteriaceae (CHE), etc.

Otros sistemas miniaturizados utilizados basados en pruebas
bioquimicas son el sistema Remel RapID™, que es similar al API de
Biomerieux pero permitiendo la inoculacion simultanea de todos los
pocillos, el sistema BBL Cristal de BD que tiene la particularidad de
que los resultados son interpretados automatizadamente por un
programa informatico, el Sensititre y el Vitek®2 de Biomérieux que
permiten ademas determinar la susceptibilidad frente a antibidticos, y
que también tiene una lectura automatizada, y en el caso de este
ultimo también realiza la inoculacion y la incubacion de forma
automatica.

Asimismo, existen sistemas informaticos que permiten la
interpretacion de los resultados de distintos sistemas miniaturizados
con el fin de eliminar el sesgo producido por la subjetividad del
personal técnico, como es el caso del BIOMIC®V3 System.

Otro sistema ampliamente utilizado en taxonomia y que puede
ser util para la autentificacion de cepas es el Biolog, que analiza la
capacidad de los microorganismos para oxidar un total de 95 sustratos,
de modo que cuando un sustrato es oxidado se detecta mediante una
reaccion colorimétrica producida por una sal de tetrazolio, que actlia
como aceptor de electrones virando hacia una coloracion purpura, los
datos son recogidos por un sistema informatico (Bochner, 2006).

Este tipo de sistemas miniaturizados basados en pruebas
bioquimicas tienen a su favor aspectos como la estandarizacion, la
facilidad de manejo y un coste moderado (aunque no se puede
generalizar). Aunque sus bases de datos son muy limitadas cabe la
posibilidad de emplearlos con otras cepas, si es necesario haciendo
modificaciones en el protocolo. Esta practica es bastante habitual en
taxonomia procariota y por ello existen muchos datos generados en
diversos articulos de descripcion de especies. En el seno de una
coleccion de cultivos pueden utilizarse los datos referidos en conjunto
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con los datos propios. A parte de la falta de universalidad, tiene otras
limitaciones como un poder discriminatorio bajo y problemas de
interpretacion y reproducibilidad en muchos casos.

En los ultimos tiempos el avance tecnoldgico y cientifico ha
dado lugar al desarrollo de diversas técnicas moleculares. Muchas de
estas técnicas se aplican en las CC/BRC para la autentificacion de
cepas procariotas, como es el caso de técnicas que analizan patrones
de bandas (ribotipado, PCR-RFLP, AFLP, rep-PCR, analisis de
proteinas mediante electroforesis SDS-PAGE, PFGE, RAPD, etc.).

El ribotipado es una técnica basada en el método RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) por la cual se analizan
patrones especificos de bandas obtenidos al digerir con enzimas de
restriccion el DNA de un microorganismo, estos fragmentos separados
mediante una electroforesis, son transferidos a una membrana de
nylon, y se hibridan con una sonda marcada de rRNA. Las diferencias
en la secuencia del 16S rRNA de los distintos microorganismos se
traduce en la presencia o ausencia de sitios de corte reconocidos por
los distintos enzimas de restriccion. El patron de bandas generado se
digitaliza, y se lleva a cabo una comparacion por ordenador de dicho
patron con los patrones de referencia de otros microorganismos
disponibles en las bases de datos. Esta técnica permite discriminar
entre especies, e incluso entre cepas distintas de una misma especie,
siempre y cuando haya diferencias entre las secuencias de sus
correspondientes genes de SSU rRNA (Madigan y col., 2009).
Ademas, existen sistemas automatizados para la realizacion de esta
técnica, como el RiboPrinter® microbial characterization system de
DuPont, que contiene una extensa base de datos de microorganismos
caracterizados mediante este método.

La técnica PCR-RFLP consiste en la amplificacion de
determinados genes (16S rRNA, gyrB, rpoD, etc.) por PCR y su
posterior fraccionamiento mediante enzimas de restriccion, generando
un patron de bandas tras ser sometida a electroforesis. Es una técnica
reproducible cuyo poder de resolucién puede variar segin el gen
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amplificado (Chun y col., 2002; Madigan, 2009; Urakawa y col.,
1997).

A diferencia del ribotipado, que se centra en un solo gen, el
AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) y la rep-PCR
(repetitive extragenic palindromic PCR) analizan las variaciones en la
secuencia de DNA en el genoma completo.

El AFLP se basa en la digestion de DNA gendémico con uno o
dos enzimas de restriccion y la amplificacion selectiva de los
fragmentos resultantes, que posteriormente se separan por
electroforesis en gel de agarosa. De este modo se generan patrones de
bandas especificos de cepa (De Vos y col., 1995; Madigan y col.,
2009).

La rep-PCR se basa en la existencia de elementos muy
conservados de DNA repetitivo distribuidos aleatoriamente en el
cromosoma bacteriano. El nimero y la posicion de dichos elementos
difiere entre cepas de especies cuyas secuencias han divergido.
Usando cebadores oligonucleotidicos disefiados para que sean
complementarios a la secuencia de dichos elementos repetitivos es
posible la amplificacion por PCR de distintos fragmentos genémicos,
generando un patron de bandas de DNA gendémico. Este patron es
diferente en distintas cepas, produciendo una huella de DNA
especifica para cada cepa (Madigan y col., 2009). La casa Biomérieux
dispone de un kit, DiversiLab® System, para la obtencion de estos
patrones. Este sistema consiste en la aplicacion de un kit de extraccion
de DNA, seguido de un kit de amplificacion por rep-PCR, y la
separacion de las bandas generadas mediante electroforesis capilar.
Por ultimo, el sistema compara los datos obtenidos frente a su base de
datos y da un resultado de identificacion.

El analisis de proteinas mediante SDS-PAGE permite la
separacion de las proteinas celulares de acuerdo con su movilidad
electroforética. Para ello, se realiza una electroforesis en gel de
poliacrilamida con un agente desnaturalizante como el SDS, que
permite que la mayoria de las proteinas adquieran una relacion
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carga/masa idéntica, por lo que las proteinas se separan segin su
tamafio. Esto genera un patron de bandas que es especifico de especie.

En la técnica de electroforesis de campo pulsante (PFGE,
Pulsed-Field Gel Electrophoresis), los aislados bacterianos crecidos
en medio liquido o solido, se mezclan con agarosa fundida y se
reparten en pequefios moldes. La bacteria embebida en el molde de
agarosa es luego sometida a lisis y a enzimas de restriccion,
posteriormente el dado de agarosa con la bacteria embebida es
insertado en otro gel de agarosa sometido a dos campos eléctricos de
distinta orientacion que son aplicados alternativamente a intervalos de
tiempo constantes, lo que permite la separacion de fragmentos grandes
de DNA. Los patrones de bandas son digitalizados y pueden
compararse con bases de datos existentes utilizando diferentes
programas informaticos como el Applied Maths, Bio-Rad,
BioSystematics, etc. Esta técnica permite discriminar a nivel de cepa,
aunque el tiempo necesario para llevarla a cabo suele ser de entre 2-3
dias, lo que reduce la capacidad de analizar un numero alto de
muestras (Olive y Bean, 1999).

La técnica RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) se
basa en la amplificacion de fragmentos de DNA al azar mediante
PCR, para ello se utilizan cebadores de poca longitud (9-10
nucledtidos) y una baja temperatura de anillamiento, de modo que se
consigue que los cebadores se unan a diversos sitios del DNA,
generando un numero de fragmentos amplificados elevado. Estos
fragmentos de DNA son sometidos posteriormente a electroforesis
dando lugar a un patrén de bandas especifico de cepa (Olive y Bean,
1999). Esta técnica tiene mayor poder de resolucion que el ribotipado,
pero menos que la rep-PCR (Vila y col., 1996).

Los patrones de bandas obtenidos tras aplicar estas técnicas
deben ser analizados. El analisis puede realizarse de forma manual, en
el caso de perfiles electroforéticos sencillos, o mediante programas
informaticos como el BioNumerics o el GelCompar, ambos de
Applied Maths.
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Las técnicas basadas en patrones de bandas o de
fingerprinting, en general, tienen un poder de resolucion alto
permitiendo tipificar cepas, pero carecen de alta reproducibilidad y
resultan en algunos casos tediosas.

En la actualidad practicamente todas las colecciones de
cultivo incluyen en la autentificacion de sus cepas la secuenciacion
parcial del gen 16S rRNA. Las ventajas principales frente a otras
técnicas son que los datos pueden estar en bases de datos publicas
(GenBank/EMBL/DDBJ) a disposicion de la comunidad cientifica,
que a diferencia de la mayoria de las técnicas de tipificacion molecular
los resultados obtenidos son reproducibles intra- e interlaboratorio y
que el analisis de datos es escalable, pudiendo comparar secuencias de
estudios independientes. El analisis posterior de la secuencia se puede
hacer aprovechando las ventajas de algunas herramientas y recursos
disponibles en la red (BLAST, LeBibi, EzTaxon, RPD, SILVA, etc.).

El gen 16S rRNA se ha utilizado ampliamente para el analisis
evolutivo basado en secuencias porque estd  distribuido
universalmente, su funcion es estable, presenta una tasa de evolucion
lenta y tiene una longitud adecuada (Madigan, 2009). Sin embargo, el
hecho de que presente una tasa de evolucidon lenta implica que en
muchas ocasiones resulta dificil establecer relaciones filogenéticas
entre taxones cuya divergencia es reciente. Por esta razon se utiliza
como marcador en rangos taxonémicos por encima de la especie
(Stackebrandt y Goebel, 1994; Stackebrandt y Ebers, 2006).

Por tanto, la eleccion de la técnica o combinacion de técnicas
mas adecuada para la autentificacion de cepas no es tarea facil, y ello
justifica que exista un creciente interés en el desarrollo o estudio de
técnicas que resulten rapidas, reproducibles, de facil manejo y bajo
coste para ser aplicadas como método de rutina dentro de una
coleccion de cultivos. Tal es el caso de la obtencion del perfil de
acidos grasos celulares de un microorganismo, técnica ampliamente
utilizada para descripcién taxondémica y para identificacion, y del
estudio de proteinas por MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time of Flight).
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3. MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time of Flight Mass Spectrometry) es una
técnica de ionizacion suave utilizada en espectrometria de masas para
el analisis de biomoléculas.

En taxonomia se utiliza tanto para la clasificacién como para
la identificacion de cepas microbianas. La técnica persigue la
obtencion de un perfil proteico caracteristico de cepa. Para ello, una
pequenia cantidad de biomasa microbiana (smear) o de extracto
proteico (extraccion etanol/acido formico) se deposita sobre una placa
de acero y se recubre con una matriz. La matriz suele estar disuelta en
una mezcla de solventes que son una combinacion de agua, etanol,
metanol, acetonitrilo y un acido fuerte, como el TFA (trifluoracético).
Los solventes de la matriz penetran en la pared celular permitiendo
que las proteinas sean accesibles al analisis. Cuando los solventes se
evaporan de la suspension celular, la matriz comienza a formar
cristales, y también co-cristalizan las moléculas proteicas y otros
componentes celulares que quedan embebidos en ella. Las matrices
mas comunmente utilizadas son: a-ciano (acido o-ciano-4-
hidroxicinamico), DHB (4&cido 2,5-dihidroxibenzoico) acido sinapico
(acido 3,5-dimetoxi-4-hidroxicinamico) y acido ferulico (FerA, acido
(E)-3-(4-hidroxi-3-metoxi-fenil) propil-2-enoico) (Welter y Moore,
2011). Una vez ha tenido lugar la co-cristalizacion de la muestra con
la matriz, la placa se introduce en un espectrometro de masas, y la
placa es irradiada con un laser UV (usualmente un laser de Ny, 337
nm) lo que produce la ionizacion de la matriz cristalizada (M), y ésta a
su vez genera la ionizacion de las moléculas péptidicas (P) de la
muestra por la cesion de protones.

MH +P — M +PH"

Las moléculas peptidicas ionizadas migran a través de una region que
posee un campo eléctrico constante, de manera que llegan al detector
con un tiempo de vuelo que depende de su masa molecular y de su
carga (m/z), y el detector interpreta la sefial en forma de espectro.

34



Introducciéon

Previamente al analisis, el espectrometro de masas requiere
una calibracion externa que puede realizarse con una solucion de siete
polipéptidos de masa molecular conocida (bradicinina, angiotensina,
Glu-fibrinopéptido B, sustrato tetradecapéptido de renina, hormona
adrenocorticotropa (ACTH), insulina bovina y ubiquitina bovina).
También puede utilizarse como control la cepa Escherichia coli
DHS5alpha (CECT 7619), cuyo perfil proteico es conocido, o su
version comercial Bacterial Test Standard (Bruker Daltonics ref.
255343).

Laser

Muestra

\\

o

Figura 7. Esquema del proceso de adquisicion de espectros en MALDI-TOF
MS.

Existen varios tipos y fabricantes de espectrometros de masas,
pero no todos ellos indicados especialmente para esta finalidad.
Actualmente hay tres que proporcionan la base de datos y el programa
para la identificacion y andlisis de procariotas: Bruker Daltonics cuyo
programa de analisis es el Biotyper; Applied Biosystem con el sistema
Saramis; y Shimadzu que utiliza como programa de analisis el Axima-
D™,

Una de las ventajas de esta técnica es que el perfil proteico
obtenido no se ve afectado por las condiciones de cultivo de la cepa
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(medio, temperatura, tipo de atmdsfera, y tiempo de incubacién), ni
por la fase de crecimiento en la que es recogida la biomasa.
Asimismo, se ha visto que los perfiles obtenidos en diferentes
instrumentos de MALDI-TOF con modo de adquisicion compatible
son altamente comparables (Arnold y col., 1999; Jarman y col., 1999,
2000; Pineda y col. 2000; Wunschel y col., 2005; Maier y col., 2006;
Mellmann y col., 2008). Por otro lado, cuando el rango de masas
aplicado es de 2 a 20 KDa (m/z), quedan representadas
mayoritariamente las proteinas ribosomicas (Ryzhov y Fenselau,
2001), y también se expresan otras proteinas que forman parte
constitutivamente de la estructura y regulacion celular, como factores
de modulacion de los ribosomas, proteinas reguladoras del
almacenamiento de carbono, proteinas del choque térmico, proteinas
de union al DNA y chaperonas. El hecho de que las proteinas
ribosdmicas, junto con otras proteinas estructurales y reguladoras,
representen la mayoria de los picos obtenidos en el espectro de masas
de las células microbianas (Welker y col., 2011) implica que:

«  Los patrones de masa espectral son estables, debido a que las
proteinas ribosomicas y las proteinas esenciales son
componentes ubicuos y abundantes de la célula microbiana.

- La senal espectral generada por las proteinas esenciales puede
ser analizada como marcador filogenético, del mismo modo
que se analizan los genes esenciales en el andlisis génico o
multi-locico.

« Cuanta mas similitud exista entre los patrones espectrales
comparados mas cercana sera la relacion filogenética entre los
microorganismos.

Para la clasificacion o identificacion de una cepa se compara
el perfil proteico obtenido de la cepa a estudiar con los datos de
referencia o las librerias almacenadas en las bases de datos, estos
datos de referencia se obtienen a partir de la lista de picos que
contiene los valores de carga/masa (m/z) y sus intensidades
respectivas, también llamadas huellas peptidicas (mass fingerprints), y
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pueden ser datos de referencia de una tnica huella peptidica, de un
compendio de huellas peptidicas de una misma cepa analizada
repetidas veces o una huella peptidica obtenida a partir del analisis de
multiples aislados de la misma especie. Como resultado de la
comparacion del perfil proteico de una cepa se genera una lista de las
especies con las que se identifica con un valor de similitud. En el caso
de dos de los sistemas de identificacion comerciales disponibles el
valor de similitud se da en forma de score value (MALDI Biotyper,
Bruker) o confidence value (SARAMIS, Anagnostec/BioMérieux). El
valor umbral para la identificacion a nivel de especie es empirico,
teniendo en cuenta la comparacion entre cepas y correlacionandolo
con otras caracterizaciones fenotipicas y genotipicas. De modo que,
este valor umbral varia entre taxones. La comparacion de los espectros
de masas puede estar basada en diferentes criterios, por ejemplo,
puede utilizarse como Unico parametro la presencia/ausencia de picos
del espectro o puede tenerse en cuenta también la altura de los picos.
Por otro lado, aunque pueden aplicarse varios rangos de masas, para la
identificacion microbiana es aconsejable utilizar el rango 2-20 KDa.
Los picos pueden ser filtrados para seleccionar un pico que sirva de
marcador para un determinado taxon o para eliminar ruido de fondo.
Esta estrategia es la utilizada por el sistema SARAMIS, donde utiliza
el SuperSpectra para la identificacion de aislados. SuperSpectra es el
espectro consenso de una determinada especie calculado a partir del
espectro de varias cepas o clones de una especie seleccionando los
picos mas representativos de dicha especie (Welker y Moore, 2011).
En el analisis realizado por el sistema Biotyper (Bruker) se compara el
espectro de la cepa a estudiar con las librerias o datos de referencia
generados. Estas librerias contienen los patrones de bandas
caracteristicos de cada especie, teniendo en cuenta la lista de picos que
forman parte del espectro, su frecuencia y sus intensidades. El
programa calcula y compara mediante un algoritmo tres pardmetros
individuales. En primer lugar, compara el nimero de sefales o picos
que comparte la cepa a estudiar con respecto a la cepa de referencia.
Posteriormente, compara el numero de picos que comparte la cepa de
referencia con respecto a la cepa a estudiar. Por ultimo, se calcula la
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simetria de los pares coincidentes. Si los picos de mas intensidad de la
cepa a estudiar coinciden con los picos de mas intensidad de la cepa
de referencia, y los de menos intensidad también coinciden, el
resultado generado tendra un alto valor de simetria. El valor individual
de cada parametro es 1. Se multiplica el valor de los tres parametros
calculados, y ademas, se multiplica por un factor de 1000, generando
el score value. El resultado se muestra normalmente como el
log(score) value, de modo que el valor maximo de log(score) es 3
(log10(1000)=3). Un log(score) comprendido entre un valor menor de
2 y mayor o igual a 1,7 indica una prediccion a nivel de género, un
log(score) mayor de 2 indica prediccion a nivel de especie
(Vasileuskaya-Schulz y col., 2011; Maier y col., 2006). El resultado
también puede mostrarse en forma de dendrograma, donde se
muestran los agrupamientos de las cepas, y la relacion existente entre
ellas seglin el nivel de distancia que las separa. El nivel de distancia
necesario para distinguir dos cepas como especies diferentes varia en
funcion del taxon estudiado.

El perfil generado por MALDI-TOF MS permite discriminar
entre especies cercanamente relacionadas pudiendo clasificarse
algunos géneros a nivel de especie, como es el caso de Acinetobacter
(Sedo y col., 2011), Legionella (Gaia y col., 2011), Leuconostoc (De
Bruyne y col., 2011), Staphylococcus (Decristophoris y col., 2011),
Stenotrophomonas (Vasileuskaya-Schulz y col., 2011), Streptococcus
(Hinse y col., 2011), Yersinia (Wittwer y col., 2011). Otros autores
demuestran la capacidad de MALDI-TOF MS para diferenciar cepas a
nivel de subespecie como ocurre con Burkholderia cepacia
(Mellmann y col., 2008) o con Salmonella enterica (Dieckmann y
col., 2008) e, incluso, a nivel de cepa como es el caso de cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) que son
diferenciadas por MALDI-TOF MS de las cepas de Staphylococcus
aureus sensibles a meticilina (MSSA) (Shah y col., 2011). Estudios
que comparan MALDI-TOF MS con otras técnicas demuestran que
existe una concordancia entre los resultados obtenidos por MALDI-
TOF MS y por MLSA (Multi-locus Sequence Analysis) en el género
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Stenotrophomonas (Vasileuskaya-Schulz y col., 2011). Asimismo,
algunos autores han estudiado su alta capacidad discriminatoria en
comparacion con el andlisis de secuencia del gen 16S rRNA,
sugiriendo que MALDI-TOF MS posee una mayor precision para la
identificacion de determinadas especies microbianas (Albesharat y
col., 2011; Mellmann y col., 2008). Sin embargo, también se ha
descrito la incapacidad de la técnica para diferenciar entre
Streptococcus pneumoniae y Streptococcus mitis (Seng y col., 2009) o
para diferenciar aislados enterohemorragicos de E. coli y Shigella spp.
(He y col., 2010). De modo que, como ocurre con otras técnicas, el
poder de resolucion de MALDI-TOF MS depende del género
estudiado. Por esta razon resulta imposible concretar un valor de
similitud para aislados co-especificos, 0 un umbral que separe dos
cepas pertenecientes a distintas especies. No obstante, la mejora en los
protocolos y en los programas de analisis puede contribuir a un
aumento en el poder de resolucion y en los campos de aplicacion de la
técnica para la identificacion y caracterizacion de procariotas (Dridi y
col., 2011).

La técnica MALDI-TOF MS presenta muchas ventajas como
su reproducibilidad, facil manejo y bajo coste, pero contrariamente a
lo que sucede con las bases de datos de secuencias génicas, donde las
mas relevantes son de dominio publico, en el caso de las bases de
datos de perfiles proteicos existen pocas que no sean comerciales, una
de las bases de datos publica, aunque con un enfoque amplio es la
Proteome Commons database (http://proteomecommons.org/) donde
pueden ser depositados dichos perfiles proteicos (Dridi y col., 2011).

4. GC FAME

Hasta la actualidad han sido descritos mas de 300 tipos
diferentes de acidos grasos en bacterias, que incluyen acidos grasos de
cadena simple saturados e insaturados, 4acidos grasos con
ramificaciones iso y anteiso, acidos grasos con ramificaciones
internas, Aacidos grasos con grupos hidroxilo, acidos grasos

39



Introduccién

cyclopropano, acidos grasos w-ciclicos, acidos grasos dicarboxilicos,
entre otros (Da Costa y col., 2011).

Las diferencias encontradas en el tamafio de la cadena, la
posicion de los dobles enlaces, y la union de distintos grupos
funcionales hace que los acidos grasos celulares puedan ser
considerados como marcadores taxonomicos. Como es el caso de los
acidos grasos poliinsaturados, que a pesar de ser poco frecuentes en
microorganismos, se ha descrito que forman parte de la composicion
de acidos grasos de bacterias que crecen a bajas temperaturas y de
cianobacterias (Yano y col., 1997; Russell y Nichols., 1999; Da Costa
y col., 2011). Asimismo, algunos acidos grasos estan ampliamente
distribuidos en grupos bacterianos, mientras que otros parecen ser
restrictivos de un pequefio grupo de microorganismos, como los
acidos grasos ciclohexano y cicloheptano de algunas de las especies
de los géneros Alicyclobacillus, Sulfobacillus y Curtobacterium, o
como los acidos grasos con ramificaciones internas que presentan
especies del género Rubrobacter y Gaiella oculta (Carreto y col.,
1996; Albuquerque y col., 2011).

Cualitativamente, la composicion de acidos grasos en especies
bacterianas es, por lo comun, altamente conservada.
Cuantitativamente, el perfil de acidos grasos obtenido para una cepa
determinada es estable en condiciones de cultivo estandarizadas
(Slabbinck y col.,, 2009). De modo que, a priori cada grupo
microbiano se caracteriza por la presencia y abundancia relativa de
determinados acidos grasos (tabla 1).

40



Introducciéon

Grupo Microbiano

Bacterias G-

Bacterias G+

Bacterias Anaerobias
Bacterias Microaerofilas
Levaduras

Bacteria Lacticas

Actinomicetos
Bacillus

Bordetella
Burkholderia
Cytophaga
Flavobacterium
Kocuria
Methylobacterium
Micrococcus
Moraxella
Pasteurella
Staphylococcus
Streptococcus
Weeksella

Presencia de 10:0 30H

Alto % de Iso y Anteiso

Presencia de DMA's

Contenido de 18:1 uPdc > 70%

Contenido de 18:2 u6,9¢ > 65%
Presencia de 19:0 cyclo tw8c y/o wl0c
Presencia de 17:0 10-Metil; Iso H
Presencia de 16:1 w7c Alcohol; Iso 17:1
w1 0c; alto % de 15:0 Iso y Anteiso
Presencia de 20:4 w6,9,12,15¢

Presencia de 16:0 20H; 16:1 20H; 16:0 30H
Presencia de 15:0 Iso 30H; 17:0 Iso 30H
Presencia de 15:0 Iso 30H; 17:0 Iso 30H
Alto % de 15:0 Iso y Anteiso

Contenido de 18:1 wc > 65%

Alto % de 15:0 Iso y Anteiso

Presencia de 20:4 w6,9,12,15¢

Presencia de 20:4 6,9,12,15¢

Presencia de 20:0

Presencia de 12:0; 13:0; 14:0; 15:0
Presencia de 15:0 Iso 30H; 17:0 Iso 30H

Tabla 1. Representacion de los acidos grasos mas caracteristicos de
determinados géneros y grupos microbianos (MIDI, 2004).

Sin embargo, en algunos casos no existe una composicion de
acidos grasos uniforme que permita la identificacion y clasificacion.
Como es el caso del género Thermus, donde 7. oshimai y T.
scotoductus, presentan una composicion de acidos grasos uniforme,
mientras que cepas de las especies T. thermophilus y T. filiformis
presentan un perfil de acidos grasos extremadamente dispar. La cepa
tipo de T. filiformis posee acidos grasos 30H, mientras que otras
cepas de la misma especie no. La presencia/ausencia de estos acidos
grasos hidroxilados esta relacionado con los grupos polares de los
glucolipidos que posee la cepa (Nobre y col., 1996). Por otro lado,
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también se ha descrito que en el género Meiothermus, que
generalmente presenta una composicion estable de acidos grasos en la
que destaca la presencia de acidos grasos 30H, las especies M.
granaticius y M. rufus presentan acidos grasos 20H y 30H (Nobre y
col., 1996; Albuquerque y col., 2009, 2010).

El analisis de acidos grasos ésteres metilados (fatty acid
methyl ester, FAME) se realiza mediante cromatografia de gases, y el
perfil resultante puede obtenerse de forma automatizada utilizando un
sistema comercial como el Sherlock Microbial Identification System
(MIS, Microbial ID Inc. (MIDI), Newark, EEUU). Este sistema,
ademads, permite la identificacion de microorganismos por la
comparacion de los nuevos perfiles obtenidos con los contenidos en su
base de datos.

Para el estudio de la composicion de acidos grasos de una
cepa es muy importante definir las condiciones de cultivo. Cambios en
la temperatura, medio de cultivo y tiempo de incubacion, pueden
traducirse en una variacion cuantitativa e incluso cualitativa de
algunos 4cidos grasos, generando en ultimo término un perfil
diferente. Asimismo, la biomasa debe ser recogida de un cultivo
solido en la fase tardia de crecimiento exponencial, donde es mas
estable la composicion de acidos grasos, y segiin algunos estudios la
cantidad de biomasa también puede afectar al perfil (Peltroche-
Llacsahuanga y col., 2000).

La biomasa es sometida a un protocolo de cuatro pasos: (1)
saponificacion, (2) metilacion, (3) extraccion y (4) lavado.

Una pequeiia cantidad del extracto obtenido (2 pl) es
inyectado en el cromatografo de gases atravesando una junta de goma
denominada septum hasta el port liner o también llamado split liner.
El liner permite la adecuada mezcla y vaporizacion de la muestra
antes de entrar en la columna cromatografica, consiste en un tubo de
cristal de 10 cm de longitud y 4 mm de didmetro que contiene fibras
de cristal silanizadas y que se encuentra a una temperatura de 250°C.
La columna cromatografica tiene una longitud de 25 m y un grosor 0,2
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mm, es de silice fundido y estd cubierta por una fina capa de
polisiloxano modificado (5% fenil, 95% metil) que es la fase
estacionaria. Esta situada dentro del horno, donde se genera una rampa
de temperatura que comienza con 170°C y aumenta a razon de
5°C/minuto hasta alcanzar los 310°C. Dicha columna esta conectada a
un detector de ionizacion de llama (flame ionization detector, FID), de
modo que los analitos eluidos de ésta se queman en el detector
generando iones positivos que son detectados como una corriente por
un electrometro. La fase movil es un gas, en este caso el gas portador
es el hidrégeno, que permite una mayor resolucion. El sistema
también requiere de otros gases como el aire sintético, que es utilizado
para generar la llama del detector, y el nitrogeno, que es utilizado
como sistema de arrastre para ayudar a los analitos a llegar al detector.
La sefial producida por los analitos en el detector es registrada junto
con el tiempo que tardan en salir (tiempo de retencion, RT) por un
programa que mediante un algoritmo representa el cromatograma,
calculando el area del pico e identificando segin el tiempo de
retencion el acido graso correspondiente (figura 8) (MIDI, 2008).
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Figura 8. Esquema del proceso de analisis de FAME por cromatografia de
gases.
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Un parametro importante en el analisis del perfil
cromatografico es el ECL (Longitud de Cadena Equivalente). E1 ECL
permite comparar un cromatograma con otro aunque los tiempos de
retencion sean distintos. Representa el lugar en el que eluye un
determinado FAME con respecto a una seric de FAMEs saturados de
cadena sencilla en unas condiciones dadas. Para determinar su valor,
se utiliza un calibrante que contiene cantidades conocidas de una
mezcla de ésteres metilados de acidos grasos saturados de cadena
sencilla de entre 9 a 20 carbonos (9:0-20:0) y cinco ésteres metilados
de acidos grasos hidroxilados. Los ésteres metilados de acidos grasos
hidroxilados son especialmente sensibles a los cambios de
temperatura/presion y a contaminantes del port liner, por lo que se
utilizan como punto de control en la calibracion. A partir de los
valores del tiempo de retencion (RT) de los ésteres metilados de
acidos grasos del calibrante se calcula el ECL. Para ello se le da un
valor teorico de ECL a cada FAME saturado de cadena simple, que
corresponde al nimero de carbonos que posea, de modo que el valor
de ECL del 14:0 es de 14.000, el del 15:0 es de 15.000, etc. (Millar y
Berger, 1985; Sasser, 1990). Y el valor del resto de FAME:s se calcula
mediante el tiempo de retencion (RT) medido en el punto mas alto del
pico, siguiendo la formula:

ECL< = ECL.+(RT: = RT.)(RT (s +1) = RT:)

Donde RTy es el tiempo de retencion de X; RT, es el tiempo de
retencion del acido graso saturado metil éster que precede a X; RT 1)
es el tiempo de retencion del acido graso saturado metil éster que
eluye después de X.

Cada FAME tiene asignado un valor tedrico de ECL,
calculado a partir de la calibracion, con una desviacion de entre 0,010
y 0,020 seglin el acido graso. Asi, por ejemplo si el ECL del acido
graso 16:1 wSc tiene un valor tedrico de 15.909 y una desviacion de
0,010, un pico cuyo ECL calculado a partir de su RT tenga un valor
comprendido entre 15.899 y 15.919 sera reconocido como 16:1 w5c
(MIDL, 2008).
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En ocasiones un pico determinado puede quedar sin
identificar, esto puede ser debido a que se trate de un nuevo acido
graso sin catalogar. Otras veces el sistema es incapaz de discernir
entre dos FAMEs distintos, por tener tiempos de retencion muy
proximos entre si, de modo que la posible desviacion del valor tedrico
del ECL de ambos se solapa, en estos casos el sistema lo reconoce
como summed feature. A veces es posible identificar tentativamente
de qué acido graso se trata (Da Costa y col., 2011). Por ejemplo, en el
perfil de FAMEs de Meiothermus spp., uno de los picos fue
catalogado como summed feature, que corresponde al 15:0 iso 20H y
al 16:1 w7¢c. Como el microorganismo posee otros acidos grasos 20H,
pero no acidos grasos de cadena simple monoinsaturados, es muy
probable que el summed feature corresponda solo al acido graso 15:0
iso 20H (Nobre y col., 1996).

Ademas del cromatrograma, y el perfil de acidos grasos donde
se detalla qué tipo de FAMEs han sido detectados y en qué proporcion
relativa, el sistema comercial Sherlock Microbial Identification
System, proporciona un Indice de Similitud (SI) de la identificacion
realizada con respecto a su base de datos. El SI es un valor numérico
que expresa como de relacionada estd una composicion de acidos
grasos de una cepa determinada con respecto a otra de la base de datos
del sistema. Es un calculo de distancias, en un espacio
multidimensional, entre el perfil de la cepa a estudiar y el perfil de la
libreria mas cercanamente relacionada. EL SI asume que las especies
de microorganismos tiene una distribucion Gaussiana y que la media
de la poblacion en una serie de rasgos, en este caso composicion de
acidos grasos, caracteriza el grupo. Una determinada cepa que
presente exactamente el mismo perfil que la media tendra un SI de
1,000, y a medida que vaya variando en la composicién de acidos
grasos y/o en la cantidad relativa de éstos, el SI ird decreciendo.
Muestras con un SI de 0,500 o superior con una distancia de 0,100
entre la primera identificacion y la segunda son consideradas buenas
identificaciones. Si el SI estd entre 0,300 y 0,500 y existe una buena
separacion entre la primera identificacion y la segunda (mayor a
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0,100), se considera que es una buena identificacion pero puede
tratarse de una cepa atipica. Valores inferiores a 0,300 sugieren que la
cepa estudiada no se encuentra en la libreria, pero el programa
indicara la especie mas cercanamente relacionada (MIDI, 2008).

El anélisis de la composicion de acidos grasos es una técnica
ampliamente utilizada en taxonomia de procariotas como parametro
quimiotaxonémico, junto con la composicion de lipidos polares y el
analisis de quinonas respiratorias para distinguir especies
cercanamente relacionadas y para la descripcion de nuevos taxones
(Tindall y col., 2010). Otra de las aplicaciones de esta técnica es su
utilizacion para el estudio de comunidades microbianas o
microorganismos no cultivables (Quezada y col., 2007). También
resulta una herramienta facil y econdmica para la identificacion de
microorganismos, aunque en este caso el factor limitante es la base de
datos disponible, y ademas, para llegar a una correcta identificacion
deben cultivarse los microorganismos en las mismas condiciones que
las utilizadas para obtener esta base de datos.

El poder de resolucion del analisis de la composicion de
acidos grasos depende del género estudiado. En algunos casos,
permite la clasificacion de microorganismos a nivel de especie, como
en el caso de Legionella spp., lo cual es importante ya que este género
posee otros rasgos fenotipicos que no permite discernir entre especies
cercanamente relacionadas (Diogo y col., 1999). En otros casos, ha
sido descrito que esta técnica es capaz de discernir a nivel de cepa,
como en el caso de Pseudomonas cepacia (Mukwaya y col., 1989).
Sin embargo, algunos autores defienden que diferentes estudios
numéricos sobre la resolucion de FAME para la discriminacion de
especies indican que el perfil de FAME no puede ser utilizado para
discriminar todas la especies de otras (Slabbinck y col., 2010).
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OBJETIVOS

La financiacion del presente proyecto de Tesis Doctoral ha

sido posible gracias al proyecto que lleva por titulo European
Consortium of Microbial Resource Centres — EMbaRC (FP7-
228310), vigente desde el 1 de febrero de 2009 al 30 de
septiembre de 2012.

Ademas, el diseno del trabajo ha mantenido una estrecha

relacion bidireccional con las funciones y servicios que presta la

CECT.

En concreto los objetivos propuestos han sido:

1.

Analizar la adecuacion de la técnica de andlisis de
perfiles proteicos MALDI-TOF MS como técnica de
autentificacion de cepas dentro de una Coleccion de
Cultivos, para las cepas depositadas en la CECT
pertenecientes al género Lactobacillus, a la familia
Leuconostocaceae (Leuconostoc, Fructobacillus,
Oenococcus 'y Weissella), al grupo de otras Bacterias
Lacticas (Carnobacterium, Lactococcus,
Pediococcus), al género Pseudomonas, a la familia
Vibrionaceae, al género Aeromonas, a un grupo de
cepas pertenecientes a la familia Rhodobacteraceae y
a un grupo de cepas perteneciente al filo
Bacteroidetes.

Analizar la adecuacion de la técnica de andlisis de
acidos grasos MIDI como técnica de autentificacion
de cepas dentro de una Coleccion de Cultivos, para
las cepas depositadas en la CECT pertenecientes al
género Pseudomonas, al género Vibrio, al género
Aeromonas, a un grupo de cepas pertenecientes a la

47



Objetivos

familia Rhodobacteraceae y a un grupo de cepas
perteneciente al filo Bacteroidetes.
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MATERIAL Y METODOS

1. Material biologico: Cepas bacterianas

Las cepas utilizadas en el presente trabajo son cepas de
referencia procedentes de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo
(CECT) (Tabla 2). La eleccion de cepas utilizadas en la presente tesis
doctoral en el analisis mediante MALDI-TOF MS obedece por un
lado a los objetivos del proyecto EMbaRC, ya que una de las tareas de
dicho proyecto consisti6 en el analisis de cepas de la familia
Leuconostocaceae y de los géneros Acetobacter, Carnobacterium,
Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus, Propionibacterium y
Pseudomonas, y por otro lado al interés particular de la CECT en el
analisis de cepas pertenecientes al filo Bacteroidetes, a las familias
Rhodobacteraceae 'y Vibrionaceae, y al género Aeromonas. La
eleccion de cepas utilizadas en la presente tesis doctoral en el analisis
mediante GC-FAME obedece al interés particular de la CECT en las
cepas estudiadas.

Las distintas metodologias aplicadas se realizaron empleando
los cultivos activos obtenidos tras la apertura del liofilo
correspondiente en el medio y temperatura recomendados por la
CECT (www.cect.org).

La composicion de los medios de cultivo utilizados en este
trabajo se detalla en el Anexo.

Tabla 2. Cepas de referencia utilizadas en el estudio. 'Cepas analizadas
mediante MALDI-TOF MS. *Cepas analizadas mediante anélisis de acidos
grasos (GC FAME).

Especie Cepa

Filo Firmicutes
Carnobacterium alterfunditum’ CECT 5892"
Carnobacterium divergens’ CECT 4016"
Carnobacterium funditum” CECT 5893"
Carnobacterium gallinarum’ CECT 5958'
Carnobacterium mobile’ CECT 5959"
Carnobacterium viridans' CECT 5758'
Fructobacillus durionis’ CECT 7089"
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Especie Cepa
Fructobacillus ficulneus’ CECT 5747"
Fructobacillus fructosus’ CECT 7088"
Fructobacillus pseudoficulneus’ CECT 5759'
Lactobacillus acetotolerans’ CECT 4019"
Lactobacillus acidophilus” CECT 903"
Lactobacillus acidophilus’ CECT 362
Lactobacillus acidophilus’ CECT 4179
Lactobacillus agilis” CECT 4131"
Lactobacillus alimentarius’ CECT 570"
Lactobacillus amylophilus” CECT 4133"
Lactobacillus amylovorus” CECT 4132"
Lactobacillus animalis’ CECT 4060"
Lactobacillus aquaticus’ CECT 7355"
Lactobacillus bobalius’ CECT 7310"
Lactobacillus brevis’ CECT 4121"
Lactobacillus brevis’ CECT 216
Lactobacillus brevis’ CECT 4669
Lactobacillus brevis’ CECT 5172
Lactobacillus brevis’ CECT 5354
Lactobacillus brevis’ CECT 5918
Lactobacillus buchneri’™ CECT 4111"
Lactobacillus casei’ CECT 4180
Lactobacillus casei’ CECT 5276
Lactobacillus casei’ CECT 475"
Lactobacillus catenaformisy CECT 4140"
Lactobacillus ceti’ CECT 7185'
Lactobacillus collinoides’™ CECT 922"
Lactobacillus coryniformis ' CECT 982"
Lactobacillus coryniformis subsp. torquens’ CECT 4129"
Lactobacillus crispatus’ CECT 4840"
Lactobacillus curvatus’ CECT 904 '
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus' CECT 4005"
Lactobacillus delbrueckii’ CECT 4684
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus’ CECT 5035
Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii’ CECT 286"
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis’ CECT 282
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis’ CECT 287
Lactobacillus dextrinicus’ CECT 4791"
Lactobacillus farciminis’ CECT 571"
Lactobacillus fermentum’ CECT 562
Lactobacillus fermentum’ CECT 285
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Especie Cepa
Lactobacillus fermentum’ CECT 4007"
Lactobacillus fructivorans’ CECT 4785'
Lactobacillus gasseri’ CECT 4479"
Lactobacillus graminis’ CECT 4017"
Lactobacillus helveticus’ CECT 800
Lactobacillus helveticus’ CECT 403
Lactobacillus helveticus’ CECT 4305'
Lactobacillus hilgardii’ CECT 4786"
Lactobacillus homohiochii’ CECT 983
Lactobacillus homohiochii’ CECT 4136"
Lactobacillus jensenii’ CECT 4306'
Lactobacillus johnsonii’ CECT 289
Lactobacillus kefiranofaciens’ CECT 5954'
Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefirgranum’ | CECT 5919"
Lactobacillus lindneri’ CECT 5957"
Lactobacillus malefermentans’™ CECT 5928'
Lactobacillus malefermentans’ CECT 5956
Lactobacillus malefermentans’ CECT 7875
Lactobacillus mali’ CECT 4149
Lactobacillus murinus’ CECT 4135'
Lactobacillus nagelii’ CECT 5983"
Lactobacillus oeni’ CECT 7334'
Lactobacillus oris’ CECT 4021"
Lactobacillus parabuchneri’ CECT 5740"
Lactobacillus paracasei’ CECT 4022"
Lactobacillus paracasei’ CECT 277
Lactobacillus paracasei’ CECT 981
Lactobacillus paracasei’ CECT 4583
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans’ CECT 4175"
Lactobacillus paraplantarum” CECT 5787
Lactobacillus paraplantarum’ CECT 5783
Lactobacillus pentosus’ CECT 4023"
Lactobacillus perolens’ CECT 5955'
Lactobacillus plantarum’ CECT 748"
Lactobacillus plantarum’ CECT 220
Lactobacillus plantarum’ CECT 749
Lactobacillus plantarum'™ CECT 4528
Lactobacillus rennini’ CECT 5923
Lactobacillus rennini’ CECT 5922"
Lactobacillus reuteri’ CECT 925"
Lactobacillus rhamnosus’ CECT 278"
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Especie Cepa

Lactobacillus rhamnosus’ CECT 288
Lactobacillus ruminis’ CECT 4061"
Lactobacillus ruminis’ CECT 7785"
Lactobacillus sakei’ CECT 906"
Lactobacillus sakei’ CECT 4591
Lactobacillus sakei’ CECT 5926
Lactobacillus sakei subsp. carnosus’ CECT 5766"
Lactobacillus salivarius’ CECT 4063"
Lactobacillus salivarius’ CECT 4062
Lactobacillus sp.” CECT 5927
Lactobacillus suebicus’ CECT 5917"
Lactobacillus tucceti’ CECT 5920"
Lactobacillus uvarum’ CECT 7335"
Lactobacillus vaccinostercus’ CECT 5925"
Lactobacillus vaginalis’ CECT 4089"
Lactobacillus versmoldensis’ CECT 5773"
Lactobacillus vini’ CECT 5924'
Lactococcus garvieae CECT 4531"
Lactococcus lactis’ CECT 185"
Lactococcus lactis subsp. cremoris’ CECT 7100"
Lactococcus piscium’ CECT 4493"
Lactococcus raffinolactis’ CECT 988"
Leuconostoc carnosum’ CECT 4024"
Leuconostoc citreum’ CECT 4025"
Leuconostoc fallax’ CECT 7087"
Leuconostoc gasicomitatum’ CECT 5767"
Leuconostoc gelidum’ CECT 4026"
Leuconostoc inhae’ CECT 7026"
Leuconostoc lactis’ CECT 4173"
Leuconostoc mesenteroides’ CECT 219"
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris’ CECT 872"
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum’ CECT 912"
Leuconostoc pseudomesenteroides’ CECT 4027"
Oenococcus oeni’ CECT 217"
Pediococcus acidilactici’ CECT 5765"
Pediococcus claussenii’ CECT 7027"
Pediococcus damnosus” CECT 793"
Pediococcus parvulus’ CECT 7350"
Pediococcus pentosaceus’ CECT 4695"
Staphylococcus epidermis’ CECT 231"
Weissella cibaria’ CECT 7032"
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Especie Cepa

Weissella confusa’ CECT 4707"
Weissella halotolerans” CECT 573"

Weissella hellenica’ CECT 7033"
Weissella kandleri’ CECT 4307"
Weissella minor’ CECT 572"

Weissella paramesenteroides’ CECT 4268"
Weissella soli’ CECT 7031"
Weissella thailandensis’ CECT 7052"
Weissella viridescens' CECT 283"

Clase Alphaproteobacteria

Acetobacter aceti’ CECT 298"

Acetobacter oeni’ CECT 5830"
Actibacterium mucosus'* CECT 7668"
Antarctobacter heliothermus’ CECT 7783"
Jannaschia donghaensis'* CECT 7802"
Jannaschia rubra’* CECT 5088"
Jannaschia seosinensis’ CECT 7799"
Maribius pelagius’ CECT 7801"
Maribius salinus™ CECT 7800"
Marinovum algicola " CECT 5396"
Nautella italica” CECT 7645"
Oceanicola batsensis'* CECT 7860"
Oceanicola granulosus' CECT 7859"
Oceanicola marinus' CECT 77517
Oceanicola nanhaiensis'* CECT 7831"
Oceanicola pacificus’ CECT 7832"
Oceanicola sp.” CECT 7852"
Palleronia marisminoris” CECT 7066"
Phaeobacter daeponensis’ CECT 7309"
Phaeobacter gallaeciensis'* CECT 7277"
Phaeobacter inhibens'* CECT 72517
Phaeobacter sp.”" CECT 7735

Phaeomarinomonas litorea’” CECT 7639"
Phaeomarinomonas mediterranea’” CECT 7615"
Phaeomarinomonas mediterranea’* CECT 5090

Phaeomarinomonas mediterranea’* CECT 7616

Phaeomarinomonas mediterranea’* CECT 7637

Phaeomarinomonas mediterranea’* CECT 7638

Ponticoccus litoralis™ CECT 7786"
Pseudoruegeria aquimaris’ CECT 7680"
Roseobacter denitrificans’ CECT 5011"
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oseobacter litoralis

Especie Cepa
R CECT 5395

Roseovarius aestuarii’* CECT 7745"
Roseovarius crassostreae’ CECT 7676"
Roseovarius halotolerans' CECT 8110"
Roseovarius litoralis’™ CECT 7450"
Roseovarius marinus'* CECT 7971"
Roseovarius mucosus'* CECT 7973"
Roseovarius nubinhibens’ CECT 7750"
Roseovarius tolerans' CECT 7738"
Ruegeria atlantica’ CECT 42927
Ruegeria lacuscaerulensis'” CECT 5319"
Ruegeria pomeyori’ CECT 7647"
Sagittula stellata’™ CECT 7782"
Shimia marina™ CECT 7688"
Thalassobacter stenotrophicus’ CECT 5294"
Thalassobius sp.” CECT 5113
Tropicibacter multivorans' CECT 7557"
Tropicibacter naphtalenivorans' CECT 7648"
Tropicibacter sp.’ CECT 7637
Clase Gammaproteobacteria
Aeromonas allosaccharophila’™ CECT 4220
Aeromonas allosaccharophila’™ CECT 4911
Aeromonas aquariorum’ CECT 7289"
Aeromonas bestiarum'® CECT 4227"
Aeromonas bestiarum' CECT 5219
Aeromonas bestiarum' CECT 7451
Aeromonas bivalvium'™ CECT 7112
Aeromonas bivalvium'™ CECT 7113"
Aeromonas caviae' CECT 838"
Aeromonas caviae' CECT 4226
Aeromonas diversa’” CECT 4254"
Aeromonas encheleia’™ CECT 43427
Aeromonas encheleia’ CECT 4985
Aeromonas encheleia’ CECT 5027
Aeromonas enteropelogenes’ CECT 4487"
Aeromonas enteropelogenes’ CECT 4255
Aeromonas enteropelogenes'” CECT 4935
Aeromonas enteropelogenes'” CECT 4937
Aeromonas eucrenophila’™ CECT 4224"
Aeromonas eucrenophila’™ CECT 4827
Aeromonas eucrenophila” CECT 4855
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Especie Cepa

Aeromonas fluvialis'™ CECT 7401"
Aeromonas hydrophila® CECT 398
Aeromonas hydrophila® CECT 4330
Aeromonas hydrophilaj CECT 839"
Aeromonas hydrophila subsp. anaerogenestf CECT 4221"
Aeromonas hydrophila subsp. anaerogenestf CECT 4588
Aeromonas hydrophila subsp. dhakensis'* CECT 5744"
Aeromonas hydrophila subsp. dhakensis'* CECT 5743
Aeromonas hydrophila subsp. dhakensis'* CECT 5745
Aeromonas ichthiosmia* CECT 4486"
Aeromonas jandaei” CECT 4228'
Aeromonas jandaei” CECT 4229
Aeromonas jandeai” CECT 4231
Aeromonas jandeai” CECT 4335
Aeromonas media’® CECT 4232'
Aeromonas molluscorum'” CECT 5864'
Aeromonas molluscorum’ CECT 5865
Aeromonas molluscorum’ CECT 5868
Aeromonas piscicola™ CECT 7443"
Aeromonas piscicola™ CECT 7444
Aeromonas popoﬁ‘iiﬁ CECT 5176"
Aeromonas popoﬁ‘iiﬁ CECT 4995
Aeromonas popoffii” CECT 5250
Aeromonas salmonicida subsp. achromogenes’ CECT 895"
Aeromonas salmonicida subsp. achromogenes’ CECT 4238
Aeromonas salmonicida subsp. achromogenes’ CECT 4239
Aeromonas salmonicida subsp. masoucida'* CECT 896"
Aeromonas salmonicida subsp. pectinolytica’ CECT 5752"
Aeromonas salmonicida subsp. pectinolytica’ CECT 5753
Aeromonas salmonicida subsp. smithia™ CECT 5179"
Aeromonas salmonicida’® CECT 894"
Aeromonas salmonicida’® CECT 5209
Aeromonas schubertii” CECT 4240"
Aeromonas schubertii” CECT 4241
Aeromonas schubertii” CECT 4934
Aeromonas sobria’ CECT 4245'
Aeromonas sobria’ CECT 4835
Aeromonas tecta” CECT 7082"
Aeromonas tecta’” CECT 7080
Aeromonas tecta’” CECT 7081
Aeromonas tecta’” CECT 7083
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Especie Cepa
Aeromonas tecta’ CECT 7084
Aeromonas veronii'* CECT 4257'
Aeromonas veronii’ CECT 4199
Aeromonas veronii’® CECT 4819
Aeromonas veronii'® CECT 4910
Aeromonas veronii'® CECT 5761
Aeromonas veronii'® CECT 7060
Aliivibrio finisterrensis'* CECT 7228"
Aliivibrio fischeri’ CECT 524"
Aliivibrio logei'” CECT 5009"
Enterovibrio calviensis'* CECT 7414'
Enterovibrio coralii'” CECT 7249'
Enterovibrio nigricans” CECT 7320"
Enterovibrio norvegicus'* CECT 7288"
Grimontia hollisae” CECT 5069"
Haliea mediterranea’ CECT 7447"
Halomonas marroquensis* CECT 7698"
Marinomonas alcarazii’ CECT 7730"
Marinomonas aquaplantarum’ CECT 7731"
Marinomonas foliarum’ CECT 7732'
Marinomonas mediterranea’ CECT 4803"
Photobacterium angustum’ CECT 5690"
Photobacterium aphoticum’ CECT 7614"
Photobacterium damselae’™ CECT 626"
Photobacterium ganghwense'” CECT 7641'
Photobacterium halotolerans™ CECT 5860"
Photobacterium leiognathi’ CECT 4191'
Photobacterium lutimaris'* CECT 7642"
Photobacterium phosphoreum’ CECT 4192"
Photobacterium rosenbergii” CECT 7644"
Photobacterium sp.”” CECT 7580
Photobacterium swingsii' CECT 7576"
Pseudomonas aeruginosa’” CECT 110"
Pseudomonas aeruginosa’ CECT 4407
Pseudomonas agarici' CECT 4467"
Pseudomonas alcaligenes’ CECT 929"
Pseudomonas alcaligenes’ CECT 7784"
Pseudomonas anguilliseptica’ CECT 899"
Pseudomonas argentinensis’® CECT 7010"
Pseudomonas asplenii’ CECT 4468"
Pseudomonas caeni’ CECT 7778'
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Especie Cepa
Pseudomonas baetica’ CECT 7720"
Pseudomonas baetica’ CECT 7721
Pseudomonas chlororaphis’ CECT 4470"
Pseudomonas cichorii’” CECT 4471"
Pseudomonas corrugata"' CECT 124"
Pseudomonas fluorescens’™ CECT 378"
Pseudomonas fragi'* CECT 446"
Pseudomonas guineae’ CECT 7231'
Pseudomonas halophila’ CECT 5286"
Pseudomonas litoralis™ CECT 7670"
Pseudomonas litoralis” CECT 7669
Pseudomonas lutea'” CECT 5822"
Pseudomonas marginalis’™ CECT 229"
Pseudomonas mendocina” CECT 320"
Pseudomonas oleovorans' CECT 4079"
Pseudomonas pelagia’ CECT 7689"
Pseudomonas pertucinogena'” CECT 7776'
Pseudomonas pseudoalcaligenes’ CECT 318"
Pseudomonas putida” CECT 324"
Pseudomonas rhizosphaerae’ CECT 5726"
Pseudomonas sabulinigri” CECT 7679"
Pseudomonas simiae’ CECT 7078"
Pseudomonas stutzeri'” CECT 930"
Pseudomonas syringae'” CECT 4429'
Pseudomonas tolaasii" CECT 4472'
Pseudomonas viridiflava' CECT 458"
Salinivibrio costicola’ CECT 4059"
Serratia marcescens CECT 846"
Shewanella sp.”* CECT 5130
Shigella dysenteriae’ CECT 584"
Stenotrophomonas maltophilia’* CECT 115"
Vibrio aerogenes’” CECT 7868"
Vibrio aestivus'* CECT 7558'
Vibrio aestivus'* CECT 7559
Vibrio agarivorans” CECT 5085"
Vibrio alginolyticus' CECT 5217
Vibrio anguillarum’ CECT 522"
Vibrio artabrorum™ CECT 7226"
Vibrio atlanticus' CECT 7223"
Vibrio breoganii’® CECT 7222'
Vibrio campbellii’ CECT 523"
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Especie Cepa

Vibrio celticus'™ CECT 7224'
Vibrio cholerae’ CECT 514"
Vibrio cincinnatiensis'* CECT 4216'
Vibrio diazotrophicus™ CECT 627"
Vibrio fluvialis” CECT 4217"
Vibrio furnissii’ CECT 4203"
Vibrio gallaecicus’™ CECT 7244"
Vibrio gazogenes’ CECT 5068"
Vibrio harveyi’™ CECT 525"
Vibrio ichthyoenteri'” CECT 5675'
Vibrio inhibens” CECT 7692"
Vibrio lentus' CECT 5110"
Vibrio mangrovi” CECT 7927"
Vibrio marisflavi™ CECT 7928"
Vibrio mediterranei” CECT 621"
Vibrio mediterranei” CECT 623
Vibrio mediterranei’ CECT 7870
Vibrio mimicus'* CECT 4218"
Vibrio mytili’* CECT 632"
Vibrio natriegens'” CECT 526"
Vibrio nereis” CECT 595"
Vibrio nigripulchritudo™ CECT 628"
Vibrio ordalii” CECT 582"
Vibrio orientalis’™ CECT 629"
Vibrio ostreicida’® CECT 7398
Vibrio ostreicida’® CECT 7399
Vibrio parahaemolyticus'* CECT 511"
Vibrio pelagius' CECT 4202"
Vibrio ponticus’™ CECT 5869"
Vibrio quintilis™ CECT 7734"
Vibrio rhizosphaerae’” CECT 7877"
Vibrio ruber” CECT 7878"
Vibrio scophthalmi'* CECT 4638"
Vibrio sinaloensis’™ CECT 7298"
Vibrio splendidus’ CECT 528"
Vibrio stylophorae™ CECT 7929"
Vibrio tapetis’ CECT 4600"
Vibrio tubiashii" CECT 4196"
Vibrio vulnificus” CECT 529"
Vibrio vulnificus” CECT 4608
Vibrio vulnificus' CECT 5763
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Especie Cepa
Filo Bacteroidetes
Cyclobacterium sp. CECT 7706
Cyclobacterium sp.” CECT 7709
Cytophaga fermentans'* CECT 7602"
Euzebyella saccharophila CECT 7477"
Marinifilum flexuosus” CECT 7448"
Marinifilum fragile'” CECT 7942"
Mesonia algae'” CECT 7520"
Pontibacter sp.” CECT 7705
Pontibacter sp.” CECT 7711
Pontibacter sp.”* CECT 7713
Winogradskyella arenosi’ CECT 7958"
Winogradskyella echinorum’ CECT 7944"
Winogradskyella epiphytica CECT 7945"
Winogradskyella eximia™ CECT 7946'
Winogradskyella lutea” CECT 7947"
Winogradskyella pacifica’ CECT 7948'
Winogradskyella rapida’ CECT 7392'
Winogradskyella sp.” CECT 7476
Winogradskyella thalassocola” CECT 7943"

2. MALDI-TOF MS

La preparacion de la muestra para el analisis de proteinas por
espectrometria de masas (MALDI-TOF MS) se realizo en la CECT
siguiendo el protocolo de extraccion etanol/acido formico
recomendado por Bruker Daltonics (http:/www.bdal.de), donde
aproximadamente entre 5 y 10 mg de biomasa de cada cepa se
resuspendio en 300 pl de agua y se mezcld con 900 ul de etanol
absoluto. La mezcla se centrifugd a maxima velocidad durante 2
minutos y se eliminé el sobrenadante. El pellet fue resuspendido en 50
pl de acido formico al 70%. La suspension se mezclod cuidadosamente
con acetonitrilo y se centrifugd de nuevo a maxima velocidad durante
2 minutos. Inmediatamente después de la centrifugacion, se extrajo el
sobrenadante, se depositd en la placa de acero inoxidable en alicuotas
de 1 ul y tras su secado se depositd 2 Ul de matriz (solucion saturada
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de acido a-HCCA (0-ciano-4-hidroxicindmico) en una solucion de
50% Acetonitrilo/2,5% trifluoracético).

MALDI-TOF MS se llevo a cabo usando un espectrometro de
masas Reflex IV (Bruker Daltonics) equipado con un laser de N,.
Todos los espectros fueron obtenidos en modo ion lineal positivo. El
voltaje de aceleracion fue 20 kV. Los espectros se obtuvieron como la
suma de 240 disparos por diana, haciendo dos adquisiciones por spot y
preparando ocho spots por cada cepa. El rango de masa utilizado para
el analisis fue de 2.000-20.000 Da.

Como calibrante se utilizo la cepa E. coli CECT 7619 (=DSM
498 =ATCC 23716 =IMG 1711; K-12 wildtype) cuyas proteinas
ribosomales se muestran en la tabla 3.

La sustraccion de la linea base, el arreglo (smoothing) del
espectro y el etiquetado de la masa de los picos se realiz6 mediante el
programa Flexanalisis (Bruker) por la Unidad de Protedmica del
Servicio Central de Soporte a la Investigacién Experimental (SCSIE).
Los espectros con una intensidad maxima de 2.000 o menos fueron
eliminados.

Proteina ribosomal m/z (Da) \

RL36 4364,33
RS32 5095,82
RS34 5380,39
RS33m 6254,39
RL32 6315,19
RL30 6410,60
RL35 7157,74
RL29 7273,45
RS21 8368,76
RS15 10137,57
RS19 10299,09

Tabla 3: Proteinas ribosomales de la cepa E. coli CECT 7619 (=DSM 498
=ATCC 23716 =IMG 1711; K-12 wildtype) utilizadas como calibrante.

Para el analisis de los datos se utilizaron ademas de los
espectros adquiridos en la CECT, espectros de cepas de referencia de
la DSMZ adquiridos en la DSMZ, espectros de cepas de referencia de
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la CIP adquiridos en la CIP y en la DSMZ, y espectros de cepas de
referencia de la LMG adquiridos en la DSMZ, obtenidos gracias al

proyecto EMbaRC (tabla 4).

Los espectros se obtuvieron mediante un espectrometro de

masas Microflex L20 (Bruker Daltonics) en el caso de la DSMZ y un

Autoflex speed (Bruker Daltonics) en el caso de la CIP. La
preparacion de la muestra y el método de adquisicion de los espectros
se realiz6 de la misma forma que en la CECT, excepto la suma de
disparos por diana que en el caso de la DSMZ y CIP se realizaron 250.

Tabla 4. Cepas de referencia de la DSMZ, CIP y LMG cuyos espectros
fueron utilizados para el anélisis de datos de MALDI-TOF MS.

Especie

Filo Firmicutes

Cepa

Carnobacterium alterfunditum DSM 5972"
Carnobacterium alterfunditum DSM 5973
Carnobacterium divergens DSM 20623"
Carnobacterium divergens DSM 20589
Carnobacterium divergens DSM 20625
Carnobacterium funditum DSM 5970
Carnobacterium funditum DSM 5971
Carnobacterium gallinarum DSM 4847
Carnobacterium maltaromaticum DSM 20342
Carnobacterium maltaromaticum DSM 20344
Carnobacterium maltaromaticum DSM 20590
Carnobacterium maltaromaticum DSM 20624
Carnobacterium maltaromaticum DSM 20722
Carnobacterium maltaromaticum DSM 20730
Carnobacterium mobile DSM 4848"
Carnobacterium mobile DSM 4849
Carnobacterium pleistocenium DSM 17715"
Carnobacterium viridans DSM 14451"
Fructobacillus durionis CIP 108761"
Fructobacillus durionis DSM 19113"
Fructobacillus ficulneus CIP 107593"
Fructobacillus ficulneus DSM 13613
Fructobacillus fructosus DSM 20349"
Fructobacillus pseudoficulneus CIP 109309"
Fructobacillus pseudoficulneus DSM 15468"

Lactobacillus acetotolerans

CIP 103180"
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Especie Cepa

Lactobacillus acetotolerans DSM 20749"
Lactobacillus acetotolerans LMG 10751"
Lactobacillus acidifarinae CIP 108702"
Lactobacillus acidifarinae DSM 19394
Lactobacillus acidifarinae LMG 22200"
Lactobacillus acidipiscis DSM 15353
Lactobacillus acidipiscis DSM 15836"
Lactobacillus acidipiscis LMG 19820"
Lactobacillus acidophilus CIP 76.13"
Lactobacillus acidophilus CIP 103595
Lactobacillus acidophilus CIP 103597
Lactobacillus acidophilus DSM 20079"
Lactobacillus acidophilus DSM 20242
Lactobacillus acidophilus DSM 9126
Lactobacillus acidophilus LMG 9433"
Lactobacillus agilis CIP 101264"
Lactobacillus agilis DSM 20509"
Lactobacillus agilis LMG 9186"
Lactobacillus algidus DSM 15638"
Lactobacillus algidus LMG 19872"
Lactobacillus alimentarius DSM 20181
Lactobacillus alimentarius DSM 20249"
Lactobacillus alimentarius LMG 9187"
Lactobacillus alimentarius CIP 102986"
Lactobacillus alimentarius CIP 105163
Lactobacillus amylolyticus DSM 11664"
Lactobacillus amylolyticus LMG 18796"
Lactobacillus amylophilus CIP 102988"
Lactobacillus amylophilus DSM 20533"
Lactobacillus amylophilus LMG 6900"
Lactobacillus amylotrophicus DSM 20534
Lactobacillus amylotrophicus LMG 11400"
Lactobacillus amylovorus CIP 109151
Lactobacillus amylovorus DSM 16698
Lactobacillus amylovorus DSM 20531"
Lactobacillus amylovorus LMG 9496"
Lactobacillus animalis CIP 103152"
Lactobacillus animalis DSM 20602"
Lactobacillus animalis LMG 9843"
Lactobacillus apodemi CIP 108913"
Lactobacillus apodemi DSM 16634
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Especie Cepa

Lactobacillus aquaticus DSM 21051"
Lactobacillus aviarius CIP 103144"
Lactobacillus aviarius DSM 20655"
Lactobacillus aviarius LMG 10753"
Lactobacillus aviarius subsp. araffinosus CIP 103145"
Lactobacillus aviarius subsp. araffinosus DSM 20653"
Lactobacillus aviarius subsp. araffinosus LMG 23560"
Lactobacillus bifermentans DSM 20003"
Lactobacillus bifermentans LMG 9845"
Lactobacillus bobalius CIP 109926"
Lactobacillus bobalius DSM 19674
Lactobacillus brevis CIP 102806"
Lactobacillus brevis CIP 103474
Lactobacillus brevis CIP 105137
Lactobacillus brevis DSM 1267
Lactobacillus brevis DSM 1268
Lactobacillus brevis DSM 20054"
Lactobacillus brevis DSM 6235
Lactobacillus brevis LMG 6906"
Lactobacillus buchneri CIP 103023"
Lactobacillus buchneri DSM 20057"
Lactobacillus buchneri DSM 5987
Lactobacillus buchneri LMG 6892"
Lactobacillus cacaonum DSM 21116"
Lactobacillus cacaonum LMG 24285"
Lactobacillus camelliae CIP 109883"
Lactobacillus camelliae DSM 22697"
Lactobacillus capillatus DSM 19910
Lactobacillus casei CIP 103137"
Lactobacillus casei DSM 20011"
Lactobacillus casei LMG 6904"
Lactobacillus catenaformis CIP 104817"
Lactobacillus catenaformis DSM 20559"
Lactobacillus catenaformis LMG 23559"
Lactobacillus ceti CIP 109847"
Lactobacillus ceti DSM 22408"
Lactobacillus coleohominis CIP 106820"
Lactobacillus coleohominis DSM 22408"
Lactobacillus coleohominis LMG 215917
Lactobacillus collinoides CIP 103008"
Lactobacillus collinoides DSM 20515
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Lactobacillus collinoides LMG 9194"
Lactobacillus concavus DSM 17758"
Lactobacillus concavus LMG 22739"
Lactobacillus coryniformis CIP 103133"
Lactobacillus coryniformis DSM 20001"
Lactobacillus coryniformis LMG 9196"
Lactobacillus coryniformis subsp. torquens CIP 103134"
Lactobacillus coryniformis subsp. torquens DSM 20004"
Lactobacillus coryniformis subsp. torquens LMG 9197"
Lactobacillus crispatus CIP 102990"
Lactobacillus crispatus DSM 20584
Lactobacillus crispatus LMG 9479"
Lactobacillus curvatus CIP 102992"
Lactobacillus curvatus DSM 20019"
Lactobacillus curvatus LMG 9198"
Lactobacillus delbrueckii CIP 57.8"
Lactobacillus delbrueckii DSM 20074"
Lactobacillus delbrueckii LMG 6412"
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CIP 101027"
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20081"
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20080
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus LMG 6901"
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CIP 101028"
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CIP 53.61
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CIP 54.4
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DSM 20072"
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DSM 20355
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis LMG 7942"
Lactobacillus dextrinicus CIP 103407"
Lactobacillus dextrinicus DSM 20335"
Lactobacillus dextrinicus LMG 11485"
Lactobacillus diolivorans CIP 107499"
Lactobacillus diolivorans DSM 14421"
Lactobacillus diolivorans LMG 19667"
Lactobacillus equi DSM 15833"
Lactobacillus equi LMG 21748"
Lactobacillus equicursoris DSM 19284"
Lactobacillus equigenerosi CIP 109834"
Lactobacillus equigenerosi DSM 18793"
Lactobacillus fabifermentans DSM 21115"
Lactobacillus fabifermentans LMG 24284"
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Especie Cepa
Lactobacillus farciminis DSM 20184
Lactobacillus farciminis LMG 9200"

Lactobacillus farciminis

CIP 103136"

Lactobacillus farraginis

CIP 109567"

Lactobacillus farraginis DSM 18382
Lactobacillus farraginis LMG 24140"
Lactobacillus fermentum CIP 102980"
Lactobacillus fermentum CIP 53.163
Lactobacillus fermentum DSM 20052
Lactobacillus fermentum DSM 20055
Lactobacillus fermentum DSM 20391
Lactobacillus fermentum LMG 6902"
Lactobacillus fermentum CIP 102981
Lactobacillus fructivorans CIP 103042"
Lactobacillus fructivorans DSM 20203"
Lactobacillus fructivorans LMG 9201"
Lactobacillus frumenti CIP 106922"
Lactobacillus frumenti DSM 13145"
Lactobacillus frumenti LMG 19473"
Lactobacillus fucheunsis DSM 14340"
Lactobacillus fucheunsis DSM 14341
Lactobacillus fucheunsis DSM 14342
Lactobacillus fucheunsis LMG 21669"
Lactobacillus gallinarum CIP 103611"
Lactobacillus gallinarum DSM 10532"
Lactobacillus gallinarum LMG 9435"
Lactobacillus gasseri CIP 102991"
Lactobacillus gasseri CIP 103699
Lactobacillus gasseri DSM 20077
Lactobacillus gasseri DSM 20243"
Lactobacillus gasseri DSM 20243"
Lactobacillus gasseri LMG 9203"
Lactobacillus ghanensis CIP 109616"
Lactobacillus ghanensis DSM 18630"
Lactobacillus graminis CIP 105164"
Lactobacillus graminis DSM 20719"
Lactobacillus graminis DSM 20720
Lactobacillus graminis DSM 20721
Lactobacillus graminis LMG 9825"
Lactobacillus hammesii DSM 16381"
Lactobacillus hammesii DSM 16382
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Lactobacillus hammesii LMG 23074"
Lactobacillus hamsteri DSM 05661"
Lactobacillus hamsteri LMG 10754"
Lactobacillus harbinensis DSM 16991
Lactobacillus harbinensis LMG 24040"
Lactobacillus hayakitensis CIP 109885"
Lactobacillus hayakitensis DSM 18933"
Lactobacillus hayakitensis LMG 24490"
Lactobacillus helveticus CIP 103146"
Lactobacillus helveticus CIP 104343
Lactobacillus helveticus DSM 20075"
Lactobacillus helveticus LMG 6413"
Lactobacillus helveticus CIP 76.19
Lactobacillus hilgardii CIP 103007"
Lactobacillus hilgardii DSM 20176"
Lactobacillus hilgardii LMG 6895"
Lactobacillus homohiochii CIP 1031417
Lactobacillus homohiochii DSM 20351
Lactobacillus homohiochii DSM 20571"
Lactobacillus hordei CIP 109892"
Lactobacillus hordei DSM 19519"
Lactobacillus hordei LMG 24241"
Lactobacillus iatae DSM 21414
Lactobacillus iners CIP 105923"
Lactobacillus iners DSM 13335
Lactobacillus iners LMG 18914"
Lactobacillus ingluviei DSM 15946"
Lactobacillus ingluviei LMG 20380"
Lactobacillus intestinalis CIP 104793
Lactobacillus intestinalis DSM 6629
Lactobacillus intestinalis LMG 14196
Lactobacillus jensenii CIP 69.17"
Lactobacillus jensenii DSM 20557"
Lactobacillus jensenii LMG 6414"
Lactobacillus johnsonii CIP 103620"
Lactobacillus johnsonii DSM 10533"
Lactobacillus johnsonii LMG 9436"
Lactobacillus johnsonii CIP 103653
Lactobacillus kalixensis CIP 109909"
Lactobacillus kalixensis DSM 16043"
Lactobacillus kalixensis LMG 22115"
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Especie Cepa

Lactobacillus kefiranofaciens CIP 103307"
Lactobacillus kefiranofaciens DSM 05016"
Lactobacillus kefiranofaciens LMG 19149"
Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefirgranum | CIP 104241"
Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefirgranum |LMG 15132"
Lactobacillus kefiri DSM 20485

Lactobacillus kefiri DSM 20587"
Lactobacillus kefiri DSM 20588

Lactobacillus kefiri LMG 9480"

Lactobacillus kimchii CIP 107019"
Lactobacillus kimchii DSM 13961

Lactobacillus kimchii LMG 19822'
Lactobacillus kisonensis DSM 19906

Lactobacillus kitasatonis DSM 16761"
Lactobacillus kitasatonis LMG 23133"
Lactobacillus kunkeei DSM 12361"
Lactobacillus kunkeei LMG 18925"
Lactobacillus lindneri CIP 102983"
Lactobacillus lindneri DSM 20690"
Lactobacillus lindneri LMG 14528"
Lactobacillus malefermentans CIP 103367"
Lactobacillus malefermentans DSM 05705"
Lactobacillus malefermentans DSM 20177

Lactobacillus malefermentans LMG 11455"
Lactobacillus mali DSM 20483"

Lactobacillus mali

CIP 103143

Lactobacillus manihotivorans

CIP 105851"

Lactobacillus manihotivorans DSM 13343"
Lactobacillus manihotivorans LMG 18010"
Lactobacillus mindensis DSM 14500"
Lactobacillus mindensis LMG 219327
Lactobacillus mucosae CIP 106485"
Lactobacillus mucosae DSM 13345
Lactobacillus mucosae DSM 13346

Lactobacillus mucosae LMG 19534"
Lactobacillus murinus CIP 104818"
Lactobacillus murinus DSM 20452"
Lactobacillus murinus LMG 14189"
Lactobacillus nagelii CIP 107647"
Lactobacillus nagelii DSM 13675"
Lactobacillus nagelii LMG 21593"
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Lactobacillus namurensis

CIP 109498"

Lactobacillus namurensis DSM 19117"
Lactobacillus namurensis LMG 23583"
Lactobacillus nantensis DSM 19908"
Lactobacillus nodensis DSM 19682
Lactobacillus oeni CIP 110039"
Lactobacillus oeni DSM 19972"
Lactobacillus oligofermentans CIP 10991"
Lactobacillus oligofermentans DSM 15707"
Lactobacillus oligofermentans LMG 22743"
Lactobacillus oris CIP 105162"
Lactobacillus oris DSM 4864"
Lactobacillus oris LMG 9848"
Lactobacillus parabuchneri CIP 103368"
Lactobacillus parabuchneri DSM 05707"
Lactobacillus parabuchneri LMG 11457"
Lactobacillus paracasei DSM 20008
Lactobacillus paracasei LMG 9192"
Lactobacillus paracasei CIP 103918"
Lactobacillus paracasei CIP 107868
Lactobacillus paracasei DSM 20006
Lactobacillus paracasei DSM 20020
Lactobacillus paracasei DSM 20312
Lactobacillus paracasei DSM 46331
Lactobacillus paracasei DSM 4905
Lactobacillus paracasei DSM 5622"
Lactobacillus paracasei LMG 13087"
Lactobacillus paracasei LMG 9438
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans CIP 102994"
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans DSM 20258"
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans LMG 9191"
Lactobacillus paracollinoides CIP 108394"
Lactobacillus paracollinoides DSM 15502"
Lactobacillus paracollinoides DSM 20197
Lactobacillus paracollinoides LMG 22473"
Lactobacillus parafarraginis CIP 109568"
Lactobacillus parafarraginis DSM 18930"
Lactobacillus parafarraginis LMG 24141"
Lactobacillus parakefiri CIP 104242"
Lactobacillus parakefiri DSM 10551
Lactobacillus parakefiri LMG 15133"




Material y Métodos

Especie Cepa
Lactobacillus pentosus CIP 103156"
Lactobacillus pentosus DSM 20314"
Lactobacillus pentosus LMG 10755"
Lactobacillus perolens DSM 12744"
Lactobacillus perolens LMG 18936"
Lactobacillus plantarum CIP 103151"
Lactobacillus plantarum DSM 20174"
Lactobacillus plantarum DSM 20205
Lactobacillus plantarum CIP 71.39
Lactobacillus plantarum CIP A159
Lactobacillus plantarum LMG 6907"
Lactobacillus plantarum subsp. argentoratensis DSM 16365"
Lactobacillus plantarum subsp. argentoratensis LMG 9205"
Lactobacillus pontis DSM 08475"
Lactobacillus pontis LMG 14187"
Lactobacillus psittaci DSM 15354
Lactobacillus rapi DSM 19907"
Lactobacillus rennini CIP 109172"
Lactobacillus rennini DSM 20253"
Lactobacillus rennini DSM 20254
Lactobacillus reuteri CIP 101887"
Lactobacillus reuteri DSM 20016"
Lactobacillus reuteri LMG 13557"
Lactobacillus rhamnosus CIP A157"
Lactobacillus rhamnosus CIP 57.6
Lactobacillus rhamnosus DSM 20021
Lactobacillus rhamnosus DSM 20245
Lactobacillus rhamnosus DSM 20247
Lactobacillus rhamnosus LMG 6400"
Lactobacillus rimae DSM 15814
Lactobacillus rimae LMG 22972°
Lactobacillus ruminis CIP 103153"
Lactobacillus ruminis DSM 20403"
Lactobacillus ruminis LMG 10756"
Lactobacillus saerimneri DSM 16027
Lactobacillus saerimneri DSM 16049"
Lactobacillus saerimneri LMG 22087"
Lactobacillus sakei CIP 103139"
Lactobacillus sakei CIP 104494
Lactobacillus sakei DSM 20017"
Lactobacillus sakei DSM 20494
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Lactobacillus sakei LMG 9468
Lactobacillus sakei subsp. carnosus CIP 105422"
Lactobacillus sakei subsp. carnosus CIP 109872
Lactobacillus sakei subsp. carnosus DSM 15740
Lactobacillus sakei subsp. carnosus DSM 15831"
Lactobacillus sakei subsp. carnosus LMG 17302"
Lactobacillus sakei subsp. carnosus LMG 18295
Lactobacillus salivarus CIP 103140"
Lactobacillus salivarus DSM 20554"
Lactobacillus salivarus LMG 9477"
Lactobacillus salivarus LMG 9476

Lactobacillus salivarus subsp. salicinus

CIP 1031557

Lactobacillus sanfranciscensis

CIP 1032527

Lactobacillus sanfranciscensis CIP 102982
Lactobacillus sanfranciscensis DSM 20451"
Lactobacillus sanfranciscensis DSM 20663
Lactobacillus sanfranciscensis LMG 16002"
Lactobacillus secaliphilus DSM 17896"
Lactobacillus secaliphilus LMG 24164"
Lactobacillus senmaizukei CIP 109886"
Lactobacillus senmaizukei DSM 21775"
Lactobacillus sharpeae DSM 20505"
Lactobacillus sharpeae DSM 20504
Lactobacillus sharpeae DSM 20506
Lactobacillus sharpeae LMG 9214'
Lactobacillus siliginis DSM 22696"
Lactobacillus sp. CIP 102987
Lactobacillus sp. DSM 20182
Lactobacillus sp. DSM 6265
Lactobacillus sp. LMG 14527
Lactobacillus spicheri DSM 15429"
Lactobacillus spicheri LMG 21871"
Lactobacillus suebicus CIP 103411"
Lactobacillus suebicus DSM 05007"
Lactobacillus suebicus LMG 11408"
Lactobacillus taiwanensis DSM 21401"
Lactobacillus thailandensis DSM 22698"
Lactobacillus thermotolerans DSM 14792
Lactobacillus thermotolerans LMG 22056"
Lactobacillus tucceti DSM 20183"

Lactobacillus tucceti

CIP 110049"
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Especie Cepa
Lactobacillus ultunensis DSM 16047
Lactobacillus ultunensis LMG 22117"
Lactobacillus uvarum CIP 109959"
Lactobacillus uvarum DSM 19971"
Lactobacillus vaccinostercus CIP 102807"
Lactobacillus vaccinostercus DSM 20634
Lactobacillus vaccinostercus LMG 9215"
Lactobacillus vaginalis CIP 105932"
Lactobacillus vaginalis DSM 05837"
Lactobacillus vaginalis LMG 12891"
Lactobacillus versmoldensis CIP 107931"
Lactobacillus versmoldensis DSM 14857"
Lactobacillus versmoldensis LMG 21929"
Lactobacillus vini CIP 109261"
Lactobacillus vini DSM 20605"
Lactobacillus vini LMG 23202°
Lactobacillus vitulinus DSM 20405
Lactobacillus zeae DSM 20178"
Lactobacillus zeae LMG 17315"
Lactobacillus zymae CIP 108703"
Lactobacillus zymae DSM 19395"
Lactobacillus zymae LMG 22198"
Lactococcus garvieae DSM 20064
Lactococcus garvieae DSM 20684"
Lactococcus garvieae DSM 20685
Lactococcus lactis DSM 20250
Leuconostoc carnosum CIP 103319"
Leuconostoc carnosum DSM 5576"
Leuconostoc citreum CIP 103405
Leuconostoc citreum DSM 20188
Leuconostoc citreum DSM 5577"
Leuconostoc fallax CIP 104855"
Leuconostoc fallax DSM 10614
Leuconostoc fallax DSM 10615
Leuconostoc fallax DSM 20189"
Leuconostoc fructosus CIP 102985
Leuconostoc gasicomitatum DSM 15947"
Leuconostoc gelidum CIP 103318"
Leuconostoc gelidum DSM 5578"
Leuconostoc holzapfelii DSM 21478"

Leuconostoc inhae

CIP 108081
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Leuconostoc inhae DSM 15101"
Leuconostoc lactis CIP 102422"
Leuconostoc lactis CIP 103889
Leuconostoc lactis DSM 20202"
Leuconostoc lactis DSM 20192
Leuconostoc lactis DSM 8581
Leuconostoc lactis DSM 8582
Leuconostoc lactis DSM 8583
Leuconostoc mesenteroides CIP 102305"
Leuconostoc mesenteroides CIP 78.59
Leuconostoc mesenteroides DSM 20240
Leuconostoc mesenteroides DSM 20241
Leuconostoc mesenteroides DSM 20343"
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris CIP 103009"
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris DSM 20200
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris DSM 20346"
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum CIP 102423"
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum DSM 20187
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum DSM 20484
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum DSM 46216
Leuconostoc palmae DSM 21144"
Leuconostoc pseudomesenteroides CIP 103316"
Leuconostoc pseudomesenteroides CIP 103325
Leuconostoc pseudomesenteroides CIP 110051
Leuconostoc pseudomesenteroides DSM 20193"
Leuconostoc pseudomesenteroides DSM 5624
Leuconostoc pseudomesenteroides DSM 5625
Oenococcus kitaharae CIP 109430"
Oenococcus kitaharae DSM 17330"
Oenococcus oeni CIP 106144"
Oenococcus oeni DSM 10519
Oenococcus oeni DSM 20252"
Oenococcus oeni DSM 20255
Oenococcus oeni DSM 20257
Pediococcus claussenii DSM 14800"
Pediococcus damnosus DSM 20291
Pediococcus inopinatus DSM 20285
Pediococcus inopinatus DSM 20287
Pediococcus pentosaceus DSM 20280
Pediococcus pentosaceus DSM 20281
Pediococcus pentosaceus DSM 46292
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Especie Cepa

Pediococcus soyae DSM 20337
Pediococcus soyae DSM 20338
Pediococcus sp. DSM 1056
Pediococcus stilesii DSM 180017
Weissella cibaria CIP 107376"
Weissella cibaria CIP 108011
Weissella cibaria DSM 15878"
Weissella cibaria DSM 14295
Weissella confusa CIP 103172"
Weissella confusa DSM 20196"
Weissella ghanensis DSM 199357
Weissella halotolerans CIP 103005"
Weissella halotolerans DSM 20190"
Weissella hellenica DSM 7378"
Weissella kandleri CIP 102809"
Weissella kandleri DSM 20593"
Weissella koreensis DSM 15830"
Weissella minor CIP 102978"
Weissella minor DSM 200147
Weissella paramesenteroides DSM 20288"
Weissella paramesenteroides DSM 5623
Weissella paramesenteroides CIP 1024217
Weissella soli DSM 14420"
Weissella thailandensis DSM 15832"

Weissella thailandensis

CIP 1067517

Weissella viridescens

CIP 102810"

Weissella viridescens

DSM 20410"

Weissella viridescens

DSM 20248

Clase Alphaproteobacteria

Acetobacter aceti DSM 2002
Acetobacter cerevisiae DSM 14362
Acetobacter cibinongensis DSM 15549"
Acetobacter estunensis DSM 04493"
Acetobacter indonesiensis DSM 15552
Acetobacter lovaniensis DSM 044917
Acetobacter malorum DSM 143377
Acetobacter oeni DSM 23926"
Acetobacter orientalis DSM 15550"
Acetobacter orleanensis DSM 044927
Acetobacter pasteurianus DSM 3508"
Acetobacter pasteurianus DSM 2324
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Acetobacter pasteurianus DSM 2347
Acetobacter pasteurianus DSM 46617
Acetobacter pasteurianus DSM 46618
Acetobacter pasteurianus DSM 46619
Acetobacter pomorum DSM 11825"
Acetobacter senegalensis DSM 18889"
Acetobacter syzygii DSM 15548"
Acetobacter tropicalis DSM 15551

Clase Gammaproteobacteria

Pseudomonas abietaniphila DSM 17554"
Pseudomonas aeruginosa CIP 100720"
Pseudomonas aeruginosa CIP 103282
Pseudomonas aeruginosa CIP 103467
Pseudomonas aeruginosa CIP 103837
Pseudomonas aeruginosa CIP 104116
Pseudomonas aeruginosa CIP 104467
Pseudomonas aeruginosa CIP 105094
Pseudomonas aeruginosa CIP 105925
Pseudomonas aeruginosa CIP 59.33
Pseudomonas aeruginosa CIP 59.34
Pseudomonas aeruginosa CIP 59.35
Pseudomonas aeruginosa CIP 59.36
Pseudomonas aeruginosa CIP 59.37
Pseudomonas aeruginosa CIP 59.38
Pseudomonas aeruginosa CIP 59.39
Pseudomonas aeruginosa CIP 59.40
Pseudomonas aeruginosa CIP 59.41
Pseudomonas aeruginosa CIP 59.43
Pseudomonas aeruginosa CIP 59.44
Pseudomonas aeruginosa CIP 60.93
Pseudomonas aeruginosa CIP A22
Pseudomonas aeruginosa DSM 50071"
Pseudomonas aeruginosa DSM 1117
Pseudomonas aeruginosa DSM 1128
Pseudomonas aeruginosa DSM 1253
Pseudomonas aeruginosa DSM 1299
Pseudomonas aeruginosa DSM 1707
Pseudomonas aeruginosa DSM 3227
Pseudomonas aeruginosa DSM 46358
Pseudomonas aeruginosa DSM 50069
Pseudomonas aeruginosa DSM 50073
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Pseudomonas aeruginosa DSM 939
Pseudomonas agarici DSM 11810"
Pseudomonas alcaligenes DSM 50342"
Pseudomonas anguilliseptica DSM 12111"
Pseudomonas argentinensis DSM 17259"
Pseudomonas asplenii DSM 17133"
Pseudomonas asplenii DSM 50254
Pseudomonas atlantica DSM 6840
Pseudomonas avellanae DSM 11809"
Pseudomonas borbori DSM 17834
Pseudomonas boreopolis DSM 19620"
Pseudomonas brassicacearum DSM 13227"
Pseudomonas chlororaphis DSM 50083"
Pseudomonas chlororaphis subsp. aureofaciens DSM 6698"
Pseudomonas cichorii DSM 50259"
Pseudomonas congelans DSM 14939"
Pseudomonas corrugata DSM 7228"
Pseudomonas cremoricolorata DSM 17059"
Pseudomonas extremaustralis DSM 17835"
Pseudomonas ficuserectae DSM 6929"
Pseudomonas fluorescens DSM 50090"
Pseudomonas fluorescens DSM 50108
Pseudomonas fluorescens DSM 50415
Pseudomonas fluorescens DSM 50091
Pseudomonas fragi DSM 3456"
Pseudomonas fulva DSM 17717"
Pseudomonas fuscovaginae DSM 7231"
Pseudomonas graminis DSM 11363"
Pseudomonas halophila DSM 3050T
Pseudomonas lundensis DSM 6252"
Pseudomonas lutea DSM 17257"
Pseudomonas marginalis DSM 13124
Pseudomonas marginalis DSM 50276
Pseudomonas meliae DSM 6759"
Pseudomonas mendocina DSM 50017"
Pseudomonas mohnii DSM 18327"
Pseudomonas moorei DSM 12647"
Pseudomonas moraviensis DSM 16007"
Pseudomonas nitroreducens DSM 17553
Pseudomonas nitroreducens DSM 9128
Pseudomonas oleovorans DSM 1045"
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Pseudomonas pachastrellae DSM 17577"
Pseudomonas panipatensis DSM 21819"
Pseudomonas peli DSM 17833"
Pseudomonas pertucinogena DSM 18268"
Pseudomonas pseudoalcaligenes DSM 50188"
Pseudomonas psychrophila DSM 17535"
Pseudomonas psychrotolerans DSM 15758"
Pseudomonas putida DSM 291"
Pseudomonas putida DSM 12735
Pseudomonas putida DSM 50026
Pseudomonas putida DSM 7314
Pseudomonas putida DSM 3263
Pseudomonas putida DSM 3601
Pseudomonas putida DSM 46608
Pseudomonas putida DSM 84
Pseudomonas reinekei DSM 18361
Pseudomonas rhizosphaerae DSM 16299"
Pseudomonas simiae DSM 18861"
Pseudomonas sp. DSM 1650
Pseudomonas sp. DSM 50906"
Pseudomonas stutzeri DSM 5190"
Pseudomonas stutzeri DSM 13592
Pseudomonas stutzeri DSM 13627
Pseudomonas stutzeri DSM 50227
Pseudomonas stutzeri DSM 6082
Pseudomonas stutzeri DSM 7136
Pseudomonas syringae DSM 10604"
Pseudomonas syringae DSM 50315
Pseudomonas syringae DSM 50312
Pseudomonas thermotolerans DSM 14292"
Pseudomonas tolaasii DSM 19342"
Pseudomonas viridiflava DSM 11124"
Pseudomonas vranovensis DSM 16006"
Pseudomonas xiamenensis DSM 22326"
Pseudomonas xinjiangensis DSM 233917

En la presente tesis doctoral se adquirieron un total de 12-16
espectros por muestra mediante el programa Flexanalysis (Bruker) por
la Unidad de Proteomica del SCSIE, de modo que cada espectro
generado se correspondia a un archivo. Estos archivos fueron
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analizados en la CECT mediante el programa Biotyper 1.1 (Bruker
Daltonics).

El programa Biotyper 1.1 (Bruker Daltonics) permite el
analisis y visualizacion de los datos de diversas maneras. Permite la
visualizacion del espectro generado tal y como lo obtiene el
espectrometro de masas (figura 9A), asi como el espectro normalizado
obtenido a partir del MSP (Mainspectra) (figura 9B). E1 MSP se
genera a partir de los 12-16 espectros adquiridos para una cepa.

A) Mass spectrum B) Imported Normalized Peaklists
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Figura 9. Lactobacillus casei subsp. casei CECT 475". A) Espectro de
masas. B) Espectro normalizado generado a partir del MSP.

También puede visualizarse el listado de picos, con sus

correspondientes masas moleculares e intensidades, de un espectro
concreto o del MSP (figura 10).

77



Material y Métodos

3638,1 0,006692
37718 0,008929
10 3793,7 0,093357
11 3808,1 0,016909
12 3856,3 0,014786
13 3869,6 0,007545
14 3984 0,011429
15 4192,6 0,008111
16 4207,9 0,067143
17 4281,4 0,0165

18 4449,5 0,046429
19 4463,7 0,009333
20 4494,6 0,009231
21 4583,1 0,006545
22 4597,4 0,013231
23 4609 0,041429
24 4679,4 0,007909
25 4698,7 0,094786
26 4993,7 0,005769
27 5091,8 0,009143

Nr M/Z(Da) 1

1 31324 0,010857 Nr: Numero de pico

2 33315 0,011071 M/Z (Da): Masa molecular del pico
3 3367,2 0,005636 I: Intensidad normalizada del pico
4 3403,4 0,019643

5 3476,1 0,024214

6 3496,1 0,00525

7 3627,6 0,013

8

9

28 5196 0,009929
29 5223,1 0,008071
30 5280,4 0,00775

31 5314,4 0,037182
32 5338,4 0,135929

33 5352,3 1
34 5388,4 0,034357
35 5523,9 0,0065

36 5616,6 0,011143
37 5649,5 0,007786
38 5808,5 0,014214
39 5848,9 0,013429
40 5863,6 0,019643

41 5891 0,130071
42 5903,4 0,018333
43 6465,4 0,013
44 6661,5 0,03

45 6702,5 0,006727
46 6730,4 0,010857
47 6793,5 0,016857
48 6805,4 0,038143
49 6933,5 0,010333
50 6950,5 0,053143
51 6990,3 0,008643
52 7203,2 0,009462
53 7274,8 0,018643
54 7537,6 0,021929

55 7589 0,1965
56 77225 0,0106
57 7737 0,015214
58 7752,6 0,006667
59 8016,4 0,008
60 8364,6 0,012

61 84128 0,141143
62 8425,6 0,070833
63 8482,8 0,0068

64 8547,9 0,007769
65 9213,5 0,044071
66 9357,3 0,0139

67 9394,1 0,113286
68 10180,8 0,006154
69 10388,8 0,007143
70 11228,9 0,007538

Figura 10. Relacion de picos, masas moleculares e intensidades del MSP de
Lactobacillus casei subsp. casei CECT 475"
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Asimismo puede realizarse un andlisis de componentes
principales (PCA), permitiendo estudiar la dispersion de los espectros
obtenidos para una determinada cepa, o comparar diversas cepas entre
si (Figura 11).

. PCA scatter plot 2D

0.4

0.2

d

0.2}

PC2

0.4
Lactobacillus casei CECT 4757

Lactobacillus rhamnosus CECT 287"
0.6 Lactobacillus paracasei CECT 40227

Figura 11. PCA de Lactobacillus casei CECT 475", Lactobacillus
rhamnosus CECT 287"y Lactobacillus paracasei CECT 40227

Otras maneras de analizar los datos que permiten la
identificacion o autentificacion de cepas son la obtencion del
parametro log(score) value y la generacion de un dendrograma.
Mediante el log(score) value se compara un unico espectro o bien el
MSP generado para la cepa a estudiar con los MSP o datos de
referencia generados en la base de datos del programa (Figura 12).
Diversos autores sugieren que un log(score) comprendido entre 1,7-2
indica una prediccién a nivel de género, mientras que un log(score)
comprendido entre 2-3 indica prediccion a nivel de especie
(Vasileuskaya-Schulz y col., 2011; Maier y col., 2006).

Detected Species log(score)
Lactobacillus casei CECT 475" 3.000
Lactobacillus paracasei CECT 277 1.582
Lactobacillus sakei CECT 980 1.533
Lactobacillus rhamnosus CECT 288 1.467
Lactobacillus rhamnosus CECT 278" 1.356
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans CECT 41757 1.298
Lactobacillus paracasei CECT 4022" 1.143
Lactobacillus paracasei CECT 4583 1.092
Lactobacillus paracasei CECT 981 1.005

Figura 12. Identificacién de Lactobacillus casei CECT 475" mediante el
valor log(score).

79




Material y Métodos

Mediante el dendrograma se comparan los espectros
principales o MSP de varias cepas entre si, de modo que se muestran
los agrupamientos de las cepas, y la relacion existente entre ellas
segin el nivel de distancia que las separa. El nivel de distancia
necesario para distinguir dos cepas como especies diferentes varia en
funcion del grupo estudiado (Figura 13).

Lactobacillus plantarum CECT 4180

Lactobacillus plantarum CECT 4528
Lactobacillus plantarum CECT 749

4[{ Lactobacillus plantarum CECT 7487
Lactobacillus plantarum CECT 220
Lactobacillus rhamnosus CECT 288

Lactobacillus rhamnosus CECT 2787

Lactobacillus casei subsp. casei CECT 4757

Lactobacillus paracasei subsp. tolerans CECT 41757
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CECT 981
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CECT 40227
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CECT 4583

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CECT 277

1 I
1000900 800 700 600 500 400 300 200 100 0O

Distance Level

Figura 13. Dendrograma generado a partir de los MSP de Lactobacillus
casei CECT 475", y de diversas cepas de Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus rhamnosus, y Lactobacillus paracasei.

Por razones de espacio y por considerar que es una buena
manera de representar los resultados, en la presente tesis doctoral los
resultados referidos a la técnica MALDI-TOF MS se mostraran en
forma de dendrograma.
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3. GC FAME

El analisis de los ésteres metilados de los acidos grasos
(FAME) se llevo a cabo siguiendo los protocolos estandar descritos
por MIDI, Microbial Identification System (Sasser, 1990), donde
aproximadamente entre 20-40 mg de biomasa por cepa se procesaron
en cuatro pasos hasta la obtencion de los FAME: saponificacion,
metilacion, extraccion y lavado. En la saponificacion, tras el lisado de
las células, los acidos grasos se separan del resto de los lipidos
celulares formando sales de sodio, para ello se resuspendié la biomasa
en 1 ml de reactivo 1 (hidroxido de sodio, metanol y agua) se agitd
mediante el vortex y se incubd durante 5 minutos a 97,5°C,
seguidamente la muestra se volvid a agitar con el vortex y se incubd
durante 25 minutos a 97,5°C. A continuacion, se procedido a la
metilacion, donde los acidos grasos (en forma de sales de sodio) pasan
a formar acidos grasos metil éster, lo cual incrementa la volatilidad de
los 4cidos grasos haciéndolos mas aptos para el andlisis en el
cromatografo de gases (GC), para ello se afiadi6 a la muestra 2 ml de
reactivo 2 (acido clorhidrico 6N y metanol), se agito con el vortex y se
incubd a 80°C durante 10 minutos. El siguiente paso fue la extraccion,
donde los FAME se separan de la fase acuosa y se transfieren a una
fase organica con un procedimiento de extraccion liquido-liquido,
para lo cual se afiade a la mezcla 1,25 ml del reactivo 3 (hexano y
metil tert-butil éter), se colocan los tubos en un balancin durante 10
minutos y transcurrido el tiempo la muestra queda fraccionada en dos
fases, de modo que la fase inferior (la acuosa) es eliminada. El ultimo
paso fue el de lavado, para eliminar agentes residuales, esto se
consiguio adicionando a la muestra 3 ml del reactivo 4 (hidroxido de
sodio y agua), tras agitarse durante 5 minutos en el balancin se
produjo nuevamente la separacion en dos fases, la fase superior (fase
organica) es donde se encuentran los FAME, de modo que se
recogieron 2/3 de esta fase, que es lo que se inyectd en el
cromatdgrafo para su analisis.

El analisis de los acidos grasos metil éster se realizd mediante
Cromatografia de Gases (GC), con el sistema comercial Sherlock
Microbial Identification System (MIS, Microbial ID Inc. (MIDI),
Newark, EEUU) y la unidad cromatografica Agilent 6850. La
columna cromatografica utilizada fue de silice fundido cubierta por
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una fina capa de polisiloxano modificado (5% fenil, 95% metil), con
una longitud de 25 m y un grosor de 0,2 mm. El gas portador utilizado
fue H, y la senal fue recogida mediante un detector de ionizacion de
llama (FID).

Como calibrante se utilizo el preparado comercial Microbial
ID, Inc. Sherlock Rapid Method (R-805121). Y como control positivo
en cada extraccion se utilizo la cepa Stenotrophomonas maltophilia
CECT 115.

Las condiciones de cultivo aplicadas a cada cepa se detallan a
continuacion (tabla 5).

Tabla 5: Cepas de referencia y condiciones de cultivo utilizadas en el
analisis de FAME (MIDI). T* temperatura; t: tiempo de incubacion; h: horas;
d: dias.

Firmicutes

Enterococcus faecium CECT 49317 TSA 28°C | 24h
Enterococcus faecalis CECT 481" TSA 28°C | 24h
Lactobacillus acidophilus CECT 903" MRS 28°C | 5d

Lactobacillus agilis CECT 41317 MRS 28°C | 48h
Lactobacillus buchneri CECT 41117 MRS 28°C | 24h
Lactobacillus casei CECT 475" MRS 28°C | 48h
Lactobacillus collinoides CECT 922" MRS (AN) | 28°C | 72h
Lactobacillus coryniformis subsp. coryniformis | CECT 9827 MRS 28°C | 48h
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CECT 40057 MRS 28°C | 48h
Lactobacillus gasseri CECT 4479" | MRS (AN) | 28°C | 48h
Lactobacillus hilgardii CECT 4786" MRS 28°C | 72h
Lactobacillus malefermentans CECT 59287 MRS 28°C | 48h
Lactobacillus oris CECT 4021" MRS 28°C | 48h
Lactobacillus parabuchneri CECT 5740 MRS 28°C | 48h
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CECT 40227 MRS 28°C | 5d

Lactobacillus plantarum subsp. plantarum CECT 748" MRS 28°C | 48h
Lactobacillus rhamnosus CECT 278" MRS 28°C | 48h
Staphylococcus epidermidiss CECT 231" TSA 28°C | 24h
Actibacterium mucosus CECT 7668" MA 28°C | 48h
Antarctobacter heliothermus CECT 7783" MA 28°C | 48h
Jannaschia donghaensis CECT 7802" MA 28°C | 48h
Jannaschia rubra CECT 5088" MA 28°C | 48h
Jannaschia seosinensis CECT 7799" MA 28°C | 48h
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Aeromonas allosaccharophila

Maribius pelagius CECT 7801" MA 28°C | 48h
Maribius salinus CECT 7800" MA 28°C | 48h
Marinovum algicola CECT 5396" MA 28°C | 48h
Nautella italica CECT 7645" MA 28°C | 48h
Oceanicola batsensis CECT 7860" MA 28°C | 48h
Oceanicola granulosus CECT 7859" MA 28°C | 48h
Oceanicola marinus CECT 77517 MA 28°C | 48h
Oceanicola nanhaiensis CECT 78317 MA 28°C | 48h
Oceanicola pacificus CECT 78327 MA 28°C | 48h
Oceanicola sp. CECT 7852" MA 28°C | 48h
Palleronia marisminoris CECT 7066" MA 28°C | 48h
Phaeobacter daeponensis CECT 7309" MA 28°C | 48h
Phaeobacter gallaeciensis CECT 7277" MA 28°C | 48h
Phaeobacter inhibens CECT 72517 MA 28°C | 24h
Phaeobacter sp. CECT 7735 MA 28°C | 48h
Phaeomarinomonas litorea CECT 76397 MA 28°C | 48h
Phaeomarinomonas mediterranea CECT 76157 MA 28°C | 48h
Phaeomarinomonas mediterranea CECT 5090 MA 28°C | 48h
Phaeomarinomonas mediterranea CECT 7616 MA 26°C | 48h
Phaeomarinomonas mediterranea CECT 7637 MA 28°C | 48h
Ponticoccus litoralis CECT 7786" MA 28°C | 48h
Roseobacter denitrificans CECT 50117 MA 26°C | 72h
Roseobacter litoralis CECT 53957 MA 20°C | 6d
Roseovarius aestuarii CECT 77457 MA 28°C | 48h
Roseovarius crassostreae CECT 7676" MA 28°C | 48h
Roseovarius halotolerans CECT 8110" MA 28°C | 48h
Roseovarius litoralis CECT 74507 MA 28°C | 48h
Roseovarius marinus CECT 79717 MA 28°C | 48h
Roseovarius mucosus CECT 79737 MA 28°C | 48h
Roseovarius nubinhibens CECT 7750" MA 28°C | 48h
Roseovarius tolerans CECT 7738" MA 28°C | 48h
Ruegeria atlantica CECT 42927 MA 20°C | 48h
Ruegeria pomeyori CECT 7647" MA 28°C | 48h
Ruegeria sp. CECT 7638 MA 28°C | 48h
Sagittula stellata CECT 77827 MA 28°C | 48h
Shimia marina CECT 7688 MA 28°C | 48h
Tropicibacter multivorans CECT 7557" MA 28°C | 48h
Tropicibacter naphtalenivorans CECT 76487 MA 28°C | 48h

Gammaproteobacteria

CECT 4220

TSA 30°C | 24h

Aeromonas allosaccharophila

CECT 4911

TSA 30°C | 24h
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Aeromonas aquariorum CECT 7289" TSA 30°C | 24h
Aeromonas bestiarum CECT 4227" TSA 30°C | 24h
Aeromonas bestiarum CECT 5219 TSA 30°C | 24h
Aeromonas bestiarum CECT 7451 TSA 30°C | 24h
Aeromonas bivalvium CECT 7112 TSA 30°C | 24h
Aeromonas bivalvium CECT 7113" TSA 30°C | 24h
Aeromonas caviae CECT 838" TSA 30°C | 24h
Aeromonas caviae CECT 4226 TSA 30°C | 24h
Aeromonas diversa CECT 42547 TSA 37°C | 24h
Aeromonas encheleia CECT 43427 TSA 30°C | 24h
Aeromonas encheleia CECT 4985 TSA 30°C | 24h
Aeromonas encheleia CECT 5027 TSA 30°C | 24h
Aeromonas enteropelogenes CECT 4487" TSA 30°C | 24h
Aeromonas enteropelogenes CECT 4935 TSA 30°C | 24h
Aeromonas enteropelogenes CECT 4937 TSA 30°C | 24h
Aeromonas eucrenophila CECT 4224" TSA 30°C | 24h
Aeromonas eucrenophila CECT 4827 TSA 30°C | 24h
Aeromonas eucrenophila CECT 4855 TSA 30°C | 24h
Aeromonas fluvialis CECT 7401" TSA 30°C | 24h
Aeromonas hydrophila CECT 839" TSA 30°C | 24h
Aeromonas hydrophila CECT 398 TSA 30°C | 24h
Aeromonas hydrophila CECT 4330 TSA 30°C | 24h
Aeromonas hydrophila subsp. anaerogenes CECT 42217 TSA 30°C | 24h
Aeromonas hydrophila subsp. anaerogenes CECT 4588 TSA 30°C | 24h
Aeromonas hydrophila subsp. dhakensis CECT 5743 TSA 30°C | 24h
Aeromonas hydrophila subsp. dhakensis CECT 5744" TSA 30°C | 24h
Aeromonas hydrophila subsp. dhakensis CECT 5745 TSA 30°C | 24h
Aeromonas ichthiosmia CECT 4486" TSA 30°C | 24h
Aeromonas jandaei CECT 4228" TSA 30°C | 24h
Aeromonas jandaei CECT 4229 TSA 30°C | 24h
Aeromonas jandaei CECT 4231 TSA 30°C | 24h
Aeromonas jandaei CECT 4335 TSA 30°C | 24h
Aeromonas media CECT 42327 TSA 30°C | 24h
Aeromonas molluscorum CECT 5864" TSA 30°C | 24h
Aeromonas piscicola CECT 74437 TSA 30°C | 24h
Aeromonas popolffii CECT 4995 TSA 30°C | 24h
Aeromonas popolffii CECT 5176" TSA 30°C | 24h
Aeromonas popolffii CECT 5250 TSA 30°C | 24h
Aeromonas salmonicida CECT 894" TSA 30°C | 24h
Aeromonas salmonicida CECT 5209 TSA 30°C | 24h
Aeromonas salmonicida subsp. achromogenes | CECT 895" TSA 30°C | 24h
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Aeromonas salmonicida subsp. achromogenes | CECT 4238 TSA 30°C | 24h
Aeromonas salmonicida subsp. achromogenes | CECT 4239 TSA 30°C | 24h
Aeromonas salmonicida subsp. masoucida CECT 896" TSA 30°C | 24h
Aeromonas salmonicida subsp. pectinolytica CECT 5752" TSA 30°C | 24h
Aeromonas salmonicida subsp. pectinolytica CECT 5753 TSA 30°C | 24h
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida CECT 894" TSA 30°C | 24h
Aeromonas schubertii CECT 4240" TSA 30°C | 24h
Aeromonas schubertii CECT 4241 TSA 30°C | 24h
Aeromonas schubertii CECT 4934 TSA 30°C | 24h
Aeromonas sobria CECT 42457 TSA 30°C | 24h
Aeromonas sobria CECT 837 TSA 30°C | 24h
Aeromonas sobria CECT 4835 TSA 30°C | 24h
Aeromonas sp. CECT 7080 TSA 30°C | 24h
Aeromonas sp. CECT 7081 TSA 30°C | 24h
Aeromonas sp. CECT 7083 TSA 30°C | 24h
Aeromonas sp. CECT 7084 TSA 30°C | 24h
Aeromonas sp. CECT 7444 TSA 30°C | 24h
Aeromonas tecta CECT 7082" TSA 30°C | 24h
Aeromonas veronii CECT 4257" TSA 30°C | 24h
Aeromonas veronii CECT 4819 TSA 30°C | 24h
Aeromonas veronii CECT 4910 TSA 30°C | 24h
Aeromonas veronii CECT 5761 TSA 30°C | 24h
Aeromonas veronii CECT 7060 TSA 30°C | 24h
Aliivibrio finisterrensis CECT 7228" MA 26°C | 48h
Aliivibrio fischeri CECT 524" MA 26°C | 48h
Aliivibrio logei CECT 5009" MA 20°C | 48h
Citrobacter freundii CECT 401" MA 26°C | 48h
Enterovibrio calviensis CECT 7414 MA 26°C | 48h
Enterovibrio coralii CECT 7249" MA 26°C | 48h
Enterovibrio nigricans CECT 7320" MA 26°C | 48h
Enterovibrio norvegicus CECT 7288" MA 26°C | 48h
Escherichia coli CECT 101 TSA 28°C | 24h
Grimontia hollisae CECT 5069" MA 26°C | 48h
Haliea mediterranea CECT 7447" MA 28°C | 48h
Halomonas marroquensis CECT 7698" MA 30°C | 48h
Klebsiella pneumoniae CECT 143" TSA 28°C | 24h
Klebsiella pneumoniae CECT 7787 TSA 28°C | 24h
Marinomonas alcarazii CECT 7730" MA 26°C | 48h
Marinomonas aquaplantarum CECT 77317 MA 26°C | 48h
Marinomonas foliarum CECT 7732" MA 26°C | 48h
Marinomonas mediterranea CECT 4803" MA 26°C | 48h
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Photobacterium angustum CECT 5690" MA 26°C | 48h
Photobacterium aphoticum CECT 7614 MA 26°C | 48h
Photobacterium damselae subsp. damselae CECT 626" MA 26°C | 48h
Photobacterium ganghwense CECT 76417 MA 26°C | 48h
Photobacterium halotolerans CECT 5860" MA 26°C | 48h
Photobacterium leiognathi CECT 41917 MA 26°C | 48h
Photobacterium lutimaris CECT 76427 MA 26°C | 48h
Photobacterium rosenbergii CECT 7644 MA 26°C | 48h
Photobacterium sp. CECT 7580 MA 26°C | 48h
Photobacterium swingsii CECT 7576" MA 26°C | 48h
Pseudomonas aeruginosa CECT 110" NAZ 37°C | 24h
Pseudomonas agarici CECT 4467" NAZ 26°C | 24h
Pseudomonas alcaligenes CECT 4467" NA 26°C | 24h
Pseudomonas argentinensis CECT 7010" NA 28°C | 48h
Pseudomonas asplenii CECT 4468" NAZ 26°C | 24h
Pseudomonas baetica CECT 7720" MA 22°C | 48h
Pseudomonas baetica CECT 7721 MA 22°C | 48h
Pseudomonas chlororaphis CECT 4470" NAZ 26°C | 24h
Pseudomonas cichorii CECT 44717 NAZ 26°C | 24h
Pseudomonas corrugata CECT 124" NA 26°C | 24h
Pseudomonas fluorescens CECT 378" NAZ 26°C | 24h
Pseudomonas fragi CECT 446" NAZ 26°C | 24h
Pseudomonas litoralis CECT 7670" MA 28°C | 48h

TSA 28°C | 48h
Pseudomonas litoralis CECT 7669 MA 28°C | 48h

TSA 28°C | 48h
Pseudomonas lutea CECT 58227 NA 30°C | 24h
Pseudomonas marginalis CECT 229" NAZ 26°C | 24h
Pseudomonas oleovorans CECT 4079" NA 28°C | 24h
Pseudomonas pelagia CECT 7689" NA 28°C | 24h
Pseudomonas pertucinogena CECT 7776" TSA 28°C | 48h
Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT 318" NAZ 26°C | 48h
Pseudomonas putida CECT 324" NA} 26°C | 24h
Pseudomonas rhizosphaerae CECT 5726" TSA 28°C | 48h
Pseudomonas sabulinigri CECT 7679" MA 30°C | 24h
Pseudomonas stutzeri CECT 930" NAZ 26°C | 24h
Pseudomonas syringae CECT 4429" NAZ 26°C | 24h
Pseudomonas tolaasii CECT 4472" NAZ 26°C | 24h
Pseudomonas viridiflava CECT 458" NAZ 26°C | 24h
Salinivibrio costicola CECT 4059" MA 26°C | 48h
Serratia marcescens CECT 846" TSA 28°C | 24h
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Shewanella sp. CECT 5130 MA 26°C | 48h
Shigella dysenteriae CECT 584" TSA 28°C | 24h
Stenotrophomonas maltophilia CECT 115" TSA 28°C | 24h
Vibrio aerogenes CECT 7868" MA 26°C | 48h
Vibrio aestivus CECT 7558" MA 26°C | 48h
Vibrio aestivus CECT 7559 MA 26°C | 48h
Vibrio agarivorans CECT 5085" MA 26°C | 24h
Vibrio alginolyticus CECT 5217 MA 26°C | 48h
Vibrio anguillarum CECT 522" MA 26°C | 48h
Vibrio artabrorum CECT 7226" MA 26°C | 48h
Vibrio atlanticus CECT 7223" MA 26°C | 48h
Vibrio breoganii CECT 72227 MA 26°C | 48h
Vibrio campbellii CECT 523" MA 26°C | 48h
Vibrio celticus CECT 7224" MA 26°C | 48h
Vibrio cholerae CECT 514" MA 26°C | 48h
Vibrio cincinnatiensis CECT 4216" MA 26°C | 48h
Vibrio diazotrophicus CECT 627" MA 26°C | 48h
Vibrio fluvialis CECT 42177 MA 26°C | 48h
Vibrio furnissii CECT 4203" MA 26°C | 48h
Vibrio gallaecicus CECT 7244" MA 26°C | 48h
Vibrio gazogenes CECT 5068" MA 26°C | 48h
Vibrio harveyi CECT 525" MA 26°C | 48h
Vibrio ichthyoenteri CECT 56757 MA 26°C | 48h
Vibrio inhibens CECT 76927 MA 26°C | 48h
Vibrio lentus CECT 51107 MA 26°C | 48h
Vibrio mangrovi CECT 7927" MA 26°C | 48h
Vibrio marisflavi CECT 7928" MA 26°C | 24h
Vibrio mediterranei CECT 621" MA 26°C | 48h
Vibrio mediterranei CECT 623 MA 26°C | 48h
Vibrio mimicus CECT 4218" MA 26°C | 48h
Vibrio mytili CECT 632" MA 26°C | 48h
Vibrio natriegens CECT 526" MA 26°C | 48h
Vibrio nereis CECT 595" MA 26°C | 48h
Vibrio nigripulchritudo CECT 628" MA 26°C | 48h
Vibrio ordalii CECT 582" MA 26°C | 48h
Vibrio orientalis CECT 629" MA 26°C | 48h
Vibrio ostreicida CECT 7398 MA 26°C | 48h
Vibrio ostreicida CECT 7399 MA 26°C | 48h
Vibrio parahaemolyticus CECT 5117 MA 26°C | 24h
Vibrio pelagius CECT 42027 MA 26°C | 48h
Vibrio ponticus CECT 5869" MA 26°C | 48h
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Vibrio quintilis CECT 7734" MA 26°C | 48h
Vibrio rhizosphaerae CECT 7877" MA 26°C | 48h
Vibrio ruber CECT 7878" MA 26°C | 48h
Vibrio scophthalmi CECT 4638" MA 26°C | 48h
Vibrio sinaloensis CECT 7298" MA 26°C | 48h
Vibrio splendidus CECT 528" MA 26°C | 48h
Vibrio stylophorae CECT 79297 MA 26°C | 48h
Vibrio tapetis CECT 4600" MA 26°C | 48h
Vibrio tubiashii CECT 4196" MA 26°C | 48h
Vibrio vulnificus CECT 529" MA 26°C | 48h
Vibrio vulnificus CECT 5763 MA 26°C | 48h
Vibrio vulnificus CECT 4608 MA 26°C | 48h
Bacteroidetes
Cytophaga fermentans CECT 7448" MA 28°C | 48h
Euzebyella saccharophila CECT 7477" MA 28°C | 48h
Marinifilum flexuosus CECT 7448" MA 30°C | 72h
Marinifilium fragile CECT 79427 MA 30°C | 72h
Mesonia algae CECT 7520" MA 28°C | 24h
Mucilaginibacter platycodoni CECT 76637 MA 28°C | 48h
Pontibacter sp. CECT 7705 MA 30°C | 72h
Pontibacter sp. CECT 7713 MA 30°C | 72h
Winogradskyella arenosi CECT 7958" MA 28°C | 48h
Winogradskyella echinorum CECT 7944" MA 28°C | 48h
Winogradskyella epiphytica CECT 79457 MA 28°C | 48h
Winogradskyella eximia CECT 7946" MA 28°C | 48h
Winogradskyella lutea CECT 7947" MA 28°C | 48h
Winogradskyella pacifica CECT 7948" MA 28°C | 48h
Winogradskyella rapida CECT 7392" MA 28°C | 48h
Winogradskyella sp. CECT 7476 MA 28°C | 48h
Winogradskyella thalassocola CECT 7943" MA 28°C | 48h
Micrococcus luteus CECT 245" TSA 28°C | 24h
Mpycobacterium phlei CECT 3009" TSA 28°C | 24h




Material y Métodos

La identificacion de los acidos grasos y el procesamiento de
datos se realizaron mediante el paquete informatico Microbial
Identification Sherlock, el cual muestra el cromatograma obtenido
(figura 14) y genera un informe detallado sobre qué acidos grasos se
extraen y en qué proporcion relativa, ademas de mostrar los tiempos
de retencion obtenidos (RT), la respuesta dada por el detector, la
relacion entre el area y la altura del pico (AR/HT) y el valor de ECL.
Asimismo, en el informe también se detalla la identificacion generada
y el indice de similitud de ésta (figura 15).
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Figura 14. Cromatograma de Stenotrophomonas maltophilia CECT 115",
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Figura 15. Informe del perfil de 4cidos grasos de Stenotrophomonas
maltophilia CECT 115" generado por el sistema MIDI.

Sample ID: Stenotrophomonas maltophilia CECT 115"

RT Response Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent
0.6941 519041 0.005 - 6.6164 -
0.7031 1.249E19 0.018 - 6.6774 | SOLVENT PEAK -
1.1938 2658 0.013 1.146 9.9995 | 10:0 0.82
1.3101 12742 0.011 1.112 10.6174 | 11:0iso 3.83
1.4856 861 0.010 1.072 11.4525 | 10:0 30OH 0.25
1.5719 5086 0.010 - 11.8296 | unknown 11.825 -
1.6403 7350 0.010 1.044 12.1121 | 11:0iso 30H 2.08
1.6690 1077 0.014 - 12.2207 -
1.7434 605 0.015 - 12.5030 | unknown 12.502 -
1.7754 2798 0.011 1.025 12.6244 | 13:0 iso 0.78
1.7995 438 0.010 1.022 12.7157 | 13:0 anteiso 0.12
1.9106 453 0.012 1.009 13.1246 | 12:0iso 30H 0.12
1.9276 349 0.009 - 13.1831 -
2.0154 13763 0.010 0.998 13.4849 | 12:0 30H 3.71
2.0569 1450 0.009 0.994 13.6278 | 14:0 iso 0.39
2.1649 17448 0.009 0.984 13.9992 | 14:0 4.64
2.2064 16566 0.009 0.980 14.1343 | 13:0iso 30H 4.39
2.2348 1364 0.012 0.978 14.2267 | 13:0 20H 0.36
2.2999 6029 0.009 0.973 14.4387 | 15:1isoF 1.59
2.3592 134719 0.009 0.969 14.6317 | 15:0 iso 35.31
2.3879 24038 0.009 0.967 14.7248 | 15:0 anteiso 6.29
2.4730 1234 0.010 - 15.0019 | 15:0 -
2.6735 1838 0.009 0.951 15.6338 | 16:0 iso 0.47
2.7255 13780 0.008 0.948 15.7979 | 16:1 w9c 3.53
2.7387 47770 0.009 0.948 15.8393 | Sum In Feature 3 12.24
2.7898 29662 0.009 0.945 16.0004 | 16:0 7.59
2.9313 18679 0.010 0.940 16.4440 | Sum In Feature 9 4.75
2.9922 11956 0.009 0.938 16.6349 | 17:0 iso 3.03
3.0232 713 0.009 0.937 16.7320 | 17:0 anteiso 0.18
3.0507 458 0.010 0.936 16.8181 | 17:1 w8c 0.12
3.3609 6706 0.010 0.929 17.7954 | 18:1 w9c 1.68
3.3769 3063 0.010 0.928 17.8458 | Sum In Feature 8 0.77
3.4260 1678 0.010 0.928 18.0007 | 18:0 0.42
3.5654 2083 0.012 - 18.4492 -
3.6242 2088 0.012 0.925 18.6388 | 19:0 iso 0.52
4.1860 1673 0.016 - 20.4766 -
4.2358 456 0.011 - 20.6404 -

ECL Deviation: 0.002 Reference ECL Shift: 0.004
Number Reference Peaks: 14
Total Response: 386370 Total Named: 381067
Percent Named: 98.63% Total Amount: 369731
Matches:
Library Sim Index  Entry Name
RTSBAG6 6.10 0.875 Stenotrophomonas-maltophilia
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El programa Microbial Identification Sherlock también
permite la realizacion de dendrogramas e incluso de arboles de
Neighbor Joining a partir de los perfiles de acidos grasos obtenidos
(figuras 16 y 17 respectivamente). Microbial Identification Sherlock
estipula que aquellas muestras cuya distancia euclidea en el
dendrograma sea de 10 o menor son cepas que generalmente
pertenecen a la misma especie, si es de 6 o0 menor son generalmente de
la misma subespecie o biotipo, y si es de 2,5 o menor son
generalmente la misma cepa. De la misma manera, aquellas muestras
cuya distancia euclidea en el arbol de Neighbor Joining sea de 10 o
menor son cepas que generalmente pertenecen a la misma especie, si
es de 6 0 menor son generalmente de la misma subespecie o biotipo, y
si es de 2,5 o menor son generalmente la misma cepa.

Pseudomonas veronii

Pseudomonas putida biotype A

Pseudomonas putida biotype A/ vancouverensis.....

Pseudomonas fluorescens biotype A....................

Pseudomonas aeuriginosa-GC subgroup A...........

Stenotrophomonas maltophilia............................

Stenotrophomonas acidaminiphila........................ ]

0 10 20 30 40 50 60

Euclidian Distance

Figura 16. Dendrograma realizado a partir del perfil de acidos grasos de
varias cepas de Pseudomonas 'y Stenotrophomonas.

Neighbor Joining Tree

Pseudomonas-veronii
Pseudomonas-putida-biotype A
Pseudomonas-putida-biotype B/vancouverensis
Pseudomonas-fluorescens-biotype A
Pseudomonas-aeruginosa-GC subgroup A

I;Stemn'ophon,onas-maltophilia

Stenotrophomonas-acidaminiphila

0,00 19,75 39,50 59,25 79,00

Figura 17. Arbol de Neighbor Joining realizado a partir del perfil de dcidos
grasos de varias cepas de Pseudomonas y Stenotrophomonas.
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4. Caracterizacion genotipica

La caracterizacion genotipica se realizd en aquellas cepas en
las que hubo dudas en su identidad, con el fin de corroborar y/o
complementar el resultado obtenido por MALDI-TOF MS o MIDL

4.1 Extraccion de DNA

El DNA se extrajo a partir de células cultivadas en el medio
recomendado por la CECT (www.cect.org), con un sistema de
extraccion por columnas Ultraclean DNA Isolation Kit (MoBio
Laboratories, Carlsbad, CA, EE.UU) siguiendo las indicaciones del
fabricante.

4.2 Secuenciacion parcial del gen 16S rRNA

Los cebadores utilizados para amplificar el fragmento de unas
1000 pb del gen ribosomico 16S fueron 616V y 699R. Las posiciones
de unién de estos cebadores son 8-25 y 1099-1113, respectivamente
(numeracion de Escherichia coli).

Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador
Genius (Techne, Burlington, EEUU) y el coctel de amplificacion
utilizado (50 pl) estaba compuesto por 1 ul (50 pmol/ul) de cada uno
de los cebadores directo y reverso; 0,5 ul (2 U/ul) de Taqg DNA
polimerasa (DFS-Taq DNA polymerase, BIORON, Alemania), 5 pl
del tampon de reaccion de PCR 10x%; 0,75 pl de MgCl, 100 mM, 1 ul
de dNTP 10 mM (Roche, Basel, Switzerland), 35,75 ul de agua estéril
filtrada (Milli-Q, Millipore, Billerica, EEUU) y 5 ul (50 ng/ul) de
DNA. Se utilizaron las condiciones de la reaccion de PCR descritas
por Arahal y col. (2008).

La amplificacién de los fragmentos se comprobd mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) en tampén 0,5x TBE
durante 25 minutos a 135 V. La visualizacion de las bandas se hizo
mediante tincion con bromuro de etidio e iluminacion con luz UV.

Los productos de amplificacion fueron purificados mediante
el sistema Ultraclean PCR Clean-up Kit (MoBio Laboratories,
Carlsbad, USA) y resuspendidos en 50 pul Tris HC1 10 mM pH 7,5.
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La secuenciacion de los amplicones se llevo a cabo utilizando
el secuenciador automatico ABI PRISM 3730 y los reactivos ABI
PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready (Applied
Biosystems, Foster City, CA; EE.UU) en el Servicio de Secuenciacién
de ADN y Analisis Molecular del SCSIE de la Universidad de
Valencia, empleando los mismos cebadores que en la reaccion de
amplificacion pero diluidos diez veces (5 pmol/ul).

4.3 Analisis de las secuencias corregidas

Las secuencias parciales corregidas se compararon mediante
las herramientas en linea que se muestran en la tabla 6 frente a sus
respectivas bases de datos, con fines identificativos.

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi | Zhang y col., 2000
http://147.47.212.35:8080/ Chun y col., 2007

Tabla 6. Relacion de los programas utilizados en la comparacion de las
secuencias con las bases de datos publicas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. MALDI-TOF MS

1.1 Analisis interlaboratorio de cepas del género Lactobacillus

En esta parte del trabajo se estudiaron 472 cepas, las cuales
representan 125 especies y 16 subespecies del género Lactobacillus
procedentes de la CECT, CIP, DSMZ y LMG mediante MALDI-TOF
MS, de modo que fue posible la generacion de una base de datos para
su utilizacion en el proceso de autentificacion de cepas en los
controles rutinarios que deben seguir las Colecciones de Cultivos en
los diversos puntos de control del proceso de conservacion de cepas.
Asimismo, este estudio ha permitido un curado exhaustivo de las
cepas depositadas en las Colecciones de Cultivos implicadas.

En su gran mayoria las cepas estudiadas se agrupan de la
forma esperada, sin embargo, el nivel de distancia (distance level) que
las separa varia dependiendo del conjunto estudiado, y ademas en
algunas especies el rango de distancias que se observa es mayor que
en otras.

Con el fin de determinar la validez de la técnica en cuanto a su
reproducibilidad intra- e interlaboratorio se realiz6 en primer lugar un
estudio en el que se adquirieron espectros de las mismas cepas bajo las
mismas condiciones de cultivo y de preparacion de la muestra, pero
procesado en diferentes momentos, para evaluar de este modo como
afectaba el procesado de la muestra hasta la obtencion del extracto
proteico en la reproducibilidad de los espectros (Figura 18). Todos los
emparejamientos (marcados con las letras A y B) fueron correctos, lo
que indica que la técnica presenta una alta reproducibilidad. En el caso
de L. bobalius CIP 109926" B y L. bobalius DSM 19674" A, las
réplicas de ambos se entremezclan debido a que ambas cepas son
equivalentes, ademas las dos parejas generadas se unen a un nivel de
distancia muy bajo. Sin embargo, en algunos casos se observa un
mayor nivel de distancia entre las réplicas como ocurre con L.
parabuchneri CECT 5740" (140), L. suebicus CECT 5917" (210), L.
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vaccinostercus CECT 5925" (330) y L. coleohominis CIP 106820"
(390), esto es debido a la baja calidad de los espectros de una de las

dos réplicas, como

se ilustra en la figura 19 con L. vaccinostercus

CECT 5925", donde puede observarse que el espectro B presenta una

menor intensidad

de la sefial debido a factores como baja

concentracion del extracto proteico, pérdida de la sefial por un exceso

de tiempo transcurrido hasta obtener los espectros, etc., lo que se

traduce en un mayor ruido de fondo.

1 L. paraplantarum CECT 5783 A

L 1. paraplantarum CECT 5783 B

: L. parabuchneri CECT 57407 A
L. parabuchneri CECT 5740 B

- L. buchneri DSM 200577 A
L L. buchneri DSM 200577 B
L. coleohominis CIP 1068207 A

L. coleohominis CIP 1068207 B
L. rennini CECT 59227 A

L. rennini CECT 59227 B
L. suebicus CECT 5917TA

L. suebicus CECT 59177 B

{ L. vaccinostercus CECT 59257 A
L. vaccinostercus CECT 59257 B

[~ L. oris CECT 40217 A

L 1. oris CECT 40217B
L. agilis CECT 41317 A

L. agilis CECT 41317 B
r L. amylophilus DSM 205337 A

L 1. amylophilus DSM 205337 B
r L. uvarum CECT 73357 A

L 1. uvarum CECT 73357 B
L. bobalius CIP 1099267 A

L. bobalius DSM 196747 A

L. bobalius DSM 196747 B
\ \ \ \ \ \ \

\ﬂ L. bobalius CIP 1099267 B

\
1000 900 800 700

600 500 400 300 200 100 O

Distance Level

Figura 18. Dendrograma de MALDI-TOF MS de cepas de Lactobacillus

procesadas en dos
intralaboratorio.
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A) B)
5000 | 2500
4500
4000 | 2000
3500 1
3000 1 1500
2500 1
2000 11000
1500 1
1000 1 500
500 L 1 B

002 04 06 08 1 12 14 16 18 2p¢ 02 04 06 08 1 12 14 16 18 2q

M/Z [Da] M/Z [Da]

Figura 19. Espectro de masas de la cepa Lactobacillus vaccinostercus CECT
5925" procesada en dos momentos distintos (A y B). La figura B presenta un
espectro de peor calidad.

Para determinar la influencia que pudiera tener el
espectrometro de masas empleado para generar los espectros, se
adquirieron espectros de diversas cepas de Lactobacillus con dos
espectrometros de masas diferentes. Para ello, el material biologico de
19 cepas procedentes de la CIP se envid a la CECT (Reflex IV, Bruker
daltonics) y DSMZ (Microflex L20, Bruker daltonics), donde se
realizd la extraccion proteica para la posterior adquisicion de
espectros. En la figura 20 se muestra el dendrograma de las 19 cepas
de la CIP analizadas en la CECT y DSMZ. El nivel de distancia
obtenido entre la misma cepa analizada en la CECT y en la DSMZ fue
muy bajo, siendo en todos los casos menor a 100 excepto en el caso de
L. sanfranciscensis CIP 103252" obtenido en la DSMZ que presenta
un nivel de distancia de 160 con respecto a su homodlogo obtenido en
la CECT, y con respecto a L. sanfranciscensis CIP 102982 obtenido
en la CECT y DSMZ. Estos resultados sugieren que la técnica
presenta una alta reproducibilidad interlaboratorio, ya que los
espectros no estan influenciados por el espectrometro de masas
utilizado, ni por la manipulacion de la muestra en el proceso de
extraccion proteica.
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L. diolivorans CIP 1074997 obtenido en la DSMZ
L. diolivorans CIP 107499" obtenido en la CECT
L. acidifarinae CIP 108702" obtenido en la CECT
L L. acidifarinae CIP 108702T obtenido en la DSMZ
L. acetotolerans CIP 103180 obtenido en la CECT
L. acetotolerans CIP 1031807 obtenido en la DSMZ
L. gasseri CIP 103699 obtenido en la CECT
L L. gasseri CIP 103699 obtenido en la DSMZ
L. sanfranciscensis CIP 103252" obtenido en la DSMZ
L. sanfranciscensis CIP 103252" obtenido en la CECT
\—LE L. sanfranciscensis CIP 102982 obtenido en la CECT
L. sanfranciscensis CIP 102982 obtenido en la DSMZ
L. kalixensis CIP 109909 obtenido en la CECT
L L. kalixensis CIP 1099097 obtenido en la DSMZ
L. delbrueckii subsp. lactis CIP 54.4 obtenido en la CECT
L L. delbrueckii subsp. lactis CIP 54.4 obtenido en la DSMZ
L. jensenii CIP 69.17" obtenido en la CECT
L. jensenii CIP 69.17" obtenido en la DSMZ
r L. sakei subsp. sakei CIP 1031397 obtenido en la CECT
L L. sakei subsp. sakei CIP 1031397 obtenido en la DSMZ
L. manihotivorans CIP 105851 obtenido en la CECT
L L. manihotivorans CIP 105851" obtenido en la DSMZ
L. coryniformis subsp. torquens CIP 103134T obtenido en la CECT
L. coryniformis subsp. torquens CIP 1031347 obtenido en la DSMZ
L. coleohominis CIP 106820 obtenido en la CECT
L. coleohominis CIP 1068207 obtenido en la DSMZ
r L. vaccinostercus CIP 1028077 obtenido en la CECT
L L. vaccinostercus CIP 1028077 obtenido en la DSMZ
L. kimehii CIP 107019T obtenido en la CECT
L L. kimchii CIP 107019" obtenido en la DSMZ
L. uvarum CIP 109959" obtenido en la CECT
L L. uvarum CIP 109959" obtenido en la DSMZ
N r L. ceti CIP 1098477 obtenido en la CECT
L L. ceti CIP 1098477 obtenido en la DSMZ
- L. ruminis CIP 1031537 obtenido en la CECT
L L. ruminis CIP 103153 obtenido en la DSMZ
L. vini CIP 109261 obtenido en la DSMZ
L L. vini CIP 1092617 obtenido en la CECT
| | | | | | | | | [

1000 900 800 700 600 500 400 300 200 100 O
Distance Level

Figura 20. Dendrograma de MALDI-TOF MS de cepas de Lactobacillus de
la CIP cuyo perfil proteico ha sido obtenido en la CECT y DSMZ, para
validacion interlaboratorio.
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El dendrograma de MALDI-TOF MS generado con cepas
equivalentes de Lactobacillus depositadas en la CECT, CIP, DSMZ y
LMG (figura 21) muestra por un lado que el agrupamiento de la cepa
tipo junto con el resto de cepas pertenecientes a la misma especie se
produce de la forma esperada, y por otro lado, que las cepas
equivalentes depositadas en las distintas colecciones se agrupan
correctamente, corroborando de este modo su equivalencia, a
excepcion de las cepas que se muestran en rojo: L. kalixensis LMG
22115", L. rennini LMG 23902", L. salivarius LMG 9476, L. mucosae
LMG 19534y L. aviarius subsp. araffinosus CIP 103145 (Figura 21,
en rojo). En el caso de L. rennini LMG 23902" se comprobd que
correspondia en realidad a L. vini LMG 23202, pero hubo un error en
el etiquetado de la muestra propiciado por el parecido del numero de
catalogo de ambos. El resto de cepas discrepantes estan siendo
revisadas en la actualidad por sus respectivas colecciones.

Diversos estudios han examinado la alta capacidad
discriminatoria de MALDI-TOF MS en comparacion con la
secuenciacion del gen 16S rRNA (Wunschel y col., 2005; Suh y col.,
2005; Mellmann y col., 2008). En el género Lactobacillus diversos
clados de especies muestran una similitud interna de secuencia del gen
16S rRNA muy alta, como es el caso de L. plantarum, L. pentosus y L.
paraplantarum (99,7-99,9%), L. kimchii y L. paralimentarius
(99,9%), L. mindensis y L. farciminis (99,9%), y L. animalis y L.
murinus (99,9%) (Ludwig y col., 2005). En base al estudio del 16S
rRNA se establecieron en el género Lactobacillus siete grupos bien
diferenciados en torno a las especies L. buchmneri, L. casei, L.
delbrueckii, L. plantarum, L. reuteri, L. sakei y L. salivarius (Ludwig
y col., 2005; Hammes y col., 2006 a), estos grupos son:

- Grupo de L. buchneri que engloba a las especies L. buchneriy L.

sanfranciscensis.

- Grupo de L. casei que contiene las especies L. casei, L.
paracasei, L. zeae y L. rhamnosus.
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- Grupo de L. delbrueckii, que contiene cinco subespecies que no
pueden ser diferenciadas por analisis de secuencia del 16S
rRNA.

- Grupo de L. plantarum que esta formado por varias especies que
muestran un alto porcentaje de similitud de secuencia del gen
16S rRNA entre si L. plantarum, L. pentosus, L. paraplantarum
(99,7-99,9%), L. kimchii y L. paralimentarius (99.9%), y L.
mindensis 'y L. farciminis (99,9%).

- Grupo de L. reuteri que comprende a L. durianis, L. rossiae, L.
suebicus y L. vaccinostercus.

- Grupo de L. sakei que contiene a L. sakei y L. curvatus.

- Grupo de L. salivarius que estd formado también por L.
animalis, L. murinus y L. acidipiscis.

El resultado obtenido por MALDI-TOF MS mostrado en
forma de dendrograma (figura 21), presenta las siete agrupaciones
observadas en base al gen 16S rRNA previamente descritas, aunque
con alguna variacion:

- El grupo L. buchneri esta formado por las especies L. buchneri,
L. parabuchneri, L. parakefiri, L. kefiri, L. diolivorans, L. rapi,
L. kisonensis, L. nantensis, sin embargo, L. sanfranciscensis
queda alejado de este grupo. En el dendrograma se observa, la
dificultad para diferenciar entre L. buchneri L. parabuchneri'y L.
parakefiri. Esto se corrobora atendiendo a los valores de
log(score) descritos previamente en el apartado de materiales y
métodos, donde se observa que el valor de log(score) obtenido al
comparar distintas cepas pertenecientes a la misma especie es de
entre 1,143-2,229 para L. buchneri, de 1,353-2,402 para L.
parabuchneri y de 1,794-2,397 para L. parakefiri, y el valor
obtenido al comparar L. buchneri/L. parabuchneri es de 1,177-
2,272 (casi el mismo rango que el obtenido al comparar cepas de
la misma especie) y de 0,983-1,502 para L. buchneri/L.
parakefiri  (cuyo rango es menor, pero sigue habiendo
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solapamiento). Sin embargo, el valor de /og(score) obtenido al
comparar L. parabuchneri/L. parakefiri es de 1,024-1,306, que es
inferior al valor obtenido al comparar perfiles de estas dos
especies consigo mismas, por lo que pueden ser discriminadas
entre si. Estos datos sugieren, por tanto, la incapacidad de la
técnica para discriminar entre especies, que viene determinada
por el solapamiento en los valores de log(score) obtenidos al
comparar cepas de la misma especie con los valores obtenidos al
comparar cepas de distintas especies. Por otro lado, cabe destacar
que el valor sugerido por el programa Biotyper 1.1 por el cual
dos cepas pertenecen a la misma especie es mayor a 2, sin
embargo, se ha visto experimentalmente que este valor es en
muchos casos inferior a 2.

El grupo L. casei esta formado por L. casei, L. paracasei, L.
rhamnosus y L. zeae. En el dendrograma se observa que L.
paracasei forma una rama separada de la rama formada por L.
casei, L. rhamnosus y L. zeae. Ademas, se observa la dificultad
para diferenciar entre las especies L. casei, L. rhamnosus y L.
zeae. Asimismo, el valor de log(score) obtenido al comparar
cepas de la misma especie es de 1,375-2,052 para L. casei, de
0,961-2,748 para L. rhamnosus, y de 0,422-1,528 para L. zeae. El
valor obtenido al comparar L. casei/L. rhamnosus es de 1,067-
2,028, al comparar L. casei/L. zeae de 1,6-2,219 y de 1,246-2,031
al comparar L. rhamnosus/L. zeae, de modo que se observa
solapamiento de los valores de log(score) obtenidos al comparar
cepas de la misma especie con el obtenido al comparar cepas de
estas tres especies, lo que sugiere que no pueden ser
diferenciadas por MALDI-TOF MS.

El grupo L. delbrueckii contiene 3 de las 5 subespecies de esta
especie (las otras dos no se incluyeron en el estudio).

El grupo L. plantarum comprende en el caso de MALDI-TOF
MS a L. plantarum, L. pentosus, L. paraplantarum siendo
también dificil discriminar mediante esta técnica dichas especies.
Ademas, los valores de log(score) generados al comparar cepas
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de la misma especie entre si son 1,525-2,205 para L. plantarum,
de 0,891-2,089 para L. pentosus y 1,200-1,210 para L.
paraplantarum, mientras que al comparar L. plantarum/L.
pentosus el valor obtenido es de 0,525-2,438, de 1,260-2,414
para L. plantarum/L. paraplantarum y de 0,183-1,830 para L.
pentosus/L. paraplantarum, de modo que L. plantarum, L.
pentosus 'y L. paraplantarum no pueden ser diferenciadas entre
si. Ademas, dentro de este grupo se encuentra L. fabifermentans,
aunque L. kimchii, L. mindensis y L. farciminis se encuentran
alejados. Mediante secuencias de 16S rRNA resulta muy dificil
diferenciar entre L. mindensis y L. farciminis, pero mediante
MALDI-TOF es posible su discriminacion, tal y como se observa
en la figura 21 y mediante el valor de log(score) que en el caso
de L. mindensis es de 2,231-2,246, para L. farciminis de 2,338-
2,624 y para L. farciminis/L. mindensis de 0,092-0,752.

El grupo de L. reuteri en MALDI-TOF estd formado por L.
reuteri y L. frumenti bien diferenciados, mientras que quedan
alejados de L. suebicus y L. vaccinostercus que a su vez forman
otro grupo. L. durianis y L. rossiae no han sido incorporadas a
este estudio.

Del grupo de L. sakei forman parte L. sakei, L. curvatus, L.
graminis y L. fucheunsis del mismo modo que ocurre con el 16S
rRNA, y como puede observarse en el dendrograma no es posible
diferenciar entre L. curvatus y L. graminis, ademas, en este caso
los valores de log(score) obtenidos son de 0,959-2,361 para L.
graminis, de 1,880-2,335 para L. curvatus y de 0,619-1,780 para
L. graminis/L. curvatus.

Por ultimo, el grupo de L. salivarius por MALDI-TOF MS esta
formado sélo por L. salivarius, mientras que L. animalis y L.
murinus quedan alejados de éste quedando muy cercanos a L.
apodemi. En este caso MALDI-TOF no permite la
discriminacidon entre L. murinus y L. animalis. El valor de
log(score) obtenido es de 1,685-2,303 para L. animalis, de 1,804-
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2,308 para L. murinus y de 1,441-2,531 para L. animalis/L.
murinus.

Muchos autores defienden que MALDI-TOF MS es capaz de
discriminar entre especies cercanamente relacionadas y clasificar
microorganismos a nivel de subespecie e incluso a nivel de cepa
(Albesharat y col., 2011; Murria, 2010). En este estudio se demuestra
que en el caso del género Lactobacillus la resolucion taxondémica de
MALDI-TOF MS alcanza, en general, hasta el nivel de especie,
siendo incapaz de discriminar a nivel de subespecie como puede
observarse en: Lactobacillus delbrueckii subsp., Lactobacillus
kefiranofaciens subsp., Lactobacillus aviarius subsp., Lactobacillus
paracasei subsp., Lactobacillus plantarum subsp., Lactobacillus
coryniformis subsp. y Lactobacillus sakei subsp. (figura 21). Ademas,
también se observa un bajo poder de resolucion para discriminar entre
las siguientes especies: L. animalis/L. murinus, L. rhamnosus/L. casei,
L. plantarum/L. pentosus, L. collinoides/L. paracollinoides, L.
kefiri/L.  parakefiri/L. buchneri/L. parabuchneri, L. zymae/L.
acidifarinae, L. graminis/L. curvatus, L. farraginis/L. parafarraginis,
coincidiendo en estos casos también con un poder de resolucion bajo
para el gen 16S rRNA.

Figura 21. Dendrograma de MALDI-TOF MS de todas las cepas de
Lactobacillus pertenecientes a la CECT, CIP, DSMZ y LMG. En rojo
aquellas cepas en las que se detectd una incorrecta clasificacion, una posible
contaminacion o un error en el etiquetado. Los grupos comentados en el texto
estan marcados por un asterisco.
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L. versmoldensis DSM 148577
L. versmoldensis LMG 219297
L. versmoldensis CIP 1079317
L. versmoldensis CECT 57737
L. tuccetiDSM 201837

L. tucceti CECT 59207
L. nodensis DSM 196827

L. mindensis LMG 219327

L. mindensis DSM 145007

L. kimchii LMG 198227

Lactobacillus sp. DSM 20182

L. farciminis LMG 92007

L. farciminis D SM 201847

Lactobacillus sp. CECT 5927

L. farciminis CIP 1031367

L. farciminis CECT 5717

L. kimchii DSM 139617

L. kimchii CIP 1070197

L. bobalius DSM 196747

L. bobalius CIP 1099267

L. bobalius CECT 73107

L. alimentarius LMG 91877

L. alimentarius DSM 202497

L. alimentarius DSM 20181

L. alimentarius CECT 5707

L. thailandensis DSM 226987

L. thailandensis CIP 1098847

L. iners LMG 189147

L. iners DSM 133357

L. iners CIP 1059237

L. algidus LMG 198727

L. algidus DSM 156387

L. jensenii D SM 205577

L. jensenii LMG 64147

L. jensenii CIP 69.177

L. jensenii CECT 43067

L. delbrueckii subsp. lactis CECT 282

L. equicursoris DSM 192841

L. delbrueckii subsp. delbrueckiiDSM 200741
L. delbrueckii subsp. lactis CIP 54.4

L. delbrueckii subsp. lactis DSM 20355

L. delbrueckii subsp. lactis CIP 53.61

L. delbrueckii subsp. delbrueckii CIP 57.8T
L. delbrueckii subsp. lactis LMG 79427

L. delbrueckii subsp. lactis DSM 200727

L. delbrueckii subsp. lactis CIP 1010287

L. delbrueckii subsp. delbrueckii LMG 64127
L. delbrueckii subsp. delbrueckii CECT 286T
L. delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 200817
L. delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 20080
L. delbrueckii subsp. bulgaricus CIP 1010277
L. delbrueckii subsp. bulgaricus LMG 69017
L. delbrueckii subsp. bulgaricus CECT 40057
L. kalixensis LMG 221157

L. amylolyticus LMG 187967

L. amylolyticus DSM 116647

L. gasseri CIP 103699

L. johnsonii CIP 1036207

L. johnsonii LMG 94367

L. johnsonii DSM 105337

L. iatae DSM 214147

L. taiwanensis DSM 214017

L. johnsonii CECT 289

L. gasseriDSM 20077

L. gasseriLMG 92037

L. gasseriDSM 202437

L. gasseriCIP 1029917

L. gasseri CECT 44797
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L. intestinalis D SM 66297
L. intestinalis CIP 104793
L. kalixensis DSM 160437
L. kalixensis CIP 1099097
L. hamsteri LMG 107547
L. hamsteriDSM 56617
L. crispatus LMG 94797
L. crispatus DSM 205847
L. crispatus CIP 1029907
L. crispatus CECT 48407

L. kefiranofaciens subsp. kefirgranum CIP 1042417

L. kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens CIP 1033077
L. kefiranofaciens subsp. kefirgranum LMG 151327

L. kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens LMG 191497
L. kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens DSM 50167
L. kefiranofaciens subsp. kefirgranum CECT 59197

L. kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens CECT 59547

L. helveticus CIP 1031467
L. helveticus LMG 64137

L. helveticus DSM 200757
L. helveticus CECT 43057
L. helveticus CIP 76.19

L. helveticus CECT 800

L. helveticus CECT 403

L. acidophilus CIP 76.13T
L. ultunensis LMG 221177
L. ultunensis DSM 160477
L. amylovorus CIP 1029897
L. amylovorus CECT 41327
L. gallinarum LMG 94357
L. gallinarum DSM 105327
L. gallinarum CIP 1036117
L. kitasatonis LMG 231337
L. kitasatonis DSM 167617
L. amylovorus LMG 94967
L. amylovorus DSM 205317
L. amylovorus DSM 166987
L. amylovorus CIP 109151
L. acidophilus DSM 20242
L. acidop hilus DSM 9126

L. acidophilus DSM 200797
L. acidophilus CIP 103597
L. acidop hilus LM G 94337
L. acidophilus CIP 103595
L. acidophilus CECT 4179
L. acidophilus CECT 9037
L. acidophilus CECT 362

L. acetotolerans DSM 207497
L. acetotolerans CIP 1031807
L. acetotolerans CECT 40197
L. saerimneri LMG 220877
L. saerimneri D SM 160497
L. saerimneri DSM 16027
L. equiDSM 1583371

L. equi LMG 217487

L. camelliae DSM 226977
L. camelliae CIP 1098837
L. salivarius LMG 94777

L. salivarius DSM 205557

L. salivarius subsp. salicinius CIP 1031557

L. salivarius DSM 20554

L. salivarius CECT 40637
L. salivarius CIP 1031407

L. salivarius CECT 4062

L. aviarius subsp. araffinosus CIP 103145

L. oeni CIP 1100397
L. oeni DSM 199727
L. 0eni CECT 73347
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L. vini CECT 59247

L. viniDSM 206057

L. vini CIP 1092617

L. viniLMG 232027

L. rennini LM G 239027

L. cacaonum LMG 242857

L. cacaonum DSM 211167
L. catenaformis LMG 235597
L, catenaformis DSM 205597
L. catenaformis CIP 1048177
L. catenaformis CECT 41407
L. capillatus DSM 199107

L. mali CECT 41497

L. mali DSM 204837

L. mali CIP 1031437

L. hordei LMG 242417

L. hordei DSM 195197

L. hordei CIP 1098927

L. uvarum DSM 199717

L. uvarum CIP 1099597

L. uvarum CECT 73357
L. aquaticus DSM 210517
L, aquaticus CECT 73557

L. bifermentans LMG 98457
L. bifermentans DSM 200037
L. agilis CIP 1012647

L. agilis LMG 91867

L. agilis DSM 205097

L. agilis CECT 41317

L. homohiochii CIP 1031417
L. homohiochii DSM 205717
L. homohiochii CECT41367
L. fructivorans LMG 92017

L. fructivorans DSM 202037
L. fructivorans CIP 1030427
L. fructivorans CECT 47857
L. psittaci DSM 15354

L. aviarius subsp. aviarius LMG 107537
L. aviarius subsp. aviarius CIP 1031447
L. aviarius subsp. araffinosus DSM 206537
L. aviarius subsp. aviarius DSM 206557
L. ruminis DSM 204037

L. ruminis CIP 1031537

L. ruminis CECT 77857

L. ceti CIP 1098477

L. cetiDSM 224087

L. cetiCECT 71857

L. apodemiDSM 166347

L. apodemi CIP 108913

L. murinus DSM 204527

L. murinus CECT 41357

L. murinus LMG 141897

L. animalis LMG 98437

L. murinus CIP 1048187

L. animalis CIP 1031527

L. animalis CECT 40607

L. animalis DSM 206027

L. zeae LMG 173157

L. rhamnosus LMG 64007

L. caseiLMG 69047
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L. paracasei subso. paracasei D SM 46331
L. paracasei subsp. paracasei D SM 4905
L. paracasei subsp. paracasei D SM 20006
L. paracasei subsp. paracasei D SM 56227
L. paracasei subsp. paracasei CIP 107868
L. paracasei subsp. paracasei CECT 981

L. paracasei subsp. paracasei CECT 40227
L. paracasei subsp. paracasei CECT 4583
L. paracasei subsp. paracasei CECT 277
L. paracasei subsp. paracasei LMG 130877
L. paracasei subsp. tolerans LMG 91917

L. paracasei subsp. tolerans DSM 202587
L. paracasei subsp. tolerans CIP 1030247
L. paracasei subsp. paracasei LMG 9438
L. paracasei subs. tolerans CECT 41757

L. paracasei subsp. paracasei CIP 1039187
_ L. paracasei subsp. paracasei D SM 20020

L. paracasei subsp. paracasei DSM 20312
L. paracasei LMG 91927

L. paracasei DSM 20008

L. rhamnosus CECT 288

L. rhamnosus D SM 20247

L. rhamnosus D SM 20245

L. rhamnosus D SM 200217

L. zeae DSM 201787

L. caseisubsp. casei CECT 4757

L. rhamnosus CIP 57.6

L. rhamnosus CECT 2787

L. caseiDSM 200117

L. rhamnosus CIP A157T

L. casei CIP 1031377

L. dextrinicus CIP 1034077

L. dextrinicus LMG 114857

L. dextrinicus DSM 203357
L. dextrinicus CECT 47917
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ingluviei DSM 147927
ingluviei LMG 203807
ingluviei DSM 1594 67
pontis LMG 141877
pontis DSM 84757
vaginalis DSM 58377
vaginalis CIP 1059327
vaginalis CECT 40897
oris DSM 48647

oris LMG 98487

oris CIP 1051627
oris CECT 40217

L. salivarius LMG 9476

L. reuteri LMG 135577

L. reuteri CIP 1018877

L. reuteriDSM 200167

L. reuteri CECT 9257

L. frumenti LMG 194737

L. frumenti DSM 131457

L. frumenti CIP 1069227

L. equigenerosi DSM 187937

L. equigenerosi CIP 1098347

L. secaliphilus LMG 241647

L. secaliphilus DSM 178967

L. oligofermentans DSM 157077
L. oligofermentans LMG 227437

oligofermentans CIP 1099117
mucosae LMG 195347
suebicus LMG 114087
suebicus DSM 50077
suebicus CIP 1034117
suebicus CECT 59177
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vaccinostercus LMG 92157
vaccinostercus DSM 206347
vaccinostercus CIP 1028077
vaccinostercus CECT 59257
mucosae DSM 13346
mucosae DSM 133457

L. fermentum LMG 69027

L. fermentum DSM 20391

L. fermentum DSM 200557

L. fermentum CIP 53.163

L. fermentum DSM 200527

L. fermentum CIP102980T

L. fermentum CECT 40077

L. fermentum CECT 5627

L. fermentum CECT 285

L. coleohominis LMG 215917

L. coleohominis DSM 140607

L. coleohominis CIP 1068207

L. hayakitensis LMG 244907

L. hayakitensis DSM 189337

L. hayakitensis CIP 1098857

L. perolens LMG 189367

L. perolens DSM 127447

L. perolens CECT 59557

L. harbinensis LMG 240407

L. harbinensis DSM 16991

L. siliginis DSM 226967

L. rimae LMG 229727

L. rimae DSM 158147

L. nageliiLMG 215937

L. nagelii CIP 1076477

L. nageliiDSM 136757

L. nagelii CECT 59837

L. ghanensis DSM 186307

L. ghanensis CIP 1096167

L. acidipiscis LMG 198207

L. acidipiscis DSM 158367

L. acidipiscis DSM 15353

L. plantarum CECT 4180

L. plantarum DSM 20205

L. plantarum subsp. plantarum LMG 69077
L. plantarum subsp. argentoratensis LMG 92057
L. pentosus LMG 107557

L. pentosus DSM 203147

L. pentosus CIP 1031567

L. plantarum CECT 4528

L. pentosus CECT 40237

L. plantarum subsp. plantarum DSM 201747
L. plantarum subsp. argentoratensis DSM 163657
L. plantarum CECT 220

I nlantarum CFCT 749

L. plantarum subsp. plantarum CECT 748T
L. paraplantarum CECT 5787

L. paraplantarum CECT 5783

L. fabifermentans LMG 2428471
L. fabifermentans DSM 211157
L. malefermentans CIP 1033677
L. malefermentans DSM 57057
L. malefermentans DSM 20177
L. malefermentans LMG 114557
L. malefermentans CECT 59287
L. kunkeei LM G 189257

L. kunkeei DSM 123617

L. composti DSM 18527

L. sanfranciscensis LMG 160027
L. sanfranciscensis CIP 1032527
L. sanfranciscensis DSM 20663
L. sanfranciscensis DSM 204517
L. sanfranciscensis CIP 102982
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L. lindneri CECT 59577

L. lindneri CIP 1029837

\_‘_ L. lindneri DSM 206907

L. paracollinoides CECT 5926
L. collinoides CIP 1030087

L. collinoides CECT 9227

L. paracollinoides DSM 20197
L. paracollinoides DSM 155027
L. paracollinoides LMG 224737
L. paracollinoides CIP 1083947
L. collinoides DSM 205157

L. collinoides LMG 91947

L. sharpeae LMG 92147

L. sharpeae DSM 20505

L. sharpeae DSM 20506

L. sharpeae DSM 20504

L. diolivorans LMG 196677
L. diolivorans DSM 144217
L. diolivorans CIP 1074997
L. rapiDSM 199077

L. kisonensis DSM 199067

L. nantensis DSM 199087

L. kefiri LMG 94807

L. kefiriDSM 205877

L. kefiri DSM 20588

L. kefiri DSM 20485

L. parakefiriLMG 151337

L. parabuchneri CECT 57407
L. parabuchneriLMG 114577
L. parabuchneriDSM 57077

L. parabuchneri CIP 1033687
L. buchneriDSM 5987
L. buchneri CIP 1030237

L. parakefiriDSM 105517

L. parakefiri CIP 1042427

L. buchneri LMG 68927

L. buchneriDSM 200577

L. buchneri CECT 41117

L. namurensis LMG 235837
| senmaizitkei DSM 217757
L. senmaizukei CIP 1098867
L. brevis CECT 216
Lactobacillus sp. DSM 6265
L. brevis DSM 1268

L. brevis CIP 103474

L. brevis LMG 69067
Lactobacillus sp. LMG 145277
L. brevis D SM 20556

L. brevis DSM 6235

L. brevis DSM 1267

L. brevis DSM 200547

L. brevis CIP 1028067

L. brevis CIP 105137

L. brevis CECT 5354
Lactobacillus sp. CECT 5918
L. brevis CECT 5172

L. brevis CECT 4669

L. brevis CECT 41217

L. namurensis DSM 191177
L. namurensis CIP 1094987
L. hammesii LMG 230747

L. hammesiiDSM 16382

L. hammesiiDSM 163817
L. spicheri LMG 218717

L. spicheri DSM 154927

L. zymae LMG 221987

L. acidifarinae LMG 222007
L. zymae CIP 108703

L. zymae DSM 193957

L. acidifarinae DSM 193947
L. acidifarinae CIP 1087027
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L. renniniDSM 20254

L. renniniDSM 202537

L. rennini CIP 1091727

L. rennini CECT 5923

L. rennini CECT 59227

L. hilgardii CIP 1030077

L. hilaardii DSM 201767

L. hilgardii LMG 68957

L. hilqardii CECT 4786

L. parafarraginis LMG 241417
L. parafarraginis DSM 183907
L. farraginis LMG 241407

L. farraginis DSM 183827

L. parafarraginis CIP 1095687
L. farraginis CIP 1095677

L. amylotrohicus LMG 114007
L. amylotrohicus DSM 205347
L. amylophilus CIP 1029887
L. amylophilus LMG 69007
amylophilus CECT 41337
amylophilus DSM 205337
amylophilus DSM 205337

vitulinus DSM 204057
coryniformis subsp. torquens CECT 41297

coryniformis subsp. torquens CIP 1031347
coryniformis subsp. coryniformis LMG 91967
coryniformis subsp. torquens LMG 91977
coryniformis subsp. torquens DSM 200047
coryniformis subsp. coryniformis DSM 200017
L. coryniformis subsp. coryniformis CIP 1031337
L. coryniformis subsp. coryniformis CECT 9827
L. concavus LMG 227397

L. concavus DSM 177587

L. manihotivorans LMG 180107

L. manihotivorans D SM 133437

L. manihotivorans CIP 1058517

L. fucheunsis DSM 14342

L. fucheunsis DSM 14341

L. fucheunsis LMG 216697

L. fucheunsis DSM 143407

L. sakeisubs. carnosus LMG 173027

L. sakeisubsp. sakei CECT 9067

L. sakeisubsp. carnosus CIP 1098727

L. sakeisubsp. carnosus CECT 57667

L. sakeisubsp. carnosus LMG 18295

L. sakeisubsp. carnosus DSM 158317

L. sakeisubsp. carnosus CIP 1054227

L. sakeisubs. carnosus DSM 15740

L. sakeisubsp. sakei CIP 1031397
L. sakei DSM 20494

L. sakeisubsp. sakei DSM 200177

L. sakei CIP 104494

L. graminis CIP 1051647

L. graminis CECT 40177

L. curvatus subsp. curvatus LMG 91987
L. curvatus subsp. curvatus CIP 1029927
L. curvatus subsp. curvatus CECT 9047
L. graminis LMG 98257

L. curvatus subsp. curvatus DSM 200197
L. graminis DSM 207197

L. graminis DSM 20721

L. graminis DSM 20720
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Mediante MALDI-TOF MS, y gracias a la alta sensibilidad y
reproducibilidad de la técnica, se detectaron varias incidencias con
cepas en las que se habia producido una clasificacion inadecuada, una
contaminacion o un error de etiquetado (figura 22), permitiendo un

exhaustivo curado de las cepas pertenecientes al género Lactobacillus

depositadas en la CECT.
_E L. plantarum subsp. plantarum LMG 69077
L. plantarum DSM 20205

L. plantarum subsp. plantarum DSM 201747
L. plantarum CECT 220
L. plantarum subsp. plantarum CECT 748"
L. plantarum CECT 749
L. malefermentans CECT 5956

|— L. malefermentans CECT 7875

L. malefermentans LMG 114557
L. malefermentans CIP 1033677
L. malefermentans DSM 20177
L. malefermentans DSM 57057
L. malefermentans CECT 59287
L. ruminis DSM 204037

L. ruminis CIP 1031537

L. ruminis CECT 77857

L. animalis LMG 98437
L. animalis DSM 206027
L. animalis CIP 1031527

—

L. animalis CECT 40607

L. ruminis CECT 40617

L. homohiochii DSM 205717

— L. homohiochii CIP 1031417
—L L. homohiochii CECT4136"

|— L. acetotolerans CECT 40197

L. homohiochii DSM 20351

L. homohiochii CECT 983

L. acetotolerans DSM 207497
L. acetotolerans CIP 1031807

| | | | | | | | | | |
1000 900 800 700 600 500 400 300 200 100 O

Distance Level

Figura 22. Dendrograma de MALDI-TOF MS de cepas de Lactobacillus
donde se detectdo una clasificacion incorrecta de la cepa, una posible
contaminaciéon o un error en el etiquetado de la misma (en rojo) y su
subsanacion (en verde).
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Como puede observarse en la figura 22, la cepa L.
malefermentans CECT 5956 (en rojo) se agrupa con L. plantarum y
no con L. malefermentans, como cabria esperar. Asimismo,
atendiendo a los valores de log(score), L. malefermentans CECT 5956
presenta un log(score) de 2,241 con respecto a L. plantarum CECT
748" y de 0,419 con respecto a L. malefermentans CECT 5928". Para
confirmar los resultados obtenidos por MALDI-TOF MS se analizo el
gen 16S rRNA, obteniéndose un 99,9% de similitud con la secuencia
de la cepa tipo de L. plantarum. La cepa CECT 5956 fue depositada
en la CECT en el afio 2001 procedente de la cepa L. malefermentans
DSM 20177, que a su vez procede de la ATCC 11305 y ésta de la
NCIMB 8516 (figura 23). Puesto que la cepa DSM 20177 se une al
grupo de L. malefermentans, y dado que, segin su historia de
deposito, la cepa 5956 procede de la cepa DSM 20177, hay que
asumir que el error se produjo en la CECT durante su procesamiento,
ya que de esta cepa sélo existe un lote y se confirmo el resultado en
varias unidades del mismo. Por ello, se procedié a su eliminacion
como cepa suministrable del catdlogo de la CECT. Posteriormente, se
volvié a solicitar la cepa a la DSMZ, numerandose este nuevo
deposito como CECT 7875, y tras ser sometida al control por
MALDI-TOF MS, se confirmdé que casaba con el grupo L.
malefermentans tanto por el dendrograma (figura 22, en verde), como
por el valor de log(score) que fue de 2,365 con respecto a L.
malefermentans CECT 5928".
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Figura 23. Historia de deposito de las cepas equivalentes de Lactobacillus
malefermentans CECT 5956. Fuente: StrainInfo.

Del mismo modo, se observd que el perfil de L. ruminis
CECT 4061" no casaba con el del grupo de L. ruminis, sino que se
unia a L. animalis (Figura 22, en rojo). El valor de log(score) de L.
ruminis CECT 4061" fue de 2,348 con respecto a L. animalis CECT
4060" y de 0,509 con respecto a L. ruminis CIP 103153". En este caso
la secuenciacion del gen 16S rRNA, también confirmo6 los resultados
obtenidos por MALDI-TOF MS, ya que se obtuvo un 99,9% de
similitud con la secuencia de la cepa tipo de L. animalis y sélo un
93,5% con la de L. ruminis. En la historia de depdsito de L. ruminis
CECT 4061" (figura 24) puede observarse, que la cepa original (RF1)
fue depositada por M. J. Lathan, uno de los coautores que describieron
la especie, en la NCDO con el nimero 2029, y por M. E. Sharpe, otro
de los coautores, en dos colecciones diferentes, la ATCC (ATCC
27780) y la DSMZ (DSM 20403) (Sharpe y col., 1973). La cepa L.
ruminis CECT 4061" procede de la NCDO. Debido a que su
equivalente de la CIP (CIP 103153") también procede de la NCDO y
su identidad es correcta, y sabiendo que el primer lote de liofilos de la
cepa CECT 4061" se obtuvo el 13 de marzo de 1990, fecha que
coincide con la obtencion del primer lote de la cepa L. animalis CECT
4060", es probable que hubiera una contaminacién o bien una
confusion y se etiquetara L. animalis como L. ruminis. La cepa L.
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ruminis CECT 4061" se eliminé del catalogo de cepas suministrables,
y se sustituy6 por la cepa CECT 7785" procedente de la DSMZ. L.
ruminis CECT 7785" (figura 22, en verde) se agrupa con sus cepas
equivalentes de la CIP y DSMZ (CIP 103153, DSM 20403").

Lathan RA Sharpe RF1
strain RF1
RF1
RF1,

NCDO 2029 ATCC 27780 DSMZ 20403
DSM 20403

( CECT 4061 ) ( N(rslzm ) ( JCM 1152 ) ( LMG 10756 ) ((cn(mszn ) ( CECT 7785 )
| e :
( P 103153 ) ( CCUG 39465 ) (Nnclnzlsl ) ( BCRC 14620 )

( KCTC 3601 ) (N(IH!?HM!) ( NRIC 1689 ) (Muu.s-mnss) (erT E-97852 ) “"’;52:5’

Figura 24. Historia de deposito de las cepas equivalentes Lactobacillus
ruminis CECT 4061". Fuente: StrainInfo.

También se observd que la cepa L. homohiochii CECT 983
(figura 22, en rojo) casaba con su equivalente de la DSMZ (L.
homohiochii DSM 20351), sin embargo, ambas cepas distaban del
resto de L. homohiochii agrupandose con L. acetotolerans. L.
homohiochii CECT 983 presenta un log(score) de 2,302 con respecto
a L. acetotolerans CIP 103180" y de 0,064 con respecto L.
homohiochii CIP 1031417, y L. homohiochii DSM 20351 presenta un
log(score) de 2,141 con respecto a L. acetotolerans CIP 103180" y de
0,347 con respecto L. homohiochii CIP 103141". Mediante la
secuenciacion del gen 16S rRNA se confirmo el resultado obtenido
por MALDI-TOF MS, obteniéndose un 100% de similitud con la
secuencia de la cepa tipo de L. acetotolerans. La historia de depdsito
de L. homohiochii CECT 983 (figura 25) muestra que la cepa original
(S34) tiene dos lineas de deposito diferentes, fue depositada en la
DSMZ (DSM 20351), mas tarde la DSMZ proporcioné la cepa a la
NCFB (NCFB 2402), y desde 1a NCFB lleg6 a la CECT (CECT 983).
Paralelamente, la cepa S34 fue depositada en la RIB, y después en la
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NBRC (IFO) donde se suministré6 a ATCC y JCM. Considerando que
la DSMZ recibi6 la cepa directamente del depositante, se concluyo
que probablemente la cepa original depositada no estaba
correctamente clasificada, lo que queda ahora reflejado en los
catadlogos on-line de la CECT y DSM, siendo ambas cepas
renombradas como L. acetotolerans. En este caso, no se ha
considerado necesario el redeposito, puesto que no se trata de una
cepa tipo y porque se asume que en su origen estaba mal identificada.

Nosiro 5-34 534

K Nosiro 5-34

DSMZ 20351 mnnu

DSM 20351

NCDD 2402 NBRC 13121

IF0 13121

( NCFB 2402 ) ( ATCC 27745 ) ( lcmrsza )
( (Er:_rsn ) ( Lm;unl )

( LMG 11452 ) (N(mn?nun:)

Figura 25. Historia de deposito de las cepas equivalentes de Lactobacillus
homohiochii CECT 983. Fuente: StrainInfo.

Después de generar una libreria curada de MALDI-TOF MS
para el género Lactobacillus, y una vez se hubo determinado la

sensibilidad de la técnica, es decir, su capacidad para discriminar entre
especies de dicho género, y conociendo por otro lado sus limitaciones,
en este caso su incapacidad para diferenciar entre determinadas
especies (L. animalis/L. murinus, L. rhamnosus/L. casei, L.
plantarum/L. pentosus, L. collinoides/L. paracollinoides, L. kefiri/L.
parakefiri/L. buchneri/L. parabuchneri, L. zymae/L. acidifarinae, L.
graminis/L. curvatus, L. farraginis/L. parafarraginis) y de discriminar
a nivel de subespecie, se procedié a utilizar MALDI-TOF MS como
herramienta rutinaria en el proceso de autentificacion, realizado justo
después de la generacion de nuevo lote de lidfilos. Asi pues, a modo

115



Resultados y Discusion

de ejemplo se muestra la figura 26, donde se procedid a la
autentificacion de cepas comparando los perfiles obtenidos del nuevo
lote preparado con los del lote anterior. El dendrograma (figura 26)
muestra una correcta autentificacion tanto para L. delbrueckii subsp.
bulgaricus CECT 4005", como para L. agilis CECT 4131" y L.
acidophilus CECT 903". Los valores de log(score) obtenidos fueron
para L. delbrueckii subsp. bulgaricus CECT 4005" lote nuevo de
2,662 con respecto a L. delbrueckii subsp. bulgaricus CECT 4005"
lote anterior y de 1,574 con respecto a L. delbrueckii subsp.
delbrueckii CECT 286", para L. acidophilus CECT 903" lote nuevo de
2,455 con respecto a L. acidophilus CECT 903" lote anterior y de
2,348 con respecto a L. acidophilus CECT 362, y para L. agilis CECT
41317 lote nuevo de 1,757 con respecto a L. agilis CECT 41317 lote
anterior. Como ocurre con otras especies, en el caso de L. agilis el
valor de log(score) por encima del cual dos cepas pertenecen a la
misma especie (e incluso en este caso a la misma cepa) esta por debajo
de 2, a pesar de que en el dendrograma aparecen separados por un
nivel de distancia muy bajo, lo que indica que no es posible trabajar
con valores de corte absolutos y que la interpretacion debe hacerse por
personal con experiencia y analizando el conjunto de datos.

L. delbrueckii subsp. delbrueckii CECT 2867

[ L. delbrueckii subsp. bulgaricus CECT 40057 lote nuevo

L. delbrueckii subsp. bulgaricus CECT 40057 lote anterior

L. agilis CECT 41317 lote nuevo

+ L. agilis CECT 41317 lote anterior

L. acidophilus CECT 362

] L. acidophilus CECT 903 lote nuevo

L. acidophilus CECT 9037 lote anterior

I |
1000 900 800 700 600 500 400 300 200 100 O

Distance Level

Figura 26. Dendrograma de cepas de Lactobacillus autentificadas mediante
MALDI-TOF MS
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1.2 Analisis interlaboratorio de cepas de la familia
Leuconostocaceae

Un total de 107 cepas que representan 29 especies de la
familia Leuconostocaceae (4 Fructobacillus, 11 Leuconostoc, 12
Weissella y 2 Oenococcus) pertenecientes a la CECT, CIP y DSMZ
fueron analizadas mediante MALDI-TOF MS, con el fin de generar
una base de datos curada para su utilizacion en el proceso de
autentificacion de las cepas depositadas en las Colecciones de
Cultivos.

En el caso de la familia Leuconostocaceae la mayoria de las
cepas equivalentes estudiadas se agruparon de forma correcta, aunque
el nivel de distancia que las separa también dependid de la especie o
incluso de la cepa.

En la figura 27 se muestra un dendrograma de MALDI-TOF
MS de cepas de la CECT, CIP y DSMZ, donde se observa por un lado
que las cepas se agrupan por género y por especie de la forma
esperada, y por otro lado que la agrupacion generada entre las cepas
equivalentes es correcta, corroborando de este modo su equivalencia.

Basandose en el analisis de secuencia del 16S rRNA, el
género Leuconostoc es relativamente compacto, salvo la especie L.
fallax. Asi las especies L. argentinum, L. carnosum, L. citreum, L.
gasicomitatum, L. gelidum, L. kimchii, L. lactis, L. mesenteroides y L.
pseudomesenteroides presentan una similitud de secuencia de 97,1-
99,5%, mientras que L. fallax se queda a 94-95% del resto del género.
El género Oenococcus contiene dos especies bien diferenciadas O.
oeni y O. kitaharae. En el género Weissella se pueden apreciar cuatro
grupos, una de las ramas contiene a W. hellenica, W.
paramesenteroides y W. thailandensis, cuyas cepas tipo poseen entre
96,8-98,6% de similitud de secuencia del gen 16S rRNA, un segundo
linaje que comprende a W. cibaria y W. confusa, el tercer grupo que
engloba a W. minor, W. viridescens y W. halotolerans con una
similitud de secuencia del 16S rRNA del 96,8-99,1%, y la cuarta rama
esta formada por W. kandleri y W. koreensi (Schleifer y col., 2005;
Bjorkroth y col., 2006). El género Fructobacillus fue propuesto
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recientemente por Endo y Okada (2008) y engloba a las especies F.
pseudoficulneus, F. tropaeoli, F. ficulneus, F. durionis y F. fructosus.

El agrupamiento generado por MALDI-TOF MS (figura 27)
es congruente con el agrupamiento descrito basado en el gen 16S
rRNA. Respecto al género Leuconostoc, la agrupacion interna
observada mediante el andlisis de secuencia del gen 16S rRNA es la
misma que la observada por MALDI-TOF MS, pero tal y como se
muestra en el dendrograma (figura 27) la técnica no permite
discriminar entre L. gasicomitatum/L. gelidum/L. inhae. Los valores
de log(score) obtenidos al comparar cepas de la misma especie son
para L. gasicomitatum de 1,840-1,961, para L. gelidum de 2,020-
2,183, para L. inhae de 1,995-2,335, mientras que para L.
gasicomitaum/L. gelidum de 1,675-2,271, L. gasicomitatum/L.inhae
1,003-1,989, y para L. inhae/L. gelidum 1,283-2,013. El solapamiento
obtenido entre estos valores confirma la falta de capacidad de la
técnica para diferenciar entre estas especies. En el caso de L.
mesenteroides y L. pseudomesenteroides, ambas especies pueden ser
diferenciadas mediante MALDI-TOF MS, sin embargo, la cepa L.
pseudomesenteroides CIP 103325, queda dentro del grupo de L.
mesenteroides, lo cual es de extrafiar teniendo en cuenta que su
equivalente de la DSMZ (DSM 5624) se agrupa correctamente. En el
género Weissella se aprecian los cuatro grupos previamente descritos,
pero ademas hay otras dos especies, W. soli y W. ghanensis, que
quedan separadas del resto de los grupos, la ultima de ellas queda
incluso alejada del género Weissella (figura 27). Por otra parte, se
observa la incapacidad de la técnica para discriminar entre W. cibaria
y W. soli, lo que se corrobora mediante el valor de log(score) obtenido
que es 1,633-2,373 para W. cibaria, 1,925-2,385 para W. confusa y
1,020-2,033 entre ambas. Por ultimo, tanto el género Oenococcus
como Fructobacillus contienen especies que se separan correctamente
mediante MALDI-TOF MS. Ademas, mediante el valor de log(score)
se observa que O. oeni presenta un valor de 0,822-2,433, O. kitaharae
presenta un valor de 1,990-1,996, mientras que O. oeni/O. kitaharae
tiene un valor de 0,570-0,780, en este caso la técnica permite
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discriminar entre ambas especies, puesto que no hay solapamiento en
los valores de log(score) pero de nuevo se incumple la suposicion de
que el valor minimo para separar entre dos especies sea 2.

Figura 27. Dendrograma de MALDI-TOF MS de las cepas analizadas de la
familia Leuconostocaceae pertenecientes a la CECT, CIP y DSMZ.

Weissella koreensis DSM 158307
Weissella kandleri DSM 205937
Weissella kandleri CIP 1028097

Weissella kandleri CECT 43077

Weissella paramesenteroides DSM 5623
Weissella paramesenteroides DSM 202887
Weissella paramesenteroides CIP 102421
Weissella paramesenteroides CECT 42687
Weissella hellenica DSM 73787
Weissella hellenica CECT 70337
Weissella thailandensis DSM 158327
Weissella thailandensis CIP 106751
Weissella thailandensis CECT 70527
Weissella halotolerans DSM 201907
Weissella halotolerans CIP 1030057
Weissella halotolerans CECT 5737
Weissella minor DSM 200147

Weissella minor CIP 1029787

Weissella minor CECT 5727

Weissella viridescens DSM 20248
Weissella viridescens DSM 204107
Weissella viridescens CIP 1028107
Weissella viridescens CECT 283
Weissella soli DSM 144207

Weissella soli CECT 70317

Weissella confusa CECT 47077

Weissella cibaria DSM 14295

Weissella cibaria CIP 108011

Weissella confusa DSM 201967
Weissella confusa CIP 1031727
Weissella cibaria DSM 158787

Weissella cibaria CIP 1073767

Weissella cibaria CECT 70327
Oenococcus oeni DSM 202527
Oenococcus oeni DSM 20257
Oenococcus oeni DSM 20255
Oenococcus oeni DSM 10519
Oenococcus oeni CIP 1061447
Oenococcus oeni CECT 2177
Oenococcus kitaharae DSM 173307
Oenococcus kitaharae CIP 1094307
Weissella ghanensis DSM 199357
Fructobacillus fructosus DSM 203497
Fructobacillus fructosus CIP 1029857
Fructobacillus fructosus CECT 70887
Fructobacillus pseudoficulneus DSM 154687
Fructobacillus pseudoficulneus CIP 1093097

E Fructobacillus pseudoficulneus CECT 57597

ng ) ]

Fructobacillus ficulneus DSM 136137
Fructobacillus ficulneus CIP 1075937
Fructobacillus ficulneus CECT 57477

Fructobacillus durionis DSM 191137
—(jE Fructobacillus durionis CIP 1087617
Fructobacillus durionis CECT 70897
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Este estudio permiti6 la deteccion de algunos errores en el
etiquetado de las muestras, o incluso contaminaciones, como es el
caso de W. confusa DSM 20196" (figura 28, en rojo), que se agrupaba
con W. minor, mientras que las equivalentes de la CECT y de la CIP
se agrupaban correctamente. Por otro lado, W. minor DSM 20014"
(figura 28, en rojo) no casaba con el grupo de W. minor, sino con W.
confusa, mientras que sus equivalentes de la CECT y CIP si lo hacian.

Weissella minor CECT 5727
Weissella minor CIP 1029787

Weissella minor DSM 200147

Weissella confusa DSM 201967
Weissella confusa DSM 201967

Weissella minor DSM 200147
Weissella confusa CIP 1031727

Weissella cibaria DSM 158787

Weissella cibaria CIP 1073767
Weissella confusa CECT 47077
Weissella cibaria CECT 70327
Leuconostoc fallax CIP 1048557

Leuconostoc fallax DSM 201897

Leuconostoc fallax CECT 70877

Leuconostoc lactis CIP 1024227

l Leuconostoc lactis DSM 202027

Leuconostoc lactis CECT 41737
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Figura 28. Dendrograma de MALDI-TOF MS de cepas de la familia
Leuconostocaceae donde se detectd una incorrecta clasificacion de la cepa,
una posible contaminacion o un error en el etiquetado de la misma (en rojo) y
su subsanacion (en verde).

La historia de deposito de la cepa tipo de W. confusa (548-D)
muestra que fue depositada en dos colecciones distintas, la ATCC
(ATCC 10881) y la NCIB (NCIB B-1064). La DSMZ adquirio la cepa
de la ATCC, y las cepas de la CIP y CECT proceden de la NCIB
(figura 29). Mientras que la historia de depdsito de W. minor DSM
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20014" (figura 30), muestra que la cepa original fue depositada en 2
colecciones, en la DSMZ y en la NCIMB. Dado que la cepa W. minor
CECT 572" procede de la DSM 20014" y se agrupa con W. minor
como cabria esperar, se procedid a abrir un nuevo liofilo de W. minor
DSM 20014 y de W. confusa DSM 20196", para obtener de nuevo los
perfiles proteicos mediante MALDI-TOF MS. Estos nuevos perfiles
proteicos obtenidos fueron correctos (figura 28, en verde), por lo que
se dedujo que simplemente hubo un error en el etiquetado de las
muestras durante su primer procesamiento.

T ar 54169
Mctleskey 548-D.
McCleskey 548D

McClesky 548
548-D

TCC 10881 ;
1
DSM 20196 ( LMG 6898 ) ( LMG 9497 ) ( NCB 9311 )
1

..........................................

1

|7\ I T
( Mitsuoka S8-9 ) ( VTT E-90393 ) ( P103172 ) ( NCDO 1586 ) m
i
—m—

(m ( CECT 4707 ) Cﬁm:zmu )
BLOG64 ) ( NCFB 540 ) ( NCFB 586 )

D

Figura 29. Historia de deposito de las cepas equivalentes de Weissella
confusa DSM 20196". Fuente: StrainInfo.

am
- s
= eFry

KCTC 3604

Figura 30. Historia de deposito de cepas equivalentes de Weissella minor
DSM 20014". Fuente: StrainInfo.
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Por tltimo, se detectd que L. fallax CIP 104855" no casaba
con sus equivalentes de la CECT y DSMZ (L. fallax CECT 7087 y L.
fallax DSM 20189") (figura 28, en rojo). Posteriormente, la CIP
confirmé mediante la secuenciacion del gen 16S rRNA que la cepa
conservada y procesada correspondia a Lactobacillus hilgardii, por lo
que la eliminaron de su catalogo on-line.

Una vez curada la base de datos de MALDI-TOF MS para la
familia Leuconostocaceae, y sabiendo que la resolucion taxonomica
para dicha familia alcanza hasta el nivel de especie, siendo incapaz de
discriminar a nivel de subespecie como puede observarse en L.
mesenteroides subsp., y que la técnica presenta un bajo poder de
resolucion para discriminar entre las siguientes especies: L.
mesenteroides/L. pseudomesenteroides, L. inhae/L. gasicomitatum/L.
gelidum y W. confusa/W. cibaria, se empled la técnica como
herramienta de autentificacion, tal y como muestra la figura 31, donde
se observan resultados satisfactorios tanto para L. mesenteroides
subsp. dextranicum como para O. oeni, siendo el valor de log(score)
para L. mesenteroides subsp. dextranicum 1,235-1,533 entre los lotes
y 1,525-2,382 para O. oeni. — 0. ceniCECT 217" lote nuvo

L 0. eni CECT 2177 lote anterior
L. inhae CECT 70267
L. gelidum CECT 40267

L. gasicomitatum CECT 57677
L. lactis CECT 41737
—|: L. citreum CECT 40257
L. carnosum CECT 40247
L. fallax CECT 70877

L. pseud ides CECT 40277

L. mesenteroides subsp. cremoris CECT 8727

L oides SUbSp. oides CECT 8917

I: L. oides subsp. d icum CECT 9127 lote nuevo

L oides subsp. d icum CECT 9127 lote anterior
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. Distance Level .
Figura 31. Dendrograma de la cepa de Leuconostoc mesenteroides subsp.
dextranicum CECT 912" y O. oeni CECT 217" autentificadas mediante

MALDI-TOF MS.
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1.3 Analisis interlaboratorio de cepas de otros géneros de
Bacterias Lacticas
En este apartado de la presente tesis doctoral se analizaron los
perfiles obtenidos por MALDI-TOF MS de 45 cepas pertenecientes a
3 géneros que forman parte del grupo de Bacterias del Acido Léctico
pertenecientes a la CECT y DSMZ: 24 de Carnobacterium; 9 de
Lactococcus y 12 de Pediococcus.

Como puede observarse en la figura 32, el dendrograma
generado por MALDI-TOF MS muestra que para estas cepas existe
una correcta separacion a nivel de género y a nivel de especie.
Respecto al género Pediococcus mediante la secuenciacion del gen
16S rRNA se ha descrito la dificultad para separar entre P. acidilactici
y P. pentosaceus (Hammes y col., 2006 b), MALDI-TOF MS
permite la separacion de ambas especies, tal y como se muestra en el
dendrograma de la figura 32. Ademas, el valor de log(score) obtenido
es 1,927-1959 para P. pentosaceus y 1,102-0,618 para P.
acidilactici/P. pentosaceus. La falta de solapamiento en estos valores
indica una buena discriminacién entre ambas especies. Asimismo,
mediante secuenciacion del gen 16S rRNA es conocida la estrecha
relacion existente entre P. damnosus, P. parvulus y P. inopinatus. El
estudio llevado a cabo en esta tesis doctoral, solo incluye a las dos
primeras especies, las cuales quedan proximas entre si, pudiendo ser
diferenciadas (figura 32), lo que se corrobora también con el valor de
log(score) que es 1,762-1,810 para P. damnosus y 0,705-0,816 para P.
damnosus/P. parvulus.

Igualmente, MALDI-TOF MS permite una correcta
separacion a nivel de especie en el género Lactococcus (figura 32),
siendo capaz de discriminar incluso a nivel de subespecie en el caso
de L. lactis subsp. lactis y L. lactis subsp. cremoris, donde se observa
que no hay solapamiento en el valor de log(score) puesto que dicho
valor para L. lactis subsp. lactis es 2,004-2,043, mientras que para L.
lactis subsp. lactis/L. lactis subsp. cremoris es 1,114-2,000.
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Figura 32. Dendrograma de MALDI-TOF MS de cepas de Bacterias del
Acido Lactico (Carnobacterium, Lactococcus y Pediococcus) pertenecientes
ala CECT y DSMZ.

1 Pediococcus soyae DSM 20338
L pediococcus soyae DSM 20337
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Para el género Carnobacterium también se consigue una
correcta agrupacion. Ademas, pese a que en el dendrograma no se
observa claramente la distincion entre C. alterfunditum y C.
pleistocenium (figura 32), C. alterfunditum presenta un valor de
log(score) 2,331-2,730 mientras que para C. alterfunditum/C.
pleistocenium es 1,872-2,206, de modo que al no existir solapamiento
entre estos valores seria posible la distincion de ambas especies.

Una vez determinada la resolucion taxondémica de MALDI-
TOF MS para los géneros Carnobacterium, Lactococcus 'y
Pediococcus y obtenida la libreria, se procedio6 a usar la técnica como
técnica de autentificacion. En la figura 33, se muestra un dendrograma
llevado a cabo tras la generacion de un nuevo lote de lidfilos de la
cepa C. divergens CECT 4016", donde se observa que el perfil de la
cepa del lote nuevo casa con el perfil de la cepa del lote anterior. El
valor de log(score) obtenido para estos dos perfiles fue 2,706-2,778.
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Figura 33. Dendrograma de la cepa de Carnobacterium divergens CECT
4016" autentificada mediante MALDI-TOF MS.
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1.4 Analisis de cepas del género Pseudomonas

Se analizaron 118 cepas del género Pseudomonas
pertenecientes a la CECT, CIP y DSMZ mediante MALDI-TOF MS,
lo que permiti6 el curado de las cepas depositadas en las colecciones y
la generacion de una base de datos para futuras autentificaciones.

En la década de los 90, gracias a la comparacion de secuencias
del gen 16S rRNA y algunas otras técnicas taxondmicas como la
hibridacion de acidos nucleicos, se reevalud la clasificacion de las
especies del género Pseudomonas. Un buen numero de ellas fueron
reclasificadas en otros géneros, incluso fuera de las
Gammaproteobacterias (Moore y col., 1996; Anzai y col., 2000). Sin
embargo, el poder de resolucion del gen 16S rRNA para las especies
que se retuvieron en el género Pseudomonas resulta muy bajo, por lo
que se realizaron adicionales estudios basandose en las secuencias
parciales de cuatro genes esenciales (16S rRNA, gyrB, rpoB y rpoD),
de modo que se divideron las especies del género Pseudomonas en
dos grupos intragénicos principales, el grupo llamado P. aeruginosa y
el grupo P. fluorescens. El linaje P. aeruginosa esta a su vez formado
por tres grupos (Mulet y col., 2010):

- Grupo de P. aeruginosa formado por 11 especies, entre las que
se encuentra P. aeruginosa y P. alcaligenes.

- Grupo de P. oleovorans, que engloba a, P. oleovorans, P.
pseudoalcaligenes, P. mendocina y P. alcaliphila.

- Grupo de P. stutzeri, formado por P. stutzeri, P. azotifigens, P.
balearica 'y P. xanthomarina.

El linaje de P. fluoresecens esta formado por tres grupos:

- Grupo de P. fluorescens, que a su vez estd formado por varios
subgrupos:

« Subgrupo P. fluorescens que engloba a 20 especies. Forman
parte de este subgrupo las especies: P. simiae, P. tolaasii, P.
fluorescens y P. marginalis.

« Subgrupo P. gessardi con 5 especies.
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« Subgrupo P. fragi formado por 5 especies, entre las cuales
se encuentran P. fragi 'y P. psychrophila.

« Subgrupo P. mandelii con 4 especies.

« Subgrupo P. jessenii. Formado por P. jessenii, P. monhii, P.
moorei y 3 especies mas.

« Subgrupo P. koreensis, que engloba a P. koreensis y P.
moraviensis.

« Subgrupo P. corrugata, que contiene 5 especies.

« Subgrupo P. chlororaphis, formado por 3 especies.

« Subgrupo P. asplenii, que engloba a P. asplenii y P.
fuscovaginae.

« P. agarici también forma parte del grupo de P. fluorescens,
pero no forma ningn subgrupo.

- Grupo de P. syringae, formado por P. syringae, P. cichorii, P.
viridiflava, P. ficuserectae, P. avellanae, P. congelans, P. meliae
y 5 especies mas.

- Grupo de P. lutea que engloba a 3 especies.

- Grupo de P. putida formado por 5 especies ademas de P. putida
y P. fulva.

- Grupo de P. anguilliseptica que engloba a P. anguilliseptica, P.
peli, P. guineae, P. marincola 'y P. borbori.

- Grupo de P. straminea formado por P. straminea, P.
argentinensis y P. flavescens.

También se describieron separados de ambos linajes principales, el
grupo P. oryzihabitans (formado por P. oryzihabitans y  P.
psychrotolerans), y las especies P. luteola, P. pertucinogena, P.
pachastrellae y P. rhizosphaerae.

Sin embargo, en este estudio no se incluyeron otras especies
descritas mas recientes como P. pelagia (Hwang y col., 2009), P.
sabulinigri (Kim y col., 2009), P. xiamenensis (Lai and Shao, 2008) y
P. xinjiangensis (Liu y col., 2009).

La agrupacién generada mediante MALDI-TOF MS dista
considerablemente de la descrita arriba en base a secuencias génicas.
El dendrograma obtenido por MALDI-TOF MS (figura 34) presenta
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dos ramas principales, la primera de ellas puede dividirse en ocho: 1a
(P. halophila), 2a (P. caeni), 3a (P. putida, P. fulva, P.
cremoricolorata), 4a (P. rhizosphaerae, P. pseudoalcaligenes, P.
oleovorans, P. mendocina, P. lutea), 5a (P. argentinensis), 6a (P.
guineae, P. peli, P. borbori, P. anquilliseptica), 7a (P. pachastrelae) y
8a (P. atlantica, P. simia, P. tolaasii, P. marginalis, P. fluorescens, P.
agarici, P. vranovensis, P. cichorii, P. viridiflava, P. syringae, P.
meliae, P. ficuserectae, P. congelans, P. avellanae, P. corrugata, P.
chlororaphis, P. fuscovaginae, P. asplenii, P. fragi, P. psychrophila,
P. lundensis, P. extremaustralis, P. moraviensis, P. brassicacearum,
P. moorei, P. reinekei, P. mohnii y P. lutea). La segunda rama puede
dividirse en nueve grupos: 1b (P. xinjiangensis), 2b (P. xiamenensis),
3b (P. pelagia, P. sabulinigri, P. litoralis), 4b (P. thermotolerans),
grupo 5b (P. stutzeri), 6b (P. alcaligenes) y el 7b (P. boreopolis), 8b
(P. pertucinogena) y 9b (P. psychrotolerans, P. panipatensis, P.
nitroreducens y P. aeruginosa).

En general, las cepas se agrupan de la forma esperada,
agrupandose por especie, a excepcion del grupo 8a donde se observa
que las cepas equivalentes o bien cepas pertenecientes a la misma
especie quedan dispersas dentro de dicho grupo, y el nivel de distancia
que las separa es muy bajo en muchos casos. Cabe destacar también
que las dos cepas equivalentes de P. lutea (CECT 5822" y DSM
17257") se distribuyen en grupos diferentes, grupo 4a y 8a
respectivamente. Se realizé la secuenciacion del gen 16S rRNA de la
cepa P. lutea CECT 5822", obteniéndose un 100% de similitud de
secuencia con la cepa tipo de P. [utea, mientras que su equivalente de
la DSMZ esta siendo revisada.

Figura 34. Dendrograma de MALDI-TOF MS de cepas de Pseudomonas
pertenecientes a la CECT, CIP y DSMZ.
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La dificultad para discernir entre especies pertenecientes al
grupo 8a también queda patente al estudiar el valor de log(score),
como ocurre en el caso de P. folaasii, donde el valor de log(score)
entre cepas de la misma especie de P. folaasii es de 2,059-2,276
(figura 34, en rojo), mientras que el valor observado entre cepas de
distintas especies cercanas en el dendrograma es 1,952-2,081 para P.
tolaasii/P. marginalis y 1,771-2,173 para P. tolaasii/P. fluorescens, de
modo que existe un solapamiento entre el valor obtenido al comparar
cepas de la misma especie con el valor obtenido al comparar cepas
que pertenecen a diferentes especies. Igualmente el valor de log(score)
para P. fluorescens (figura 34, en azul) es 1,973-2,344, mientras que
para P. fluorescens/P. marginalis es 2,022-2,431, 1,738-2,018 para P.
fluorescens/P. mohnii y 1,771-2,173 para P. fluorescens/P. tolaasii.
Asimismo, el valor de log(score) para P. syringae (figura 34, en
verde) es de 2,065-2,212, mientras que para P. syringae/P. congelans
es 2,092-2,390, para P. syringae/P. meliae es 1,919-2,320 y para P.
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syringae/P. ficuserectae es 1,750-2,308. El valor de log(score) para P.
marginalis es 1,966-2,377, mientras que para P. marginalis/P.
fluorescens 1,889-2,433. Para P. corrugata (figura 34, en morado) el
valor de log(score) obtenido P. corrugata es 1,244-1,894, y 1,170-
1,458 para P. corrugata/P. chlororaphis. Sin embargo, en otros casos
a pesar de que no existe un solapamiento en el valor de log(score) con
las especies cercanas en el dendrograma, también resulta dificil
diferenciar entre determinadas especies, como ocurre con P.
chlororaphis (figura 34, en marron) donde las cepas pertenecientes a
esta especie quedan dispersas dentro del dendrograma, pero el valor de
log(score) obtenido para P. chlororaphis es 2,267-2,413, mientras que
el valor obtenido para la especie mas cercana es 1,244-1,894 (P.
chlororaphis/P. corrugata). Lo mismo ocurre con P. fragi, en este
caso el valor de log(score) obtenido para P. fragi es 2,246-2,260,
mientras que para P. fragi/P. ludensis 1,986-2,181 y para P. fragi/P.
psychrophila 1,306-2,064, y para P. viridiflava el valor de log(score)
obtenido es 2,544-2,533, 1,616-1,625 para P. viridiflava/P. meliae y
1,621-1,622 para P. viridiflava/P. ficuserectae. El hecho de que el
resultado obtenido con el log (score) no coincida en estas especies con
la topologia puede deberse a que el programa utilizado para realizar
estos calculos (Biotyper 1.1) utilice distintos parametros para calcular
el dendrograma y el valor log (score).

Las especies pertenecientes al resto de grupos anteriormente
descritos se pueden diferenciar entre si por medio de MALDI-TOF
MS, a excepcion de P. pseudoalcaligenes/P. oleovorans (figura 34).
El valor de log(score) para P. pseudoalcaligenes es 2,577-2,589, para
P. oleovorans 2,459-2,455 y para P. pseudoalcaligenes/P. oleovorans
2,133-2,640.

Lo observado anteriormente, se corrobora al representar
dendrogramas que incluyen algunas de las especies que si pueden
discriminarse por MALDI-TOF MS con un ntmero reducido de
especies que pertenecen al grupo de las que no pueden separarse
mediante este método (Figuras 35, 35y 37).
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En la figura 35, se observan que ademas de las especies P.
stutzeri, P. aeruginosa, P. putida y P. mendocina, que ya se
agrupaban correctamente en el dendrograma total (figura 34), las
cepas pertenccientes a P. pseudoalcaligenes (CECT 318" y DSM
50017"), P. fragi (CECT 446" y DSM 3456"), P. marginalis (CECT
229", DSM 13124" y DSM 50276), y P. asplenii (CECT 4468, DSM
171337 y DSM 50254), y todas ellas se agrupan correctamente.
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Figura 35. Dendrograma de MALDI-TOF MS de cepas de Pseudomonas
facilmente discriminables en el dendrograma general (P. stutzeri, P.
aeruginosa, P. putida y P. mendocina), con otras que no lo son (P.
pseudoalcaligenes, P. fragi, P. marginalis y P. asplenii)
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Del mismo modo, la figura 36 muestra la correcta agrupacion
de las cepas equivalentes de P. agarici (CECT 4467" y DSM 11810"),
P. corrugata (CECT 124" y DSM 7728"), P. tolaasii (CECT 4472" y
DSM 19342"), y P. viridiflava (CECT 458" y DSM 11124").
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Figura 36. Dendrograma de MALDI-TOF MS de cepas de Pseudomonas
facilmente discriminables en el dendrograma general (P. stutzeri, P.
aeruginosa, P. putida y P. mendocina), con otras que no lo son (P. agarici,
P. corrugata, P. tolaasii 'y P. viridiflava).

Igualmente, en la figura 37 se observa el correcto agrupamiento de las
cepas P. syringae (CECT 4429", DSM 10604", DSM 50312 y DSM
50315), P. fluorescens (CECT 378", DSM 50090", DSM 50091, DSM
50108), P. chlororaphis (CECT 4470" y DSM 50083", DSM 6698") y
P. lutea (CECT 5822" y DSM 17257").
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Figura 37. Dendrograma de MALDI-TOF MS de cepas de Pseudomonas
facilmente discriminables en el dendrograma general (P. stutzeri, P.
aeruginosa, P. putida y P. mendocina), con otras que no lo son (P. syringae,
P. fluorescens, P. chlororaphis y P. lutea).

Por tanto, la discriminacion de especies dentro del género
Pseudomonas mediante MALDI-TOF MS es dificil cuando se trabaja
con todo el conjunto de cepas. En estos casos la resolucion de la
técnica no es muy alta, aunque este resultado mejora trabajando con
menos cepas/especies.

Por otro lado, en el proceso de curado de las cepas de la
CECT se detectd un error en una de ellas, Pseudomonas alcaligenes
CECT 929". Esta cepa no casaba con su equivalente de la DSMZ
(DSM 50342") como cabria esperar, sino que se agrupaba con
Stenotrophomonas maltophilia CECT 115" (figura 38, en rojo). El
log(score) obtenido al comparar P. alcaligenes CECT 929" con P.
alcaligenes DSM 50342" fue 0,000, mientras que al comparar P.
alcaligenes CECT 929" con S. maltophilia CECT 115" fue 2,461.

135



Resultados y Discusion

Pseudomonas putida DSM 3263
Pseudomonas putida DSM 12735
Pseudomonas putida DSM 2917
Pseudomonas putida DSM 84
Pseudomonas putida CECT 3247
[Pseudomonas chlororaphis subsp. aureofaciens DSM 66987

Pseudomonas chlororaphis subsp. chlororaphis DSM 500837
Pseudomonas chlororaphis subsp. chlororaphis CECT 44707
Pseudomonas stutzeri CECT 9307

Pseudomonas stutzeri DSM 135927

Pseudomonas stutzeri DSM 51907

Pseudomonas stutzeri DSM 6082

Pseudomonas stutzeri DSM 7136

Pseudomonas aeruginosa CECT 4407

Pseudomonas aeruginosa CECT 1107

Pseudomonas alcaligenes DSM 503427
Pseudomonas alcaligenes CECT 77847
| St h maltophilia CECT 1157

P

lPseudomonas alcaligenes CECT 9297
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |

1000 900 800 700 600 500400 300200 100 0
Distance Level

Figura 38. Dendrograma de MALDI-TOF MS de cepas de Pseudomonas
donde se detecté una posible contaminaciéon de P. alcaligenes CECT 929"
(en rojo) y su subsanacion (en verde).

La historia de deposito de la cepa (figura 39) muestra que la
cepa original 1577, fue depositada en la ATCC catalogada con el
niumero 14909. La CECT adquirié en 1988 la cepa de la NCIMB a
partir de la cepa depositada en la ATCC, mientras que la DSMZ
recibi6 su cepa equivalente (DSM 50342") directamente de la ATCC.
Se secuencid parcialmente el gen del 16S rRNA de P. alcaligenes
CECT 929" y se confirmé el resultado generado por MALDI-TOF
MS, obteniéndose un 99,9% de similitud de secuencia con la cepa tipo
de Stenotrophomonas maltophilia, este resultado se confirmé en los
dos lotes anteriores, por lo que la cepa P. alcaligenes CECT 929" fue
eliminada del catalogo de cepas suministrables de la CECT, y se
sustituyo por la cepa P. alcaligenes CECT 7784" (figura 38, en verde)
procedente de la CCM. El log(score) obtenido al comparar P.
alcaligenes CECT 7784" con P. alcaligenes DSM 50342" fue 2,400,
corroborando el resultado anterior.
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Figura 39. Historia de depdsito de las cepas equivalentes de P. alcaligenes
CECT 929". Fuente: StrainInfo.

Una vez curada la base de datos y determinada la resolucion
taxonémica de MALDI-TOF MS para el género Pseudomonas, se
procedid a usar la técnica como técnica de autentificacion. En la figura
40, se muestra un dendrograma del proceso de autentificacion llevado
a cabo tras la generacion de nuevo lote de liofilos de la cepa P.
pertucinogena CECT 7776", donde se observa que el perfil de la cepa
del lote nuevo casa con el perfil de la cepa del lote anterior. El valor
de log(score) obtenido para estos dos perfiles fue 2,538-2,549.
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Figura 40. Dendrograma de la cepa de Pseudomonas pertucinogena CECT
7776" autentificada mediante MALDI-TOF MS.
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1.5 Analisis de cepas de la familia Vibrionaceae

Se analizaron por MALDI-TOF MS 76 cepas pertenecientes a
la CECT incluidas en la familia Vibrionaceae, 56 del género Vibrio,
11 del género Photobacterium, 4 del género Enterovibrio, 3 del
género Aliivibrio, 1 del género Salinivibrio y 1 del género Grimontia.

Sawabe y colaboradores (2007) estudiaron la familia
Vibrionaceae mediante MLSA, basandose en el analisis de secuencias
parciales de nueve genes (fisZ, gapA, gyrB, mreB, pyrH, recA, rpoA,
topA y 16S rRNA), de modo que se describieron 14 clados, 12 de los
cuales estan formados por especies del género Vibrio: el clado
Splendidus (V. splendidus, V. lentus, V. kanaloae, V. pomeroyi, V.
chagasii, V. pelagius, V. fortis, V. tasmaniensis), el clado Nereis (V.
nereis, V. xuii), el clado Orientalis (V. orientalis, V. brasiliensis, V.
hepatarius, V. tubiashii), €l clado Coralliitycus (V. coralliitycus, V.
neptunis), el clado Scophthalmi (V. scophthalmi, V. ichthyoenteri), el
clado Diazotrophicus (V. diazotrophicus, V. hispanicus), el clado
Cholerae (V. cholerae, V. fluvialis, V. furnissii, V. mimicus, V.
cincinnatiensis, V. metschnikovii), el clado Anguillarum (V.
anguillarum, V. ordalii, V. aestuarianus), el clado Vulnificus (V.
vulnificus, V. navarrensis), el clado Harveyi (V. harveyi, V.
rotiferianus, V. campbellii, V. parahaemolyticus, V. natriegens, V.
alginolyticus, V. mytili), el clado Halioticoli (V. halioticoli, V.
gallicus, V. neonatus, V. ezurae), el clado Fischeri (V. fischeri, V.
wodanis). Otro formado por el género Photobacterium: clado
Photobacterium (P. profundum, P. angustum, P. leiognathi, P.
phosphoreum, P. iliopiscarium, P. damselae). Y otro que engloba a
los géneros Salinivibrio, Enterovibrio y Grimontia: clado Salinivibrio
(S. costicola, G. hollisae, E. norvegicus). Posteriormente a este
estudio, se han descrito otros clados, como el clado Gazogenes (V.
gazogenes, V. ruber, V. rhizosphaerae, V. mangrovi, V. quintilis) o el
clado Marisflavi (V. marisflavi, V. stylophorae, V. aestivus) (Lucena y
col., 2012) (http://www.vibriobiology.net/).

El dendrograma generado por MALDI-TOF MS (figura 41) muestra a
nivel general una rama formada por dos cepas de Vibrio aestivus que
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se separa del resto de cepas, y dos grupos principales, uno de los
cuales incluye a la mayoria de las cepas pertenecientes al género
Vibrio y a la Gnica cepa del género Salinivibrio del estudio, y el otro al
resto de cepas del género Vibrio (V. stylophorae, V. ordalii, V.
anguillarum, V. fluvialis, V. furnissii, V. diazotrophicus y V. tapetis) y
a las cepas pertenecientes a los géneros Photobacterium, Enterovibrio,
Aliivibrio 'y Grimontia. Ademas, el género Photobacterium queda
fraccionado en dos grupos, uno de los cuales engloba a P. swingsii, P.
phosphoreum, P. rosenbergii, P. halotolerans, P. lutimaris, P.
ganghwense, P. aphoticum y el otro a P. damselae subsp. piscicida, P.
damselae subsp. damselae, P. leiognathi y P. angustum. Por otro lado,
el género Grimontia se une al género Enterovibrio.

A nivel de especie la agrupacion generada es muy similar a la
descrita por MLSA en cuanto a la formacion de los clados, excepto V.
fluvialis y V. furnissii que quedan fuera del clado Cholerae y, V.
stylophorae y V. aestivus que quedan fuera del clado Marisflavi. En
general, el nivel de distancia que separa las distintas especies entre si
es lo suficientemente alto como para permitir discernirlas, excepto en
el caso de las especies V. ichthyoenteri/V. scophthalmi, V.
anguillarum/V. ordalii, V. ruber/V. rhizosphaerae, P. leiognathi/P.
angustum, y de las especies que forman el clado Harveyi (V. harveyi,
V. campbellii, V. parahaemolyticus, V. natriegens, V. alginolyticus, V.
mytili y V. inhibens) y el clado Splendidus (V. splendidus, V. lentus, V.
pelagius, V. atlanticus, V. artabrorum, V. celticus, V. gallaecicus),
donde la técnica MALDI-TOF MS presenta limitaciones para
diferenciar entre especies. Del mismo modo se observa que el valor de
log(score) obtenido al comparar entre si estas especies que presentan
dificultades para ser diferenciadas es superior a 2, mientras que al
comparar el resto de especies entre si este valor no supera nunca el
valor de 2.

Figura 41. Dendrograma de MALDI-TOF MS de cepas de la familia
Vibrionaceae pertenecientes a la CECT.
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En la figura 42, se muestra un dendrograma de cepas de Vibrio
autentificadas mediante MALDI-TOF MS, después de la generacion
de nuevos lotes de lidfilos a conservar. Como se observa, los nuevos
perfiles de V. diazotrophicus y V. harveyi se agrupan correctamente
con su correspondiente perfil del lote anterior, verificando la
autentificacion. El valor de log(score) obtenido entre los lotes de V.
diazotrophicus fue 2,741, y 2,624 en el caso de V. harveyi.

Sin embargo, en el caso de V. furnissii el perfil del lote nuevo
ha quedado representado mas proximo a V. fluviales que al lote
anterior, pese a que el valor de log(score) entre lotes es mas alto
(2,709) que entre V. furnissii y V. fluvialis (2,449). Algo parecido
sucede con las especies del clado Splendidus (V. splendidus, V. lentus,
V. pelagius, V. atlanticus, V. artabrorum, V. celticus, V. gallaecicus),
pues el lote nuevo de V. lentus se aproxima mas a V. celticus, pese a
que el valor de log(score) con el lote anterior es 2,449 y algo menos
(2,142) con V. lentus.
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Figura 42. Dendrograma de cepas pertenecientes al género Vibrio
autentificadas mediante MALDI-TOF MS.
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1.6 Analisis de cepas del género Aeromonas

En este apartado se analizaron 70 cepas del género Aeromonas
pertenecientes a la CECT mediante MALDI-TOF MS.

El género Aeromonas ha sido tradicionalmente dividido en
dos grupos de especies dependiendo de su motilidad y de si son
mesoéfilos o psicrofilos. En la actualidad, se utilizan otras técnicas
moleculares para su clasificacion como el analisis de secuencia del
gen 16S rRNA. Sin embargo, esta técnica no tiene demasiada
resolucion en el género Aeromonas, debido a que dicho género
presenta menos del 1% de variabilidad nucleotidica entre especies.
Una de las técnicas mas aceptada en los ultimos tiempos en cuanto a
su capacidad de discriminacion en este género es el MLSA basado en
el analisis de secuencias de genes como dnak, gtld, gyrB, radA, rpoB,
tsf'y zipA. Mediante MLSA se han descrito 11 clados del género
Aeromonas, entre los que destacan tres: el clado Veronii (4. veronii,
A. allosaccharophila), el clado Hydrophila (A. hydrophila, A.
bestiarum, A. salmonicida y A. popoffi) y el clado Caviae (A. caviae,
A. media, A. eucrenophila) (Abbott y col., 2003; Martin-Carnahan y
Joseph, 2005; Roger y col., 2012).

La agrupacion generada mediante MALDI-TOF MS no se
corresponde con la agrupacion por clados mencionada anteriormente.
En la figura 43 se muestra el dendrograma correspondiente, donde
puede observarse la formacion de dos grupos principales. El primero
de ellos esta formado por la cepa tipo de 4. diversa, la cepa tipo de A.
schubertii y dos cepas adicionales pertenecientes también a la especie
A. schubertii.

El segundo grupo principal, esta formado por dos horquillas,
una de las cuales contiene a dos cepas pertenecientes a la especie A.
encheleia (CECT 4985 y CECT 5027) y a la especie A. eucrenophila
(CECT 4827 y CECT 4224"). La segunda horquilla engloba a varios
grupos bien diferenciados: A. piscicola (CECT 74437 y CECT 7444),
A. molluscorum (CECT 5864", CECT 7865 y CECT 7868), A. tecta
(CECT 7082", CECT 7080, CECT 7081 y CECT 7083) y A.
allosaccharophila (CECT 4220, CECT 4911). Y a un conjunto de
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cepas que se dispersan por todo el ramal sin una agrupacion definida:
A. bestiarum, A. salmonicida, A. sobria, A. popoffi, A. veronii, A.
hydrophila, A. caviae, A. media, A. enteropelogenes, A. jandeai, A.
bivalvium, sugiriendo una limitacion de la técnica para diferenciar
entre estas especies. Ademas, también contiene a la cepa tipo de 4.
encheleia (CECT 4342") y a otra cepa de A. eucrenophila (CECT
4855), lo que sugiere que estas dos especies tampoco se pueden
diferenciar por MALDI-TOF MS.

El valor de log(score) obtenido para A. schubertii fue 2,203-
2,658, y para A. schubertii/A. diversa 1,347-1,871, del mismo modo
para A. molluscorum fue de 2,166-2,663, y por debajo de 2,015 al
comparar dicha especie con el resto. Estos valores indican la
capacidad de la técnica para diferenciar estas especies. Sin embargo,
en el resto de especies no se consigue una buena discriminacion
atendiendo a este valor, ya que en todos los casos el valor obtenido al
comparar una especie con otra es igual o mayor que el valor obtenido
al comparar esa misma especie con cepas pertenecientes a la misma
especie, como por ejemplo ocurre con A. popoffi cuyo valor de
log(score) fue 2,216-2,572, A. salmonicida 1,739-2,581, mientras que
A. popoffi/A. salmonicida fue 2,084-2,550, o como ocurre con A.
veronii (2,285-2,579), v A. jandeai (2,190-2,677), mientras que para
A. veronii/A. jandeai fue 2,190-2,677, de modo que hay un
solapamiento en este valor entre diferentes especies, lo que indica una
limitacion de la técnica para diferenciarlas.

Figura 43. Dendrograma de MALDI-TOF MS de cepas del género
Aeromonas pertenecientes a la CECT.
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Debido a la aparente baja resolucion de la técnica MALDI-
TOF MS para diferenciar entre algunas especies de Aeromonas, se
procedi6 al analisis de cepas que procedian del mismo lote, pero cuya
extraccion proteica y espectros habian sido obtenidos en distintos
momentos, para estudiar su distribucion en el dendrograma (figura
44). Ademas, se analizaron dos cepas que presentaban dos tipos de
morfologias coloniales distintos, separando previamente estos dos
tipos de colonias en placas diferentes y procediendo a la extraccion
proteica de su biomasa y a la obtencidon de los espectros: A. poppoffi
CECT 5250 colonias opacas y A. poppoffi CECT 5250 colonias
translucidas, y 4. veronii CECT 4819 colonias amarillas y 4. veronii
CECT 4819 colonias blancas (figura 44).
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Figura 44. Dendrograma de MALDI-TOF MS de cepas de Aeromonas
procesadas en dos momentos distintos (A y B), y de cepas que presentan dos
morfologias coloniales (transliicido/opaca y blanca/amarilla).
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Como se observa en la figura 44, se consigue una correcta
agrupacion entre las muestras obtenidas a partir del mismo material
procesado en distintos dias (A y B) para A4. hidrophila subsp.
hydrophila CECT 839", A. veronii CECT 5761, A. caviae CECT 838"
y A. schubertii CECT 4934, pero no ocurre lo mismo en el caso de A.
encheleia CECT 4342, A. eucrenophila CECT 4855, A. salmonicida
subsp. pectinolytica CECT 5753, A. enteropelogenes CECT 4935, A.
enteropelogenes CECT 4937, A. enteropelogenes CECT 4487, A.
veronii CECT 5761, A. caviae CECT 4226 y A. jandaei CECT 4228",
mostrando de nuevo la poca resolucion de la técnica para este género.
Por otro lado, las cepas que presentaban dos tipos de morfologias
coloniales distintos (4. poppoffi CECT 5250 colonias opacas y
translticidas, y 4. veronii CECT 4819 colonias amarillas y blancas) se
agrupan entre si a baja distancia (figura 44), lo cual indica que no
hubo ningln tipo de contaminacion, sino que estas cepas presentan
dos tipos de morfologia colonial.

Se generaron diversos dendrogramas mediante MALDI-TOF
MS seleccionando solo determinadas especies para ver si de este
modo podian diferenciarse entre si, incluyendo en todos los casos dos
especies que se pueden diferenciar correctamente por MALDI-TOF
MS (A. diversa y A. schubertii). En las figuras 45, 46 y 47, se
muestran algunos de éstos a modo de ejemplo.

En la figura 45 se observa que las cepas pertenecientes a la
especies A. sobria y A. enteropelogenes se agrupan de la forma
esperada, pero no ocurre lo mismo en el caso de A. salmonicida donde
se generan dos grupos diferenciados, uno de los cuales incluye a cepas
de las subespecies smithia, salmonicida, pectinolytica, masoucida y
achromogenes y el otro a cepas de las subespecies pectinolytica y
achromogenes.
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A. salmonicida subsp. smithia CECT 51797
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Figura 45. Dendrograma de MALDI-TOF MS generado para estudiar el
agrupamiento de cepas de las especies: 4. salmonicida, A. enteropelogenes y
A. sobria, utilizando como raiz 4. diversa 'y A. schubertii.

Del mismo modo, la figura 46 muestra que las cepas de 4.
sobria, A. jandeai y A. allosaccharophila se agrupan de la forma
esperada, pero dentro de la especie A. salmonicida se genera la misma
fragmentacion que en la figura 45.

T
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sobria CECT 42457
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Figura 46. Dendrograma de MALDI-TOF MS generado para estudiar el
agrupamiento de cepas de las especies: 4. salmonicida, A. sobria, A. jandeai
y A. allosaccharophila, utilizando como raiz 4. diversa y A. schubertii.

La figura 47 presenta una incorrecta agrupacion tanto de la
especie 4. salmonicida como de la especie 4. hydrophila. La horquilla
que contiene a ambas especies forma dos grupos, uno de ellos
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contiene cepas de A. salmonicida de las subespecies smithia,
salmonicida, pectinolytica, masoucida y achromogenes, y el otro
cepas entremezcladas de A. salmonicida de las subespecies
salmonicida, pectinolytica y achromogenes 'y de A. hydrophila de las
subespecies hydrophila y dhakensis.

A. schubertii CECT 4934
E A. schubertii CECT 42407
A. schubertii CECT 4241

A. diversa CECT 42547

A. salmonicida subsp. smithia CECT 51797

A. salmonicida subsp. salmonicida CECT 5209

A. salmonicida subsp. pectinolytica CECT 5753 A
A. salmonicida subsp. masoucida CECT 8967

A. salmonicida subsp. achromogenes CECT 8957
A. salmonicida subsp. achromogenes CECT 4239
A icida subsp. icida CECT 8947

A. salmonicida subsp. pectinolytica CECT 5753 B
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A. hydrophila subsp. hydrophila CECT 398

A. hydrophila subsp. hydrophila CECT 4330
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Figura 47. Dendrograma de MALDI-TOF MS generado para estudiar el
agrupamiento de cepas de las especies: A. salmonicida y A. hydrophila,
utilizando como raiz 4. diversa y A. schubertii.

El conjunto de datos obtenidos evidencia que MALDI-TOF
MS presenta una baja resolucion para el género Aeromonas, ya que

excepto en el caso de A. schubertii, A. diversa, A. piscicola, A.
molluscorum, A. tecta 'y A. allosaccharophila no puede discriminar
cepas a nivel de especie. A pesar de conseguirse una correcta
autentificacion en algunos casos, e incluso agrupar en la misma
horquilla muestras procesadas procedentes de dos tipos de colonias
formadas por una misma especie (figura 44), en muchos otros casos
no proporciona una correcta autentificacion, por lo que no puede ser
considerada esta técnica adecuada para autentificar cepas
pertenecientes al género Aeromonas, al menos a nivel de especie. No
obstante, seria posible su utilizacion para autentificar cepas solo hasta
el nivel de género en caso de sospecha de una contaminacion, etc.
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1.7 Analisis de cepas de la clase Alphaproteobacteria

Se analizaron 47 cepas de la CECT pertenecientes a la familia
Rhodobacteraceae, en concreto pertenecientes a los géneros:
Actibacterium, Antarctobacter, Jannaschia, Maribius, Nautella,
Oceanicola, Palleronia, Phaeobacter, Phaeomarinomonas,
Ponticoccus, Pseudoruegeria, Roseobacter, Roseovarius, Ruegeria,
Sagitulla, Shimia, Thalassobacter y Tropicibacter, y 21 cepas de la
familia Acetobacteraceae procedentes de la CECT y DSMZ.

La figura 48, muestra el dendrograma de cepas de la familia
Rhodobacteraceae y Acetobacteraceae analizadas por MALDI-TOF
MS. Como puede observarse, en la familia Rhodobacteraceae a nivel
de género no se genera una separacion correcta, al menos en aquellos
géneros donde hay dos o mas especies estudiadas, excepto en el caso
del género Maribius, donde quedan agrupadas sus dos especies (M.
salinus y M. pelagius), el género Roseobacter donde se agrupan dos
de sus especies (R. litorales y R. denitrificans) y el género
Phaeomarinomonas  que agrupa a sus dos  especies
(Phaeomarinomonas litorea y Phaeomarinomonas mediterranea). El
género Phaeobacter agrupa a dos de sus especies (Phaecobacter
inhibens y Phaeobacter gallaeciensis), sin embargo Phaeobacter
daeponensis queda alejada del resto agrupandose a Thalassobacter
stenotrophicus, Oceanicola nanhaiensis y Oceanicola marinus. Por
otro lado, las cepas pertenecientes al género Acetobacter se agrupan
de la forma esperada tanto a nivel de género como a nivel de especie,
excepto en el caso de Acetobacter pasteurianus.

Figura 48. Dendrograma de MALDI-TOF MS de cepas de la clase
Alphaprotobacteria pertenecientes a la CECT.

150



Resultados y Discusion
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A pesar de la limitacién de la técnica en agrupar de forma
correcta los géneros en la familia Rhodobacteraceae, hay que senalar
que las mismas dificultades aparecen cuando se estudian las
secuencias del gen 16S rRNA. Por ello, se prest6 atencion a su validez
para autentificar cepas pertenecientes a este grupo. Para lo cual se
hicieron réplicas de algunas de las cepas (figura 49).

|_ Roseobacter litoralis CECT 53957 A

Roseobacter litoralis CECT 5395 B

Roseobacter denitrificans CECT 50117

| Phaeobacter daeponensis CECT 73097

Oceanicola granulosus CECT 78597

[ Oceanicola batsensis CECT 78607 A

L Oceanicola batsensis CECT 78607 B
[ Phaeobacter sp. CECT 7735 A

L Phaeobacter sp. CECT 7735 B

Oceanicola pacificus CECT 78327
Oceanicola nanhaiensis CECT 78317
Oceanicola marinus CECT 77517

[ Phaeobacter inhibens CECT 72517
L

Phaeobacter gallaeciensis CECT 72777
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Figura 49. Dendrograma de MALDI-TOF MS de réplicas (A y B) de cepas
pertenecientes a la familia Rhodobacteraceae.

Como puede observarse en la figura 49, se genera una correcta
agrupacion de las réplicas, excepto en el caso de Roseobacter litoralis
CECT 5395", que queda mas cercana a Roseobacter denitrificans
CECT 5011", lo que sugiere la incapacidad de la técnica para
diferenciar ambas especies. Esto podia observarse ya en el
dendrograma de la figura 48, por el bajo nivel de distancia que se
observa entre ambas cepas, y lo mismo ocurre ente Phaeobacter
inhibens CECT 7251" y Phaeobacter gallaeciensis CECT 7277". El
valor de log(score) obtenido para Phaeobacter inhibens CECT 7251"/
Phaeobacter gallaeciensis CECT 7277" fue alto (2,007-2,239)
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corroborando la similitud en los perfiles de ambas especies. Sin
embargo, el valor de log(score) para Roseobacter litoralis CECT
5395" fue 2,618-2,624, mientras que para Roseobacter litoralis CECT
5395"/Roseobacter denitrificans CECT 50117 fue 1,441-1,674,
pudiéndose discriminar ambas especies por medio del valor
log(score), pero no mediante el dendrograma.

Por lo que el analisis de los datos sugiere que MALDI-TOF
MS puede utilizarse como técnica de autentificacion en las cepas
estudiadas pertenecientes a la clase Alphaproteobacteria, ya que es
posible su discriminacion a nivel de género, y a nivel de especie,
excepto para R. litoralis y R. denitrificans, y probablemente también
para P. gallaeciensis y P. inhibens.
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1.8 Analisis de cepas del filo Bacteroidetes

Por ultimo, se estudiaron mediante MALDI-TOF MS 17 cepas
pertenecientes al filo Bacteroidetes, de las cuales 5 pertenecen a la
clase Sphingobacteria y al orden Sphingobacteriales (Cytophaga,
Pontibacter, Cyclobacterium), 10 a la clase Flavobacteria y al orden
Flavobacteriales (Winogradskyella y Mesonia), y 2 del género
Marinifilum, que aun no esta adscrito a clase y orden.

En la figura 50 se muestra el dendrograma generado, donde se
observan 2 grupos, uno de ellos incluye a las especies de
Winogradskyella estudiadas, a Mesonia algae y a Cytophaga
fermentans y el otro a Pontibacter, a Cyclobacterium y a dos especies
del género Marinifilum. Como se observa en el dendrograma,
MALDI-TOF MS presenta una buena resolucion en las cepas
estudiadas pertenecientes al filo Bacteroidetes a nivel de género. A
nivel de especie mediante el valor de log(score) se observa que las
especies pertenecientes al género Winogradskyella pueden ser
discriminadas entre si mediante esta técnica, ya que el maximo valor
de log(score) obtenido entre cepas de distinta especie fue 1,544.
Asimismo, el valor obtenido para Marinifilum flexuosus CECT
7448"/Marinifilum fragile CECT 7942" fue 1,775-1,777, lo que indica
que ambas cepas pueden ser diferenciadas entre si a pesar del nivel de
distancia tan bajo que presentan en el dendrograma de la figura 51.
Para Cyclobacterium sp. CECT 7706/Cyclobacterium sp. CECT 7709
se obtuvo un valor de 1,130-1,267, y para Pontibacter sp. CECT
7708/Pontibacter sp. CECT 7713 de 0,346-0,695, indicando de la
misma manera que pueden ser diferenciadas entre si, por lo que
MALDI-TOF MS puede considerarse una buena herramienta para la
autentificacion de las cepas estudiadas pertenecientes al filo
Bacteroidetes.

154



Resultados y Discusion
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Figura 50. Dendrograma de MALDI-TOF MS de cepas pertenecientes al filo
Bacteroidetes.
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2. GC FAME

2.1 Analisis de cepas del género Pseudomonas

En esta parte de la tesis doctoral se estudiaron 27 cepas del
género Pseudomonas analizando el perfil de acidos grasos mediante
cromatografia de gases (GC FAME, Gas Chromatography Fatty Acid
Methyl Ester). Tal y como se describe en el apartado de Material y
Meétodos, el perfil de acidos grasos se ve afectado por las condiciones
de cultivo aplicadas a la cepa (medio de cultivo, temperatura y tiempo
de incubacion). Debido a la heterogeneidad en las condiciones de
cultivo dentro del género Pseudomonas, se obtuvieron los distintos
perfiles de acidos grasos en las condiciones optimas de cada cepa,
condiciones previamente estudiadas en la CECT, con el fin de obtener
una base de datos curada para el proceso de autentificacion.

Esta establecido que los acidos grasos relevantes en el perfil
de una determinada cepa son aquellos cuya cantidad relativa es
superior al 1%, considerandose en caso contrario elementos traza
(Tindall y col., 2010). Sin embargo, en esta tesis doctoral se detallara
el valor de todos los &4cidos grasos obtenidos para una mayor
profundizacion del analisis.

En la tabla 6 se muestra el perfil de acidos grasos y su
proporcidn relativa de cepas tipo de Pseudomonas cultivadas en NA 11
(Nutrient Agar 1I), cuya composicion se detalla en el Anexo, a 26°C
durante 24 h. Como se observa, todas estas cepas comparten los
mismos acidos grasos mayoritarios: Summed in Feature 3 (SF 3)
(16:1 w7c/16:1 woe), 16:0 y Summed in Feature 8 (SF 8) (18:1
wo6c/18:1 w7c). Sin embargo, la proporcidon existente entre estos
acidos grasos mayoritarios y entre otros menos abundantes, asi como
la presencia o ausencia de determinados acidos grasos permite la
diferenciacion de cepas a nivel de especie. En las cepas analizadas en
la tabla 6, destaca ademas del amplio rango de valores de cantidad
relativa encontrado en los acidos grasos mayoritarios. El valor
obtenido para el 17:0 ciclo, varia desde no detectado hasta 13,5% de la
cantidad total, el 12:0 varia entre 1,4 y 8,2% y el 12:0 20H entre ND-
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5,6% indicando que son acidos grasos determinantes para la
discriminacion entre especies del género Pseudomonas.

Tabla 6. Composicion de acidos grasos celulares de 1, P. agarici CECT
4467"%; 2, P. asplenii CECT 4468"; 3, P. chlororaphis CECT 4470"; 4, P.
cichorii CECT 4471%; 5, P. fluorescens CECT 378"; 6, P. fragi CECT 446";
7, P. marginalis CECT 229"; 8, P. putida CECT 324"; 9, P. stutzeri CECT
930"; 10, P. syringae CECT 4429"; 11, P. tolaasii CECT 4472"; y 12, P.
viridiflava CECT 458" cultivados en NA II a 26°C durante 24 h. La columna
rango hace referencia al valor minimo y maximo detectado en un
determinado acido graso. ND: No Detectado. SF 3 (16:1 w7¢/16:1 wbc), SF
5 (18:0 ante/18:2 w6,9¢), SF 7 (19:1 w7c¢/19:1 woe), SF 8 (18:1 woc/18:1
w/c).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Rango
9:0 - - - - - - - - 0,2 - - - ND-0,2
10:0 iso - - - - - 0,4 - - 0,2 - - - ND-0,4
10:0 - - - - - - - - 0,2 - - - ND-0,2
10:0 30H 41 | 43 | 43 29 | 37 |48 | 44 | 50 | 45 | 46 | 40 | 25 2,5-5,0
12:0 15 (14 |23 |48 | 21|31 (35|23 ]|82]|58]| 20|45 1,4-8,2
11:0iso 30H - - - - - - - - 0,1 - - - ND-0,1
12:0 20H 56 | 56 | 48 | 26 | 51 | 45 | 43 | 55 - 33 | 54 |28 ND-5,6
12:0 30H 55 52 53 4,7 52 5,4 52 51 4,3 7,1 5,0 4,5 4,3-7,1
14:0 08 | 04 | 0,7 - 04 (11 | 06 | 04 14 | 07 | 05 - ND-1,4
SF3 25,2 13531319363 | 250|406 (337|286 |244|375|19,2 (33,4 | 19,2-40,6
16:1 w5c - - - - - - - - 0,2 - 0,1 - ND-0,2
16:0 38,2130,2|325|268|324|266|285]|244|19,0| 18,0 33,4 (20,7 | 18,0-38,2
17:1 iso w5c - - - - - 0,2 - - 01 | 0,2 = = ND-0,2
17:0 iso - - - - - - - - 0,2 0,4 0,3 0,4 ND-0,4
17:1 w8c - - 0,3 - - 02 (03|04 ]| 01 - 04 | 03 ND-0,4
17:0 ciclo 9,7 24 | 41 - 73120 |34 (70|01 - 135 - ND-13,5
17:0 03 | 04 | 03 - 04 (04 | 04 | 04 - 02 (07 | 04 ND-0,7
16:0 20H - - - - - - - - - 0,2 - - ND-0,2
18:3 wéce (6,9,12) - - - - - - - - 0,4 - - - ND-0,4
SF5 0,6 - 0,2 - 0,5 - 0,2 0,5 - - 0,7 - ND-0,7
SF 8 76 (141|128 |203| 16,8 | 10,1 | 151 | 20,0 | 35,1 | 20,2 | 12,4 | 29,0 | 7,6-35,1
18:1 w5c - - - - - - - - 0,2 - - - ND-0,2
18:0 07|07 )04 |12 |09(|05]|05]| 05|08 13 11| 1.2 0,4-1,3
18:1 w7c 11-metil - - - - - - - - - 0,6 - 0,3 ND-0,6
19:0iso - - - - - - - - 0,1 - - - ND-0,1
SF7 - - - 0,3 - - - - - - - - ND-0,3
19:0 ciclo w8c - - - - - 0,3 - - 0,1 - - - ND-0,3
19:0 0,4 - - - 0,3 - - - - - - - ND-0,4
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En la tabla 7 se muestra el perfil de acidos grasos de cepas
tipo de Pseudomonas cultivadas en TSA (Trypticase soy agar) a 28°C
durante 48 h. Respecto a las condiciones de cultivo anteriores supone
un cambio de medio (TSA por NA II), de tiempo de incubacion (48 h
en lugar de 24 h) y, aunque muy levemente, también de temperatura.
Los perfiles obtenidos muestran rasgos distintivos para cada especie,
lo que posibilita su diferenciacion, como es el caso del acido graso
17:0 ciclo, cuya cantidad relativa oscila entre 1,2 'y 9%, o el 17:1 w8c
que presenta valores de entre 0,7 y 5,3%. Los acidos grasos
mayoritarios comunes a estas cepas son también el SF 3, el 16:0 y el
SF 8. Ademas, cabe destacar el perfil tan similar obtenido entre cepas
pertenecientes a la misma especie, como es el caso de P. litoralis
CECT 7669 y P. litoralis CECT 7670", aunque al mismo tiempo
sugiere una limitacion en su uso para tipificar cepas.

Tabla 7. Composicion de acidos grasos celulares de 1, P. litoralis CECT
7669; 2, P. litoralis CECT 7670'; 3, P. pelagia CECT 7689"; 4, P.
pertucinogena CECT 7776"; 5, P. sabulinigri CECT 7679" en TSA a 28°C y
durante 48 h. La columna rango hace referencia al valor minimo y maximo
detectado en un determinado acido graso. ND: No Detectado. SF 1 (13:0
30H/15:1 iso H), SF 3 (16:1 w7¢/16:1 wbce), SF 5 (18:0 ante/18:2 w6,9¢), SF
8 (18:1 wobe/18:1 wic), SF 9 (17:1 iso uPc/16:0 10-metil).

1 2 3 4 5 Rango
9:0 - - 0,2 - - ND-0,2
10:0 - - 03| 02|02 ND-0,3
9:0 30H - - - 0,8 - ND-0,8
11:0 0,3 - 03| 11|02 ND-1,1
10:0 30H 29 |30 |31 |37]| 25 2,5-3,7
12:0 75179 (81|61 76 6,1-8,1
11:0 iso 30H - - - 06 | 0,1 ND-0,6
11:0 20H - - - - 0,7 ND-0,7
11:0 30H 06 | 03|04 |17 |02 0,2-1,7
13:0iso - - - 04 | 0,2 ND-0,4
13:0 0,3 - 04| 13|02 ND-1,3
12:0 30H 39 | 42|44 | 34| 40 3,4-4,4
14:0 10|07 (08| 15| 1,0 0,7-1,5
SF1 - - - 0,2 - ND-0,2
15:0 iso - - - 0,3 - ND-0,3
15:1 w8c - - - 0,3 - ND-0,3
15:1 wée 05|02)|08]| 15|02 0,2-1,5
16:0 iso - - 0,2 - 0,7 ND-0,7
SF3 18,3 | 18,1 | 24,6 | 14,3 | 20,4 | 14,3-24,6
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1 2 3 4 5 Rango
16:1 w5c - - 0,2 - - ND-0,2
16:0 17,4 (185|118 7,9 | 18,5 | 7,9-18,5
SF9 - - - 0,2 - ND-0,2
17:0 iso 03 (02|02 16 | 12 0,2-1,6
17:0 anteiso - - - 02| 14 ND-1,4
17:1 w8c 16 | 07 (11| 53 | 04 | 04-53
17:0 ciclo 85|89 |44 |90 12 1,2-9,0
17:0 18 |08 (08|33 | 04| 04-33
16:1 20H - - - 0,7 - ND-0,7
18:1iso H - - - 0,7 - ND-0,7
18:0iso - - - - 0,4 ND-0,4
SF5 05|06 | 03|05 - ND-0,6
SF 8 31,8 32,6 | 354 | 25,7 | 36,8 | 25,7-36,8
18:0 12 (12| 10|09 | 15 0,9-1,5
18:1 w7c 11-metil - - - 0,3 - ND-0,3
19:0 iso - - - 02| 01 ND-0,2
19:0 ciclo w8c 1,4 | 1,8 - 38 | 0.2 ND-3,8
19:0 0,3 | 0,3 - 0,3 - ND-0,3
18:0 30H - - - 2,0 - ND-2,0
20:2 w6,9c - - - 0,3 - ND-0,3
20:1 w7c - - - - 0,1 ND-0,1

En la tabla 8 se muestra el perfil de acidos grasos de P.
baetica CECT 7720" y P. baetica CECT 7721 cultivadas en MA
(Marine Agar) a 22°C durante 48 h y de P. aeruginosa CECT 110"y
P. mendocina CECT 320" cultivadas en NA II (Nutrient Agar 1) a
37°C durante 24 h. A pesar de estar cultivados en condiciones
sustancialmente diferentes a las vistas hasta ahora en cuanto a
temperatura (22 y 37°C frente a 26-28°C) y salinidad (como el caso
del MA), los acidos grasos mayoritarios fueron también el SF 3, el
16:0 y el SF 8, presentando un rango bastante amplio. Ademas,
destacan otros acidos grasos como el 12:0 cuya cantidad relativa
presente varia de 1,0 a 9,4% segun la especie, el 12:0 20H que varia
entre ND y 6,9% o el 19:0 ciclo w8c cuyo rango esta entre ND y
5,7%. Asimismo, también se observa la similitud existente entre la
composicion de acidos grasos de P. baetica CECT 7720 y P. baetica
CECT 7721, corroborando que ambas cepas pertenecen a la misma
especie.

Tabla 8. Composicion de acidos grasos celulares de 1, P. baetica CECT
7720T; 2, P. baetica CECT 7721; 3, P. aeruginosa CECT IIOT; 4, P.
mendocina CECT 320" cultivados en MA o NA 11 a 22 6 37°C y durante 24 6
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48 h. La columna rango hace referencia al valor minimo y maximo detectado
en un determinado 4cido graso. ND: No Detectado. SF 3 (16:1 w7c/16:1
woc), SF 5 (18:0 ante/18:2 6,9¢), SF 8 (18:1 wo6c/18:1 wic).

MA NA Il

22°C 48 h 37°C 24 h

1 2 3 4 Rango
10:0iso 0,2 - - - ND-0,2
11:0 - - - 0,4 ND-0,4
10:0 30H 53 5,3 2,4 4,1 2,4-5,3
12:0 1,0 1,1 3,7 9,4 1,0-9,4
11:0 30H - - - 0,8 ND-0,8
13:0 - - - 0,4 ND-0,4
12:0 20H 6,9 6,8 4,7 - ND-6,9
12:0 30H 54 55 54 4,2 4,2-5,5
14:0 0,8 0,6 0,7 1,4 0,6-1,4
15:1 wéC - - - 0,4 ND-0,4
16:0 iso - - 0,2 0,9 ND-0,9
SF3 37,3 | 385 8,5 16,7 | 8,5-38,5
16:1 w5c 0,1 0,2 - - ND-0,2
16:0 236 | 241 | 31,8 | 19,8 | 19,8-31,8
17:1 iso w5c 0,2 - 0,2 0,4 ND-0,4
17:0iso 0,2 - - - ND-0,2
17:0 anteiso 0,1 - - - ND-0,1
17:1 w8c 0,2 0,2 0,4 3,1 0,2-3,1
17:0 ciclo 2,4 2,3 3,0 2,6 2,3-3
17:0 0,3 0,2 0,5 1,9 0,2-1,9
16:1 20H 0,3 - - - ND-0,3
18:1iso H 0,4 - - - ND-0,4
SF5 0,2 0,2 0,2 - ND-0,2
SF 8 145 | 14,7 | 31,7 | 33,0 | 14,5-33,0
18:0 0,4 0,3 0,8 0,7 0,3-0,8
19:0 ciclo w8c - - 57 - ND-5,7
19:0 0,1 - - - ND-0,1

Del mismo modo se analizé la composicion de acidos grasos
de P. argentinensis CECT 7010" y P. rhizosphaerae CECT 5726"
cultivadas en NA (Nutrient Agar) a 28°C durante 48 h; y de P.
corrugata CECT 124", P. oleovorans CECT 4079y P. lutea CECT
5822" cultivadas en NA durante 48 h a 26, 28 y 30°C respectivamente
(tabla 9), que mostraron los mismos acidos grasos mayoritarios que el
resto (SF 3, 16:0 y SF 8). Asimismo, mostraron una variacion
considerable en el 12:0 (4,3-10,1%) y el 18:0 30H (ND-3,4%).
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Tabla 9. Composicion de acidos grasos celulares de 1, P. argentinensis
CECT 7010%; 2, P. rhizosphaerae CECT 5726"; 3, P. corrugata CECT 124";
4, P. oleovorans CECT 4079"; y 5, P. lutea CECT 5822" cultivados en NA a
26, 28 6 30°C, durante 24 6 48 h. La columna rango hace referencia al valor
minimo y maximo detectado en un determinado acido graso. ND: No
Detectado. SF 2 (14:0 30H/16:1 iso 1/12:0 aldehido), SF 3 (16:1 w7c/16:1
woec), SF 5 (18:0 ante/18:2 w6,9¢), SF 7 (19:1w7¢/19:1 wbc), SF 8 (18:1
wo6c/18:1 wic).

NA
28°C 48 h |26°C 24 h | 28°C 24 h | 30°C 24 h

1 2 3 4 5 Rango
9:0 - 0,5 0,2 0,2 0,3 ND-0,5
10:0 iso - - 0,2 - - ND-0,2
10:0 - - 0,3 0,2 - ND-0,3
11:0 0,3 - - 0,1 - ND-0,3
10:0 30H 34| 31 51 3,6 2,8 2,8-5,1
12:0 10,1 | 5,2 5,0 7,6 4.3 4,3-10,1
11:0 iso 30H - - - 0,2 - ND-0,2
11:0 30H 0,5 - - 0,2 - ND-0,5
13:0 iso - - - 0,2 - ND-0,2
13:0 0,2 - - 0,1 - ND-0,2
12:0 20H - 2,8 3,2 - 2,1 ND-3,2
12:1 30H - - 0,3 - - ND-0,3
12:0 30H 48 | 54 52 4,1 4,7 4,1-5,4
14:0 anteiso - - 0,1 - - ND-0,1
14:1 w5c 0,2 - - - - ND-0,2
14:0 0,7 | 15 0,5 0,6 0,6 0,5-1,5
15:0 anteiso - - 0,2 - - ND-0,2
15:1 wéec 0,4 - - 0,1 - ND-0,4
SF2 - - 0,3 - - ND-0,3
16:0 iso 0,2 - - 0,1 - ND-0,2
16:0 anteiso - - 0,3 - - ND-0,3
SF3 17,9 | 34,2 30,4 20,2 32,8 17,9-34,2
16:1 w5c - - - 0,1 0,1 ND-0,1
16:0 18,1 | 25,3 19,4 14,7 28,2 14,7-28,2
17:1 anteiso w9c - - 0,3 - - ND-0,3
17:1 iso w5c 02 | 03 - - 0,1 ND-0,3
17:0iso - - 0,6 0,5 0,2 ND-0,6
17:0 anteiso - - 0,6 0,1 - ND-0,6
17:1 w8c 09 | 04 0,2 0,5 0,2 0,2-0,9
17:1 wée 0,3 - - - - ND-0,3
17:0 ciclo - - 0,9 1,5 1,1 ND-1,5
17:0 1,1 | 0,6 0,4 0,4 0,3 0,3-1,1
16:1 20H - - 1,7 - - ND-1,7
18:1iso H - - 1,8 - - ND-1,8
18:0 iso - - 0,3 - - ND-0,3
SF5 - - 0,1 - - ND-0,1
18:1 w9c - 0,8 - - - ND-0,8
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NA
28°C 48 h |26°C 24 h | 28°C 24 h | 30°C 24 h

1 2 3 4 5 Rango
SF 8 40,0 | 18,1 16,3 42,6 20,5 16,3-42,6
18:1 w5c - - - 0,1 - ND-0,1
18:0 09| 14 0,7 1,0 1,2 0,7-1,4
18:1 w7c 11-metil - - - 0,5 - ND-0,5
17:0 iso 30H - - - 0,2 - ND-0,2
17:0 20H - - 1,3 - - ND-1,3
19:0 iso - 0,4 0,4 0,2 0,3 ND-0,4
SF7 - - - 0,1 - ND-0,1
19:0 ciclo w8c - - - 0,1 0,1 ND-0,1
19:0 - - 0,1 - - ND-0,1
18:1 20H - - 0,3 - - ND-0,3
18:0 30H - - 3,4 - - ND-3,4
20:1 w7c - - - 0,1 - ND-0,1
20:0 iso - - 0,3 - - ND-0,3

Aunque se ha observado que los acidos grasos mayoritarios
son los mismos para las 24 especies mostradas hasta ahora pese a
haber sido cultivadas en diferentes medios de cultivo (NA 1, NA II,
TSA y MA), diferente tiempo de incubacion (24/48 h) y temperatura
(desde 22 a 37°C), también se aprecian diferencias en porcentajes y en
presencia/ausencia de otros acidos grasos, y no es posible dilucidar si
se debe a diferencias entre especies u ocasionadas por variaciones en
el cultivo. Con el fin de determinar de qué manera influyen las
condiciones de cultivo a la composicion de acidos grasos se realizo su
extraccion a cepas sometidas a distintas condiciones de cultivo (tabla
10), donde se observa que el hecho de variar las condiciones de
cultivo afecta principalmente a los acidos grasos mayoritarios. Asi
pues, al cultivar P. litoralis CECT 7669 en TSA se detectd 8,6
unidades porcentuales mas de SF 3, 3,2 unidades porcentuales mas de
16:0 y 3 unidades porcentuales menos de SF 8 que al cultivarlo en
MA, siendo la variacion del resto de acidos grasos poco significativa.
Lo mismo ocurrié con P. litoralis CECT 7670", donde se produjo una
variacion de 10,2 en el SF 3, 4,2 en el 16:0 y de 3,5 en el 17:0. En el
caso de P. pelagia CECT 7689", se observo una diferencia de 7,3
unidades porcentuales en el SF 3 y 3.4 en el SF §, al cultivar durante
48 h en TSA a 28°C con respecto a lo obtenido al cultivar en MA a
30°C.

162



Resultados y Discusion

Tabla 10. Composicion de acidos grasos celulares de 1, P. litoralis CECT
7669; 2, P. litoralis CECT 7670" cultivados en MA a 28°C 48 h; 1°, P.
litoralis CECT 7669; 2°, P. litoralis CECT 7670" cultivados en TSA a 28°C
48 h; 3, P. pelagia CECT 76897 cultivados en MA a 30°C 48 h; y 3°, P.
pelagia CECT 7689" cultivado en TSA a 28°C 48 h. 1Al hace referencia a la
variacion en valor absoluto observada para cada acido graso de una cepa con
respecto a la misma cepa cultivada en diferentes condiciones. SF 3 (16:1
w7¢/16:1 woce), SF S (18:0 ante/18:2 wo, 9¢), SF 8 (18:1 woe/18:1 wic).

28°C 48 h 48h
MA | TSA MA | TsA 3“(")23 2T§’Ac

T | 2 | 2 | 3 3 Al
9.0 E E E - E - E 02 | 02
10:0 ; } E } - - } 03 | 03
110 05 | 03 | 02 | 06 | - | 06 E 03 | 03
10:0 30H 33 | 29 | 04 | 32 | 30 | 02 | 43 31 | 12
120 88 | 7.5 | 13 | 86 | 7.9 | 07 | 89 81 | 08
11:0 30H 08 | 06 | 02 | 09 | 03 | 06 ; 04 | 04
130 05 | 03 | 02 | 05 | - | o5 E 04 | 04
12:0 30H 42 | 39 | 08 | 35 | 42 | 07 | 44 44 | 00
14:0 10 | 10 | 00 | 06 | 07 | o1 | 12 08 | 04
15:1 wée 04 | 05 | 0L | 05 | 02 | 03 ; 08 | 08
16:0 iso - - - - - - - 0,2 0,2
SF 3 97 | 183 | 86 | 7.9 | 181 | 102 | 17.3 | 246 | 7.3
16:1 w5c - - - - - - - 0,2 0,2
16:0 142 | 174 | 32 | 143 | 185 | 42 | 144 | 118 | 26
17:0is0 05 | 03 | 02 | 05 | 02 | 03 E 02 | 02
17:1 w8c 21 | 1,6 | 05 | 25 | 07 | 1.8 | 06 11 | 05
17:0 ciclo 103 | 85 | 18 | 108 | 89 | 19 | 60 24 | 16
17:0 32 | 1,8 | 14 | 43 | 08 | 35 | 05 08 | 03
SF5 07 | 05 | 02 | 1,0 | 06 | 04 | 03 03 | 00
SF8 348 | 318 | 30 | 351 | 326 | 24 | 388 | 354 | 34
18:0 23 | 1,2 | 11 | 19 | 1,2 | 07 | 17 10 | o7
19:0ciclo w8c | 23 | 1.4 | 00 | 29 | 18 | 4,1 | 15 - 15
19:0 04 | 03 | oL | 05 | 03 | 02 E - E

Del mismo modo, para estudiar la reproducibilidad de la
técnica se analizo la composicion de acidos grasos en réplicas bajo las
mismas condiciones de cultivo (tabla 11). Como puede observarse, los
perfiles obtenidos para las réplicas de P. litoralis CECT 7669, P.
litoralis CECT 7670" y P. pelagia CECT 7689", son muy similares
entre si, observandose como maximo una variacion de 3,6, como
ocurre en el SF 8 de P. pelagia CECT 7689 respecto a su réplica. De
modo que, la técnica GC FAME puede considerarse una técnica
adecuada para la autentificacion de cepas del género Pseudomonas.
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Tabla 11. Composicion de acidos grasos celulares de 1, P. litoralis CECT
7669; 1°, P. litoralis CECT 7669 réplica; 2, P. litoralis CECT 7670"; 2°, P.
litoralis CECT 7670" réplica; 3, P. pelagia CECT 7689";y 3°, P. pelagia
CECT 7689" réplica, cultivados en MA 28°C 48 h (1, 1°, 2 y 2°) y en TSA
28°C 48 h (3 y 3’°). 1Al hace referencia a la variacion en valor absoluto
observada para cada acido graso de una cepa con respecto a su réplica. SF 1
(13:0 30H/15:1 iso H), SF 3 (16:1 w7c/16:1 wobc), SF 5 (18:0 ante/18:2

w6,9¢), SF 8 (18:1 woe/18:1 wic), SF 9 (17:1 iso uPc/16:0 10-metil).

MA 28°C 48 h TSA 28°C 48 h

1 1 1Al 2 2' 1Al 3 3 1Al
10:0 - - - - - - 0,2 0,2 0,0
9:0 30H - - - - - - 0,5 0,8 0,3
11:0 05 | 06 | 01 - - - 1,0 1,1 0,1
10:0 30H 3,3 32 | 0,1 3,5 3,6 0,1 3,4 3,7 0,3
12:0 8,8 8,6 0,2 8,8 9,5 0,7 6,2 6,1 0,1
11:0iso 30OH - - - - - - 0,3 0,6 0,3
11:0 30H 08 | 09 | 01 06 | 05 | 01 1,7 1,7 0,0
13:0iso0 - - - - - - 0,2 0,4 0,2
13:0 0,5 0,5 0,0 - 0,2 0,2 1,1 1,3 0,2
12:0 30H 4,2 35 | 08 | 49 | 46 0,3 3,4 34 | 0,0
14:0 1,0 | 06 | 04 14 | 09 0,5 04 | 15 1,1
SF1 - - - - - - | 02]02]00
15:0 iso - - - - - - 0,2 0,3 0,1
15:1 w8c - - - - - - 0,2 0,3 0,1
15:1 w6e 0,4 0,5 0,1 - - - 1,6 1,5 0,1
SF3 9,7 7,9 1,8 8,0 9,6 1,6 13,8 | 14,3 | 0,5
16:1 w5c - - - - - - 0,7 - 0,7
16:0 142 | 143 | 0,1 | 17,0 | 15,7 | 1,3 7,6 7,9 0,3
SF9 - - - - - - - 0,2 0,2
17:0iso 0,5 05 | 0,0 - - - 1,2 1,6 0,4
17:0 anteiso - - - - - - - 0,2 0,2
17:1 w8c 2,1 2,5 0,4 1,2 1,0 0,2 4,9 53 0,4
17:0 ciclo 10,3 | 10,8 | 0,5 | 12,2 | 10,5 | 1,6 10,8 | 9,0 1,8
17:0 3,2 4,3 1,1 1,8 14 | 04 | 40 3,3 0,7
16:1 20H - - - - - - - 0,7 0,7
18:1iso H - - - - - - - 0,7 0,7
SF5 0,7 10 | 03 | 08 | 0,8 | 0,0 04 | 05 | 01
SF 8 348|351 | 03 | 346|364 | 1,8 | 29,3 | 25,7 | 3,6
18:0 2,3 1,9 0,4 1,9 2,3 0,4 0,8 0,9 0,1
18:1 w7c 11-metil - - - - - - 0,3 0,3 0,0
19:0 iso - - - - - - - 0,2 0,2
19:0 ciclo w8c 2,3 2,9 0,6 3,0 2,4 0,6 5,2 3,8 1,4
19:0 0,4 0,5 0,1 0,4 0,4 0,0 0,2 0,3 0,1
18:0 30H - - - - - - - 2,0 2,0
20:2 w6,9¢ - - - - - - 02 | 03 | 01
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En el transcurso del trabajo esta técnica demostré su utilidad
para detectar un problema real de identidad (tabla 12), ya que se
observd que la cepa P. alcaligenes CECT 929" mostraba una
composicion de acidos grasos diferente al resto de Pseudomonas, pues
los acidos grasos mayoritarios que presentaba fueron el SF 3 (13,8%)
y el 15:0 iso F (35,5%), mientras que en el resto de Pseudomonas los
acidos grasos mayoritarios fueron el SF 3, el 16:0, y el SF 8. Ademas,
esta cepa fue identificada por el sistema MIDI (Sherlock) como
Stenotrophomonas maltophilia con un indice de similitud de 0,903 (se
considera positiva la identificacion por encima de 0,5). Al disponer
del perfil de acidos grasos de la cepa Stenotrophomonas maltophilia
CECT 115", que se utiliza como control positivo en cada analisis, se
compard con el obtenido de la cepa CECT 929', de modo que se
observd una coincidencia considerable entre ambos perfiles. La
identidad de esta cepa fue estudiada también mediante MALDI-TOF
MS y secuencia del gen 16S rRNA, corroborando que se trataba de
Stenotrophomonas maltophilia y no de Pseudomonas alcaligenes.
Tras comprobar el resultado en lotes de cepas anteriores, la cepa
CECT 929" se elimin6 del catalogo de la CECT, siendo sustituida por
la cepa equivalente de la DMSZ, cuya identidad era correcta, y
catalogada con el nimero CECT 7784". La composicién de acidos
grasos de la nueva cepa incorporada en la CECT, Pseudomonas
alcaligenes CECT 7784", coincide con el resto de Pseudomonas (tabla
12).
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Tabla 12. Composicion de &cidos grasos celulares de 1, P. alcaligenes CECT
929"; 2, Stenotrophomonas maltophilia CECT 115%; 3, P. alcaligenes CECT
7784, cultivadas en NA a 26°C durante 24 h. SF 3 (16:1 w7¢/16:1 w6c), SF
8 (18:1 wobe/18:1 wic), SF 9 (17:1 iso uPc/16:0 10-metil).

1 2 3
10:0iso 0,1 - -
10:0 0,7 0,7 3,0
11:0 iso 2,8 31 0,2
11:0 - - 0,4
10:0 30H 0,2 0,2 55
12:0 - - 6,3
11:0 iso 30H 1,7 1,6 0,2
11:0 30H - - 0,5
13:0iso 0,5 0,6 -
13:0 - - 0,3
12:0 30H 34 34 57
14:0 iso 0,5 0,5 -
14:1 w5c - - 0,3
14:0 3,7 4,1 4.4
13:0iso 30H 4,0 3,7 -
13:0 20H 0,5 0,3 -
15:1iso0 F 1,4 1,2 -
15:0 iso 35,5 34,1 0,2
15:0 anteiso 8,4 7,9 -
15:1 w8c - - 0,2
15:1 w6e - - 0,2
16:0 iso 0,6 0,8 -
16:1 w9c 3,6 3,7 -
SF 3 13,8 12,8 25,4
16:1 w5c - - 0,3
16:0 6,8 8,9 12,3
SF9 4,5 4,6 -
17:1 anteiso w9c 0,1 - -
17:0 iso 2,8 3,5 -
17:0 anteiso 0,2 0,3 -
17:1 w8c 0,2 0,2 1,1
17:1 wéec - - 0,5
17:0 - - 0,2
18:1 w9c 1,2 1,8 -
SF8 0,7 0,9 31,4
18:0 0,3 0,7 0,4
18:1 w7c 11-metil - - 0,7
17:0 20H - - 0,4
19:0iso 04 0,5 -
18:0 20H 0,4 - -
20:1 w7c 0,1 - -
20:0 iso 1,1 - -
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Por lo tanto, la técnica GC FAME puede considerarse como
una técnica adecuada para la autentificacion de cepas del género
Pseudomonas, ya que los perfiles obtenidos son los suficientemente
discriminatorios como para diferenciar al menos entre especies.
Asimismo, los acidos grasos mas representativos de este género por
estar presentes en todas las cepas estudiadas fueron el 10:0 30H, 12:0,
12:0 30H, SF 3 (16:1 w7c/16:1 wbc), 16:0, SF 8 (18:1 wb6ec/18:1 wTc)
y 18:0. Los acidos grasos mayoritarios fueron el SF 3 que representa
entre un 8,5 y un 40,6% del total de los acidos grasos presentes en el
género Pseudomonas dependiendo de la especie estudiada, el 16:0 que
representa entre un 7,9 y un 38,2% y el SF 8 que representa entre un
7,6 y un 36,8%, coincidiendo con los acidos grasos mayoritarios
(figura 51). Sin embargo, otros acidos grasos son importantes también
para la discriminacioén entre especies dentro de este grupo, debido a
que estan presentes en determinadas especies en cantidades
considerablemente altas mientras que no estan presentes en otras
especies, o lo estan en cantidades muy bajas, como son el 12:0 que
dependiendo de la especie presenta entre el 1,0 y el 9,4% de los acidos
grasos totales, el 12:0 20H cuyo rango varia entre no detectable y
6,9%, el 17:1 w8c entre no detectable y 5,3%, y el 17:0 ciclo entre no
detectable y 13,5%.

Pseudomonas
45
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0 ! . . . . . n
10:030H 120 12030H SF3 16:0 SF8 18:0

Figura 51. Gréfica de los 4cidos grasos mas representativos del género
Pseudomonas y la variacion observada en la cantidad relativa de éstos.
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2.2 Analisis de cepas de la familia Vibrionaceae

En este apartado se analizaron 68 cepas de la familia
Vibrionaceae mediante GC FAME (3 del género Aliivibrio, 4 de
Enterovibrio, 1 de Grimontia, 10 de Photobacterium, 1 de Salinivibrio
y 49 de Vibrio).

Las condiciones de cultivo de las cepas estudiadas son muy
similares, por lo que casi todas las cepas fueron cultivadas en MA a
26°C durante 48 h antes de realizar la extraccion de acidos grasos.

En la tabla 13 se muestra la composicion de acidos grasos de
las cepas estudiadas de los géneros Aliivibrio, Enterovibrio y
Grimontia, asi como el rango de cantidad relativa observada para cada
acido graso. A pesar de pertenecer a géneros diferentes, estas cepas
presentaron los mismos acidos grasos mayoritarios: el SF 3, el 16:0 y
el SF 8, coincidiendo también con el género Pseudomonas, estudiado
en el apartado anterior. Respecto al género Aliivibrio destacod la
variabilidad interespecifica observada para el acido graso mayoritario
SF 3, presente entre el 37,0 y el 46,8% dependiendo de la especie. Lo
mismo ocurrié en el género Enterovibrio, donde el acido graso mas
destacado por su variabilidad interspecifica fue también el SF 3 cuyo
rango vario entre 30,3 y 46,6%, aunque también destacaron el 16:0
iso, por presentar una cantidad relativa entre 0,2 y 5,1%, y el 18:1 ¢
cuyo rango estuvo comprendido entre el 1,5y 7,8%.

Tabla 13. Composiciéon de 4cidos grasos celulares de 1, Aliivibrio
finisterrensi CECT 7228"; 2, Aliivibrio fischeri CECT 524%; 3, Enterovibrio
calviensis CECT 7414"; 4, Enterovibrio coralii CECT 7249"; 5, Enterovibrio
nigricans CECT 7320T; 6, Enterovibrio norvegicus CECT 7288T; y 7,
Grimontia hollisae CECT 5069" cultivados en MA 26°C 48 h. Las columnas
de rango hacen referencia al valor minimo y maximo detectado en un
determinado acido graso. ND: No Detectado. SF 1 (13:0 30H/15:1 iso H), SF
2 (14:0 30H/16:1 iso 1/12:0 aldehido), SF 3 (16:1 w7c/16:1 woe), SF 7
(19:1w7¢/19:1 woc), SF 8 (18:1 wbe/18:1 w7).
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Aliivibrio Enterovibrio Grimontia

1 2 Rango 3 4 5 6 Rango 7
10:0 30H - - - 0,2 - 0,2 | 0,2 ND-0,2 0,4
12:0iso - - - - - 0,3 ND-0,3 -
12:0 6,1 | 40 | 4061 |51 (48| 32|37 | 3251 3,6
13:0 0,2 - ND-0,2 - - - 0,1 ND-0,1 -
12:0 30H 50 | 41 | 4150 |33 (31|19 | 28 1,9-3,3 3,9
14:0 iso - - - - - 03 | 11 ND-1,1 -
14:0 2,7 | 4,6 2,7-4,6 11| 40 | 15 | 2,1 1,1-4,0 3,2
SF1 0,5 - ND-0,5 - - 04 | 04 ND-0,4 -
15:1 w8c 0,2 - ND-0,2 - - 05 | 04 | ND-05 0,2
15:1 wée - - - - - 0,1 - ND-0,1 -
14:0 iso 30H - - - - 09 | 05 | 1,0 | ND-0,9 -
SF 2 77| 46 | 46-7,7 | 38 | 36 | 3,7 | 3,0 | 3,0-38 53
16:0 iso - - - 0,2 | 35| 22| 51 0,2-5,1 0,2
16:1 w9c - - - 29 | 3,6 - - ND-3,6 3,0
SF3 37,0 | 46,8 | 37,0-46,8 | 39,1 | 30,3 | 46,6 | 36,4 | 30,3-46,6 35,7
16:1 w5c - - - 0,3 - 04 | 03 ND-0,4 0,3
16:0 20,4 | 18,9 | 18,9-20,4 | 19,3 | 15,6 | 16,4 | 15,8 | 15,6-19,3 16,3
17:1 w8c 1,3 | 0,9 09-1,3 | 04| 20|22 |23]| 0423 1,2
17:1 w6 0,3 - ND-0,3 - - 0,4 | 0,3 ND-0,4 0,2
17:1 w5c - - - 0,2 - - - ND-0,2 -
17:0 1,7 | 0,8 08-1,7 | 04 - 09 | 14 | ND-14 0,4
16:0 iso 30H - - - - - - 0,2 ND-0,2 -
16:0 30H - - - - - - 0,2 | ND-0,2 -
18:0 iso - - - - 1,71 06 | 1,3 ND-1,7 -
18:1 w9c - - - 20 | 78 | 1,5 | 3,0 1,5-7,8 4,1
SF8 13,0 | 14,4 | 13,0-14,4 | 18,8 | 15,6 | 14,7 | 15,4 | 14,7-18,8 19,1
18:1 w5c - - - 0,2 - 02 | 0,2 | ND-0,2 0,2
18:0 22| 09 0,9-2,2 24 |1 36 |15 | 24 1,5-3,6 2,4
18:1 w7c 11-metil - - - - - - 0,2 ND-0,2 0,1
SF7 0,6 - ND-0,6 0,2 - - 0,4 ND-0,4 0,1
19:0 0,2 - ND-0,2 - - - - - -
20:1 w7c 0,9 - ND-0,9 | 0,3 - 02 | 0,2 | ND-0,3 0,4
20:0 - - - - - - 0,1 ND-0,1 -

La composicion de acidos grasos de las cepas tipo estudiadas

del género Photobacterium se muestra en la tabla 14, donde se

observa que el mayor rango de variabilidad tuvo lugar en los acidos
grasos mayoritarios SF 3 (27,9-45,8%), 16:0 (5,0-22,3%) y el SF 8
(6,4-19,4%). Sin embargo, también destacaronn otros acidos grasos

por presentar diferencias considerables entre las distintas especies de
Photobacterium como el 12:0 (2,6-6,4%), el 12:0 30H (2,9-7,3%), el
14:0 (ND-5,8%) y el 15:0 iso (ND-3,9%).
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Tabla 14. Composicion de acidos grasos celulares de 1, P. angustum CECT
5690"; 2, P. aphoticum CECT 7614"; 3, P. damselae CECT 626'; 4, P.
ganghwense CECT 7641%; 5, P. halotolerans CECT 5860"; 6, P. leiognathi
CECT 4191"; 7, P. lutimaris CECT 7642"; 8, P. rosenbergii CECT 7644"; y
9, P. swingsii CECT 7576" cultivados en MA 26°C 48 h. La columna de
rango hace referencia al valor minimo y méximo detectado de cada acido
graso. ND: No Detectado. SF 1 (13:0 30H/15:1 iso H), SF 2 (14:0 30H/16:1
iso 1/12:0 aldehido), SF 3 (16:1 w7¢/16:1 wbc), SF 9 (17:1 iso tPc/16:0 10-
metil).

Photobacterium

1 2 3 4 5 6 7 8 9 Rango
10:0 - - - - 0,5 - - - - ND-0,5
11:0 0,3 - - - 0,4 - - - - ND-0,4
10:0 30H 0,3 - - - - 0,7 - - - ND-0,7
12:0iso - - - - 0,3 - - - - ND-0,3
12:0 53 26 | 48 | 46 | 63 | 64 | 3,9 30 | 38 2,6-6,4
11:0 30H 0,6 1,2 0,6 - 05 | 06 | 0,7 1,3 - ND-1,3
13:0iso 0,2 2,2 - 07| 02 |09 ]| 10 1,5 - ND-2,2
13:0 anteiso - - - - 0,1 - - - - ND-0,1
13:0 0,9 1,1 0,3 - 04 | 0,7 | 0,7 0,7 | 04 ND-1,1
12:0 iso 30H - - - - 0,3 - - - - ND-0,3
12:0 30H 3,6 2,9 37|37 | 73 | 40 | 3,6 3,7 | 380 2,9-7,3
14:0 iso - 0,9 - - - - - 0,2 - ND-0,9
14:0 3,4 3,3 51|58 | 12 |54 | 40 2,8 - ND-5,8
13:0 iso 30H - 0,9 - - 0,2 - - 0,5 - ND-0,9
15:1iso F - 2,8 - - - - 0,3 0,4 - ND-2,8
SF1 1,1 1,8 10 [ 10| 14 | 0,7 | 1,0 1,1 | 0,3 0,3-1,8
15:0 iso - 3,9 - 04|02 |18 | 21 3,4 - ND-3,9
15:0 anteiso 0,7 0,8 - - - - - - - ND-0,8
15:1 w8c 06 | 30 | 05 |07 | 08 | 0,2 | 1,2 1,2 | 0,3 0,2-3,0
15:1 wéec 0,7 1,4 - - - - 0,6 2,3 - ND-2,3
14:0 iso 30H - 1,0 - - 0,7 - - 0,4 - ND-1,0
16:1 w7c alcohol 0,3 - - 0,7 - 0,8 - - 1,0 ND-1,0
SF 2 53 | 38 58 | 53 | 6,2 | 67 | 48 47 | 4,0 3,8-6,7
16:0 N alcohol - - - 0,4 - - - - 0,4 ND-0,4
16:0 iso - 2,4 - - 1,9 - 04 | 09 | 0,6 ND-2,4
SF 3 45,8 | 33,4 | 40,7 | 38,0 | 27,9 | 40,0 | 42,0 | 41,5 | 44,5 | 27,9-45,8
16:1 w5c 02 | 03 02 | 04 - - - - - ND-0,4
16:0 188 | 7,3 |16,5| 15,2 | 150 |16,4| 11,7 | 50 | 22,3 | 5,0-22,3
15:0 iso 30H - 1,7 - 04| 02 | 04 | 0,7 1,7 - ND-1,7
15:0 20H - 0,4 - - - - - - - ND-0,4
SF9 - 2,4 - 0,5 - - 0,8 1,6 - ND-2,4
17:1 anteiso w9c 0,2 0,4 - - - - - - - ND-0,4
17:0iso - 1,6 - 04| 04 | 06 | 0,9 2,9 - ND-2,9
17:0 anteiso 0,4 1,1 - - 0,3 - 0,2 0,2 - ND-1,1
17:1 w8c 14 1,5 13 (13| 29 |06 | 22 24 | 0,6 0,6-2,9
17:1 wéec 0,7 0,8 05|04 05 |03]| 06 0,6 | 0,3 0,3-0,8
17:0 1,6 1,1 16 [ 15| 29 |11 | 17 1,3 | 04 0,4-2,9
18:0 iso - - - - 0,2 - - - - ND-0,2
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Photobacterium
1 2 3 4 5 6 7 8 9 Rango
18:1 w9c - - - - - 0,4 - - - ND-0,4
SF 8 6,4 95 | 16,4 |18,4| 19,4 | 10,8 | 14,4 | 14,1 | 13,6 | 6,4-19,4
18:0 07| 04|08 |04]| 06 |06]| 07 04 | 09 0,4-0,9
17:0 iso 30H - 0,5 - - 0,4 - - - - ND-0,5
19:0iso 02 | 09 - - 0,3 - - - - ND-0,9
SF 6 0,2 - - - - - - - - ND-0,2
SF7 02| 05 | 04 - - - - 02 | 02 ND-0,5
18:1 20H - 0,4 - - - - - - - ND-0,4

La composicion de acidos grasos de las cepas pertenecientes
al género Vibrio se muestra en las tablas 15, 16, 17 y 18. Los acidos
grasos mayoritarios presentes en las cepas estudiadas del género
Vibrio fueron los mismos que los observados en el resto de cepas de la
familia Vibrionaceae (SF 3, 16:0 y SF 8).

Tabla 15. Composicion de acidos grasos celulares de 1, V. aerogenes CECT
7868"; 2, V. alginolyticus CECT 5217; 3, V. anguillarum CECT 522"; 4, V.
artabrorum CECT 7226"; 5, V. atlanticus CECT 7223"; 6, V. breoganii
CECT 7222%; 7, V. campbellii CECT 523"; 8, V. celticus CECT 7224%; 9, V.
cholerae CECT 514", 10, V. cincinnatiensis CECT 4216'; 11, V.
diazotrophicus CECT 627" cultivados en MA 26°C 48 h. SF 1 (13:0
30H/15:1 iso H), SF 2 (14:0 30H/16:1 iso 1/12:0 aldehido), SF 3 (16:1
w7¢/16:1 woc), SF 7 (19:1w7¢/19:1 wbe), SF 8 (18:1 woe/18:1 wic).

Vibrio

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
10:0 30H 0,4 - - - - - - - 05 | 05 | 02
12:0iso - - 0,3 - - - - 0,3 - - 0,2
12:0 52 | 63|57 |68]| 56| 43| 60| 83 55 | 48
11:0 30H - 1,1 - - - - - - - -
13:0iso - 0,5 - - - - 1,0
13:0 anteiso - - - - - - 0,3
13:0 - 0,8 - 0,2 - 0,3 - - - - -
12:0iso 30H - - - - - - - - 0,4 - 0,1
12:1 30H - - - - - 1,9 - - 03 | 01 -
12:0 30H 3,9 55 3,2 3,4 3,5 0,4 4,1 3,5 55 4,4 4.5
14:0iso - - 06 | 04|08 |07]08]| 13| 10 - 0,8
14:0 45 | 66 | 69 | 27 | 36 | 69 | 69 | 6,7 | 66 | 57 | 3,1
13:0 iso 30H - - - - - - 0,2 - - - -
SF1 0,8 1,6 0,3 0,6 0,4 - 0,5 0,3 0,2 0,5 0,3
15:0 iso - - - - - - 0,6
15:0 anteiso - - - - - - 1,2 - - - -
15:1 w8c - 04 | 02|01 | 04 - - - 01|01 | 02
15:1 wée - 0,2 - - 0,1 - - - - - -
14:0 iso 30H - 06 | 08 | 0,7 | 0,7 - 13 | 14 | 16 - 0,9
16:1 w7c alcohol - - 0,3 1,0 0,2 0,3 - 0,6
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Vibrio

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
SF 2 53 |83 |35|87 |29 |61 |74 ]| 47 | 47 |63 | 35
16:0 iso - 08 32|12 |41 |16 |31 |58 |49 |01 | 30
SF 3 32,4 34,6 | 40,8 |39,2|44,1|395|37,8|37,6|39,0 (316|391
16:1 w5c 0,2 - 04 |02 |02 05|03 |03
16:0 259 (11,6 | 19,2 | 158 | 21,1 | 16,3 | 88 | 17,5 17,3 | 18,4 | 17,8
15:0 iso 30H - 0,3 - - - - 0,6 - - - -
15:0 20H - - - - - - 0,6
15:0 30H - 0,7 -
17:1 anteiso w9c - - - - - - 0,2
17:0iso - - - - - - 0,5
17:0 anteiso - - - - - - 1,8 - - - -
17:1 w8c 05(29|04|08|07|03|05|04]|06]|12]|08
17:1 wéec 04 | 0,7 - 02|03 | 02|02 - 02 | 04 | 03
17:0 ciclo - - - 0,4 - - - - - - -
17:0 13|(1,7|03|08|10|10| 03|04 |03]|09]05
16:0 iso 30H - - - - - - - 0,5
16:0 30H 02 | 08 | 0,2 - 0,2 - - 0,8 - -
18:0iso - - - 02 | 05 | 02 - 03 | 0,7 - 0,4
18:1 w9c 0,4 - - - 0,2 - - - 0,5 - -
SF8 17,4 | 13,8 | 13,3 | 139 | 6,7 | 19,0 ( 14,8 | 8,2 | 14,1 | 22,3 | 18,3
18:1 w5c - - - 02 | 01 - - - 02| 03| 01
18:0 o8 |04 |05|13|18|08|04]|08]| 07| 14|07
18:1 w7c 11-metil - - - - - - - - 0,1 - -
SF7 - - - 0,7 0,5 0,2 - 0,6 0,1 - 0,2
19:0 ciclo w8c - - - 0,1 -
18:0 30H 0,2 - - - - - - - - -
20:1 w7c - - - 08 | 04 | 0,2 - - - 0,2

Tabla 16. Composicion de acidos grasos celulares de 1, V. fluvialis CECT
4217%; 2, V. furnissii CECT 4203"; 3, V. gallaecicus CECT 7244"; 4, V.
gazogenes CECT 5068"; 5, V. harveyi CECT 525"; 6, V. ichthyoenteri CECT
5675 7, V. inhibens CECT 7692": 8, V. lentus CECT 5110"; 9, V. mangrovi
CECT 7927%; 10, V. mediterranei CECT 621%y 11, V. mediterranei CECT
623 cultivados en MA 26°C 48 h. SF 1 (13:0 30H/15:1 iso H), SF 2 (14:0
30H/16:1 iso 1/12:0 aldehido), SF 3 (16:1 w7c/16:1 wbe), SF 6 (19:1
wdc/19:1 wllc), SF 7 (19:1w7¢/19:1 wbe), SF 8 (18:1 wbe/18:1 wic), SF 9
(17:1 iso wPc/16:0 10-metil).
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Vibrio

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
10:0 - - - 0,2 - - - - - -
10:0 30H - - - 1,8 - 0,2 - - 0,4 - -
12:0is0 - - 0,2 - - - - 0,2 - - -
12:0 44 | 54 | 45 | 53 | 58 | 3,7 | 31 | 54 | 51 | 47 | 56
11:0 30H - 0,8 - - - - - - - - -
13:0iso 14111 (11|02 |05 - 0,9 - - 14 | 11
13:0 anteiso - - - - - - - - - 0,3 | 0,2
13:1 at 12-13 - - - - - - - - 0,9 - -
13:0 06 | 1,3 - 02|09 ]| 02|02 - - 02 | 0,2
12:0 iso 30H - - - - - - - - - 0,2 -
12:0 20H - - - 1,7 - - - - 1,7 - -
12:1 30H - - - 15,1 - - - - 5,2 - -
12:0 30H 36 | 42 |22 |60 |49 |29 |22 |41 | 45 | 26 | 2,7
14:0 iso 1,104 | 14 - 03|05|03|05]|04]|24] 11
14:0 59 | 60 | 17 | 80| 79 |34 | 42 | 46 | 82 | 6,0 | 7,3
13:0 iso 30H 0,3 - 0,4 - - - 0,2 - - 03 | 03
15:1iso0 F - - - 0,3 - - - - 0,3 - -
SF1 08|18 |04 |05|10 |03 |04 |02]| 06|04
15:0 iso 1,7 1 05 | 1,1 - 0,3 - 0,5 - - 24 | 20
15:0 anteiso 0,5 - 0,5 - - - 0,3 - - 1,9 1,7
15:1 w8c 07 | 13 | 03 - 02 | 05 | 03 - - 0,2 -
15:1 wéec 03|04 | 04 - 0,3 - 0,1 - - - -
14:0 iso 30H 13 | 1,1 | 1,2 - 05|03 |05|07|04]| 15|06
16:1 w7c alcohol 0,4 - 0,9 - - 0,4 - 1,1 - - -
SF 2 49 | 59 | 48 | 56 | 75 | 42 | 33 | 30 | 47 | 43 | 40
16:0 iso 31|47 |65|02|08]|10]|23|32]|09]|67] 33
SF3 33,7 (350|429 |260|34,2 425|436 |43,6|315|31,7| 30,3
16:1 w5c 0,3 - 0,2 - 02 (02| 03] 02 - 02 | 04
16:0 13,8 | 11,9 | 15,5 | 19,3 | 15,4 | 20,9 | 12,9 | 14,5 | 19,7 | 8,0 | 12,0
15:0 iso 30H 08 | 05 | 04 0,3 - 0,6 - - 0,7 | 0,6
15:0 20H 0,1 - - - - - 0,2 - - - 0,4
SF9 0,2 - - - - - 0,1 - - 05 | 0,3
17:1 iso w5c - - - - - - 0,1 - - - -
17:1 anteiso w9c - - - - - - 0,1 - - 03 | 0,2
17:0iso 14 | 05 | 14 - 0,2 - 1,1 - - 1,9 | 2,0
17:0 anteiso 0,4 | 0,3 0,7 - - - 0,4 - - 2,0 1,8
17:1 w8c 20 (26|10 | 04|10 | 09|18 |06 |04 | 11| 08
17:1 wée 05|06 | 04 - 04 |02]|06|02]|04|04]03
17:0 20 (21|11 |07 |20 |05]| 14|06 | 08| 05|04
18:1iso H - - - - - - - - - 0,3 0,2
16:0 iso 30H - - 0,3 - - - - - - - -
16:0 30H - - - - 0,3 - - - - - -
18:0 iso 0,7 | 05 | 0,6 - - - 03 | 08 - 0,7 | 0,3
18:1 w9c - - - 05 | 0,3 - - - 0,6 - -
SF 8 12,1134 | 70 | 75 | 14,2 | 16,2 | 17,3 | 13,9 | 13,0 | 16,0 | 18,0
18:1 w5c - - - - - - 0,1 0,3 - - -
18:0 08|09 |07 )|05|08)|08)|04|16 |06 | 04|05
18:1 w7c 11-metil | 0,2 | 0,2 - - - - 0,1 - - - 0,3
17:0 20H - - - - - - - - - - 0,2
SF7 0,1 - - - - - - - - - -

173



Resultados y Discusion

Vibrio
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
18:0 30H = - = = - § _ R N - 12
20:1 w7c - - 0,2 - - 03 (01|09 - -
20:0 0,2 - - - = - - - - -

Tabla 17. Composicion de acidos grasos celulares de 1, V. mimicus CECT
4218"; 2, V. mytili CECT 632"; 3, V. natriegens CECT 526"; 4, V. nereis
CECT 595"; 5, V. nigripulchritudo CECT 628"; 6, V. ordalii CECT 5827; 7,
V. ostreicida CECT 7398; 8, V. ostreicida CECT 7399; 9, V. pelagius CECT
4202"; 10, V. ponticus CECT 5869" cultivados en MA 26°C 48 h. SF 1 (13:0
30H/15:1 iso H), SF 2 (14:0 30H/16:1 iso 1/12:0 aldehido), SF 3 (16:1
w7c/16:1 woe), SF 7 (19:1w7¢/19:1 woce), SF 8 (18:1 woe/18:1 wic), SF 9
(17:1 iso tPc/16:0 10-metil).

Vibrio

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
10:0 30H 0,4 - - - - - - - - -
12:0iso - 0,4 - - - - - - 0,3 -
12:0 - 3,8 4,0 4,8 3,6 4,0 5,0 2,2
11:0 30H - - 0,4 - - - - - - 1,1
13:0iso - - 0,4 0,6 - - 0,8 - - 1,3
13:0 - - 0,4 0,4 - - 0,4 - - 0,6
12:0 iso 30H 0,2 0,3 - - - - - - 0,3 -
12:1 30H 0,2 - - - - - - - - -
12:0 30H 5,8 3,9 3,6 4,0 4,1 8,4 3,2 2,8 3,8 2,9
14:0 iso 0,3 0,7 - 0,3 0,5 - 0,2 - 1,8 0,5
14:0 4,7 4,5 6,2 8,1 5,3 57 6,2 55 4,3 3,7
13:0 iso 30H - - - - - - 0,2 - - 0,5
SF1 0,4 0,4 0,9 0,7 0,3 0,5 0,8 - 0,5 1,1
15:0 iso - - 0,4 0,5 - - 0,3 - - 2,8
15:0 anteiso - - - 0,3 - - 0,2 - - 0,3
15:1 w8c 0,1 - 0,3 0,3 - 0,3 0,3 - 0,3 0,6
15:1 w6e - - - - - - 0,1 - - 0,4
14:0 iso 30H 1,1 2,1 0,3 0,4 0,3 0,3 - 1,9 0,8
16:1 w7c alcohol 0,3 - - - 0,3 0,7 0,8 1,6 - =
SF2 4,6 4,8 4,6 35 8,6 4,8 2,8 3,1 4,4 2,7
16:0 N alcohol - - - - - 0,2 - - - -
16:0 iso 3,1 7,3 0,8 1,0 0,9 0,1 1,0 0,6 54 2,6
SF 3 38,1 | 351 | 398 | 414 | 37,7 | 339 | 36,4 | 36,9 | 40,5 | 26,5
16:1 w5c 0,4 0,2 - 0,3 0,3 0,6 0,2 0,3 0,2 0,2
16:0 19,0 9,4 14,7 12,1 20,3 | 27,0 | 18,9 19,4 10,7 6,5
15:0 iso 30H - - 0,3 - - - 0,2 - - 1,2
SF9 - - - - - - - - - 0,3
17:1 anteiso w9c - - - - - - - - - 0,2
17:0iso - - 0,5 0,2 - - 0,9 - - 2,4
17:0 anteiso - 0,2 - - - - 0,3 0,2 - 0,3
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Vibrio

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
17:1 w8c 1,2 1,0 3,3 1,7 0,6 0,9 2,8 0,9 1,1 5,6
17:1 wée 0,3 0,3 0,6 0,6 - 0,4 0,7 0,4 0,4 1,5
17:0 0,8 0,5 2,0 0,5 0,3 1,1 1,8 0,6 0,7 4,0
18:1iso H 0,2 - -
16:0 iso 30H - - 0,6 0,3 - -
18:0 iso 0,8 1,5 - - - - 0,6 1,0
18:1 w9c 0,7 - 0,5 - - 0,4 0,3 0,9 - 0,4
SF 8 15,6 | 22,0 | 151 | 17,8 | 193 | 135 | 149 | 21,2 | 16,2 | 22,1
18:1 w5c 0,2 - - - - 0,3 - 0,4 - 0,1
18:0 1,3 1,1 0,7 0,5 0,6 1,2 0,5 1,2 0,9 2,2
18:1 w7c 11-metil 0,1 - 0,3 - - 0,2 0,3 - - -
17:0 30H 0,2 -
19:0 iso - 0,3
SF7 0,3 0,1
19:0 0,3
18:1 20H - - - - - 0,1
20:1 w7c 0,2 0,5 0,2 0,2 0,6 0,7
20:0 0,2

Tabla 18. Composicion de 4cidos grasos celulares de 1, V. rhizosphareae
CECT 7877"; 2, V. ruber CECT 7878"; 3, V. scophthalmi CECT 4638"; 4, V.
sinaloensis CECT 7298"; 5, V. aestivus CECT 7758"; 6, V. aestivus CECT
7559; 7, V. quintilis CECT 7734"; 8, V. splendidus CECT 528"; 9, V.
stylophorae CECT 7929"; 10, V. tapetis CECT 4600"; 11, V. tubiashii CECT
4196"; 12, V. vulnificus CECT 529" cultivados en MA 26°C 48 h. SF 1 (13:0
30H/15:1 iso H), SF 2 (14:0 30H/16:1 iso 1/12:0 aldehido), SF 3 (16:1
w7c/16:1 woe), SF 7 (19:1 w7c¢/19:1 woe), SF 8 (18:1 woe/18:1 wic), SF 9

(17:1 iso tPc/16:0 10-metil).

Vibrio

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
9:0 - - - - - - - 0,2
10:0 15
11:0 anteiso 0,2 -
11:0 - 0,2
10:0 30H 06 | 1,3 - - 0,6 -
12:0iso - - 0,2 - 0,1 - - 0,2 - -
12:0 61 | 44 | 30| 41|39|29]| 50| 80| 22 - 5,0
13:0iso 02|11 | 18 0,2 | 0,6
13:0 anteiso - - 0,1 0,1 - - = =
13:0 - 02 |04|03|03]|08]| 04 04 | 05
12:0 iso 30H - 0,3 0,1 0,3
12:0 20H 09 | 1,7 - - -
12:1 30H 52 | 19,7 - - - - 0,4 - - - - -
12:0 30H 57 | 76 | 40 | 1,4 | 24 | 18 | 32 | 45 | 51 | 25 | 43 | 51
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Vibrio

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
14:0 iso 03] 02| 21| 06 1,2 0,9 - 0,9 - 0,1 0,2 | 0,9
14:0 8,3 4,6 6,4 7,0 6,8 5,8 4,9 79 17,7 | 53 7,1 2,6
13:0 iso 30H - - - - 0,3 0,5 - - - - 0,2 | 0,9
13:0 20H - - - - 0,1 0,2 - - - - - -
15:1iso F - 0,2 = - - = - - = - = -
SF1 05|04 | 05 0,5 04 | 03 1,0 0,4 - 0,3 0,7 1,2
15:0iso - - - 0,3 2,1 6,0 - - - 1,4 0,4 1,7
15:0 anteiso - - - 02 | 28 | 32 - - - 02 | 02 | 07
15:1 w8c - - 05 | 02 | 03 03 | 02 | 02 = 0,3 0,2 | 0,6
15:1 wée - - - 0,1 - 0,2 - - - - 0,1 0,5
14:0 iso 30H 05 | 05 10 | 05 | 0,8 0,5 - 0,8 = - 0,3 1,4
;I?::gh(:lh - - 0,2 0,6 0,4 0,2 - 0,4 - 0,5 0,2 0,4
SF 2 6,4 | 68 | 48 6,6 2,7 21 | 46 | 39 | 47 64 | 3,8 9,1
16:0 iso 0,6 0,4 4,8 1,3 3,9 3,3 - 3,9 - 0,5 0,8 4,2
16:1 w9c - - - - - - - - 9,7 - = -
SF3 28,4 |18,9|140,9 | 43,5(31,1323|394|393]|329]43,2]36,9 | 30,0
16:1 w5c - 0202 | 03] 01 0,1 | 0,2 0,6 | 0,2 0,2 -
16:0 20,0 | 11,3 | 17,4 | 22,1 | 13,2 | 10,2 | 20,9 | 18,0 | 16,0 | 27,4 | 14,7 | 10,7
15:0 iso 30H - - - - | 04|09 - - - - | 02|15
15:0 20H - - - - 01 | 01 - - - - - -
SF9 - - - - o104 - = - = - =
15:0 30H - - - - - - - - - - - 0,8
oy anteiso - - - - Joerfoa| - | - |o2] - o1 -
17:0iso - - - 0,2 1,2 4,1 - - - 1,3 0,4 1,8
17:0 anteiso - - - - 1,2 2,0 - - - 0,2 0,2 | 0,9
17:1 w8c 0,4 0,4 0,8 0,6 2,3 2,2 0,7 0,7 - 0,9 1,3 3,8
17:1 w6e - 01|02 |02 | 05 05 | 04 | 02 = 0,1 04 | 0,9
17:0 06 | 05| 04 0,8 1,0 1,0 1,0 0,6 - 0,7 1,4 18
18:1iso H - - - - 0,1 - - - - - - -
16:0 30H - - - 0,2 - - 0,2 0,3 - - 0,3 -
18:0 iso 02 | 04 - - 0,7 0,5 - 0,3 = - = 0,6
18:1 w9c 1,2 0,4 - 0,2 - - - 0,2 1,5 0,3 - 0,7
SF8 13,0 | 16,2 | 11,4 | 7,7 | 17,2 | 145 | 16,2 | 7,6 7,2 7,5 | 18,8 | 15,0
18:1 w5c - 0,3 - - 0,1 - - - - - - 0,7
18:0 0,9 13 | 06 | 04 | 0,7 04 | 04 | 1,0 1,4 | 0,8 05 | 0,6
rlngétlil w7c 11 . . . o1 . . . . . . . .
SF7 0,3 - - - - 0,2 - 0,3 0,2 - = -
20:1 w7c - 0,2 0,2 0,4 0,2 - 0,3 0,3 - - -
20:0 - - - - - - - - 0,3 = = =

176




Resultados y Discusion

En la tabla 19 se muestra la cantidad relativa minima y
maxima de cada acido graso obtenida en los perfiles del género
Vibrio, donde se observa que los acidos grasos mayoritarios presentan
una amplia variabilidad intraespecifica: SF 3 (18,9-44,1%), 16:0 (6,5-
27,4%) y SF 8 (6,7-22,3%). Ademas, cabe destacar la importancia de
otros acidos grasos en la diferenciacion entre especies por medio de
GC FAME, debido a su heterogénea presencia en las especies del
género Vibrio, como son: el 12:0 (ND-8,3%), el 12:1 30H (ND-
19,7%), el 12:0 30H (0,4-8,4%), el 14:0 (1,7-17,7%), el 15:0 iso (ND-
6%), el SF 2 (2,1-9,1%),el 16:0 iso (ND-7,3%), el 16:1 ®9c (ND-
9,7%), el 17:0 iso (ND-4,1%), el 17:1 w8c (ND-5,6%) y el 17:0 (ND-
4,0%).

Tabla 19. Rango de valores maximos y minimos de la cantidad relativa
detectados en cada acido graso dentro del género Vibrio. ND: No Detectado.
SF 1 (13:0 30H/15:1 iso H), SF 2 (14:0 30H/16:1 iso 1/12:0 aldehido), SF 3
(16:1 w7c/16:1 woe), SF 7 (19:1 w7c/19:1 wode), SF 8 (18:1 woe/18:1 wic),
SF 9 (17:1 iso tPc/16:0 10-metil).

Vibrio
Rango
9:0 ND-0,2
10:0 ND-1,5
11:0 anteiso ND-0,2
11:0 ND-0,2
10:0 30H ND-1,8
12:0 iso ND-0,4
12:1 at 11-12 ND-0,3
12:0 ND-8,3
11:0 30H ND-1,1
13:0 iso ND-1,8
13:0 anteiso ND-0,3
13:1 at 12-13 ND-0,9
13:0 ND-1,3
12:0 iso 30H ND-0,4
12:0 20H ND-1,7
12:1 30H ND-19,7
12:0 30H 0,4-8,4
14:0 iso ND-2,4
14:0 1,7-17,7
13:0iso 30H ND-0,9
13:0 20H ND-0,2
15:1iso F ND-0,3
SF1 ND-1,8
15:0 iso ND-6,0
15:0 anteiso ND-3,2
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Vibrio

Rango
15:1 w8c ND-1,3
15:1 w6e ND-0,5
14:0 iso 30H ND-2,1
16:1 w7c alcohol ND-1,6
SF2 2,1-9,1
16:0 N alcohol ND-0,2
16:0 iso ND-7,3
16:1 w9c ND-9,7
SF3 18,9-44,1
16:1 w5c ND-0,6
16:0 6,5-27,4
15:0 iso 30H ND-1,5
15:0 20H ND-0,6
SF9 ND-0,5
17:1 iso w5c ND-0,1
15:0 30H ND-0,8
17:1 anteiso w9c ND-0,3
17:0iso ND-4,1
17:0 anteiso ND-2,0
17:1 w8c ND-5,6
17:1 wée ND-1,5
17:0 ciclo ND-0,4
17:0 ND-4,0
18:1iso H ND-0,3
16:0 iso 30H ND-0,6
16:0 30H ND-0,8
18:0 iso ND-1,5
18:1 w9c ND-0,2
SF8 6,7-22,3
18:1 w5c ND-0,7
18:0 0,4-2,2
18:1 w7c 11-metil ND-0,3
17:0 20H ND-0,2
17:0 30H ND-0,2
19:0 iso ND-0,3
SF7 ND-0,7
19:0 ciclo w8c ND-0,1
19:0 ND-0,3
18:1 20H ND-0,1
18:0 30H ND-1,1
20:1 w7c ND-0,9
20:0 ND-0,3

En la tabla 20 se muestra el perfil de acidos grasos obtenido
mediante GC FAME de cepas de la familia Vibrionaceae que fueron
cultivas en condiciones diferentes. A pesar de las diferentes
condiciones aplicadas, los acidos grasos mayoritarios detectados
fueron también el SF 3, el 16:0 y el SF 8. También destaca, como en
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el resto de cepas de la familia Vibrionaceae, la presencia de 12:0 30H,
14:0,y SF 2.

Tabla 20. Composicién de acidos grasos celulares de 1, Aliivibrio logei
CECT 5009" cultivado en MA 20°C 48 h; 2, Photobacterium sp. CECT
7580"; 3, Salinivibrio costicola CECT 4059'; 4, V. agarivorans CECT
5085"; 5, V. marisflavi CECT 7928"; 6, V. orientalis CECT 629"; 7, V.
parahaemolyticus CECT 511" cultivados en MA 26°C 24 h. SF 1 (13:0
30H/15:1 iso H), SF 2 (14:0 30H/16:1 iso 1/12:0 aldehido), SF 3 (16:1
w7c/16:1 woce), SF 7 (19:1w7¢/19:1 woe), SF 8 (18:1 woc/18:1 wic).

MA
20°C 48 h 26°C 24 h

1 2 3 4 5 6 7
9:0 - - 0,6 - - - -
11:0 - - - - 0,4 - 0,2
10:0 30H - - 0,8 - - - -
12:0 3,5 0,8 4,7 4,5 4,3 4,9 4,2
11:0 30H - - - - 1,1 - 0,8
13:0iso - - - - 0,7 - 0,5
13:0 - - - - 3,2 0,2 0,8
12:0 30H 4,1 55 3,9 3,5 35 2,2 3,0
14:0 iso - - - 0,2 - -
14:1 w5c 0,1 - - - - 0,2 -
14:0 1,8 1,7 4,2 8,0 3,2 11,3 4,8
13:0iso 30H - - - - 0,2 - -
SF1 0,3 - - 0,3 2,7 0,2 14
15:0 iso - - - - 0,4 - 0,2
15:0 anteiso - - - - 0,2 0,1
15:1 w8c 0,2 - - - 1,3 - 0,3
15:1 wée 0,1 - - - 0,2 - 0,4
14:0 iso 30H - - - - - - 0,4
16:1 w7c alcohol - - - 0,5 - 0,7 -
SF2 4,5 3,6 51 3,5 3,8 3,6 53
16:0 iso 0,3 0,3 0,3 0,2 0,2 0,5
SF3 53,5 43,9 38,1 44,9 28,9 44,8 26,3
16:1 w5c 0,1 - - 0,4 - 0,3 -
16:0 20,3 215 | 252 | 156 | 16,0 | 19,6 | 11,3
15:0 iso 30H - - - - 04 - 0,3
15:0 30H - - - - 0,5 - 0,4
17:1 anteiso w9c - - 0,2 - - - -
17:0iso - - - - 0,6 - 0,3
17:0 anteiso - - - - 0,1 - 0,2
17:1 w8c 0,8 0,7 0,3 0,7 6,0 0,2 3,2
17:1 wéec 0,1 - - 0,2 1,1 - 0,7
17:0 0,7 0,7 0,2 0,3 55 0,2 53
16:0 20H - - 1,3 - - - -
16:0 30H - - - - 0,2 0,4
18:0 iso - - - - - - 0,3
18:1 w9c 0,5 0,7
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MA
20°C 48 h 26°C 24 h

1 2 3 4 5 6 7
SF 8 7,9 18,5 | 12,4 | 16,2 | 14,4 | 11,0 | 259
18:1 w5c - - - 0,2 - - -
18:0 1,2 1,6 1,4 0,4 0,6 0,4 2,3
18:1 w7c 11-metil - 0,4 0,3 - -
17:0 30H - - - - 0,1
SF7 0,5 - 0,3 - - - -
19:0 - - - - - - 0,2
20:1 w7c 0,4 0,3 - 0,2 0,2 - 0,4

Por otro lado, se estudid la variabilidad existente en la
composicion de acidos grasos entre cepas pertenecientes a la misma
especie (tabla 21). Como puede observarse, el perfil de acidos grasos
entre las dos cepas pertenecientes a V. mediterranei fue bastante
similar, siendo la diferencia encontrada entre ambas cepas en cuanto a
la cantidad relativa de determinados acidos grasos menor a 1,5,
excepto para el acido graso 16:0 iso donde V. mediterranei CECT
621" presentdé 3,4 unidades porcentuales mas que V. mediterranei
CECT 623, para el 16:0 cuya diferencia entre ambas cepas fue de 4, y
para el SF 8 que fue de 2. Lo mismo ocurri6 para las dos cepas
estudiadas de V. ostreicida, el perfil es muy similar excepto para el
acido graso 17:1 w8c donde la diferencia entre la cantidad relativa de
V. ostreicida CECT 7398 y V. ostreicida CECT 7399 fue de 2, y para
el SF 8 que presentd una variacion de 6,3. En el caso de V. aestivus,
las dos cepas de esta especie presentaron una diferencia en la cantidad
relativa del acido graso 15:0 iso de 3,9, de 3 en el 16:0 y de 2,9 en el
SF 8. Por lo que aunque las diferencias no fueron excesivamente
grandes, si lo suficiente como para diferenciar ambas cepas.

Tabla 21. Composicion de acidos grasos celulares de 1, V. mediterranei
CECT 621" 2, V. mediterranei CECT 623; 3, V. ostreicida CECT 7398; 4, V.
ostreicida CECT 7399; 5, V. aestivus CECT 7758T; 6, V. aestius CECT 7759;
4, cultivados en MA 26°C 24 h. 1Al hace referencia a la variacion en valor
absoluto observada para cada acido graso de una cepa con respecto a otra
cepa de la misma especie cultivada en las mismas condiciones. SF 1 (13:0
30H/15:1 iso H), SF 2 (14:0 30H/16:1 iso 1/12:0 aldehido), SF 3 (16:1
w7c/16:1 wobe), SF 7 (19:1 w7c/19:1 woe), SF 8 (18:1 woe/18:1 wic).
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1 2 1Al 3 4 1Al 5 6 1Al
12:0 iso - - - - - - 0,1 - 0,1
12:0 4,7 5,6 0,8 3,6 4,0 0,4 39 29 1,0
11:0 30H - - - - - - - - -
13:0iso 1,4 1,1 0,3 0,8 - 0,8 1,1 1,8 0,7
13:0 anteiso 0,3 0,2 0,1 - - - 0,1 0,1 0,0
13:0 0,2 0,2 0,0 0,4 - 0,4 0,3 0,3 0,0
12:0iso 30H 0,2 - 0,2 - - - 0,1 - 0,1
12:0 30H 2,6 2,7 0,1 3,2 2,8 0,4 2,4 1,8 0,6
14:0 iso 2,4 1,1 1,3 0,2 - 0,2 1,2 0,9 0,3
14:0 6,0 7,3 1,3 6,2 55 0,7 6,8 58 1,0
13:0iso 30H 0,3 0,3 0,0 0,2 - 0,2 0,3 0,5 0,2
13:0 20H - - - - - - 0,1 0,2 0,1
15:1iso F - - - - = - - - =
SF1 0,4 - 0,4 0,8 - 0,8 0,4 0,3 0,1
15:0 iso 2,4 2,0 0,4 0,3 - 0,3 2,1 6,0 3,9
15:0 anteiso 19 1,7 0,2 0,2 - 0,2 2,8 3,2 0,6
15:1 w8c 0,2 - 0,2 0,3 - 0,3 0,3 0,3 0,0
15:1 wéec - - - 0,1 - 0,1 - 0,2 0,2
14:0 iso 30H 15 0,6 0,9 0,3 - 0,3 0,8 0,5 0,3
16:1 w7c alcohol - - - 0,8 1,6 0,8 0,4 0,2 0,2
SF2 43 4,0 0,3 2,8 3,1 0,3 2,7 2,1 0,6
16:0 iso 6,7 3,3 34 1,0 0,6 0,4 3,9 3,3 0,6
SF3 31,7 | 30,3 1,4 36,4 | 36,9 0,5 31,1 | 32,3 1,2
16:1 w5c 0,2 0,4 0,2 0,2 0,3 0,1 0,1 0,1 0,0
16:0 8,0 12,0 4,0 18,9 | 19,4 0,5 13,2 | 10,2 3,0
15:0 iso 30H 0,7 0,6 0,1 0,2 - 0,2 0,4 0,9 0,5
15:0 20H - 0,4 0,4 - - - 0,1 0,1 0,0
SF9 0,5 0,3 0,2 - - - 0,1 0,4 0,3
17:1 anteiso w9c 0,3 0,2 0,1 - - - 0,1 0,1 0,0
17:0iso 1,9 2,0 0,1 0,9 - 0,9 1,2 4,1 2,9
17:0 anteiso 2,0 18 0,2 0,3 0,2 0,1 12 2,0 0,8
17:1 w8c 1,1 0,8 0,3 2,8 0,8 2,0 2,3 2,2 0,1
17:1 wéec 0,4 0,3 0,1 0,7 0,4 0,3 0,5 0,5 0,0
17:0 0,5 0,4 0,1 1,8 0,6 1,2 1,0 1,0 0,0
18:1iso H 0,3 0,2 0,1 - - - 0,1 - 0,1
16:0 iso 30H - - - 0,3 - 0,3 - - =
18:0 iso 0,7 0,3 0,4 - - - 0,7 0,5 0,2
18:1 w9c - - - 0,3 0,9 0,6 - - -
SF8 16,0 | 18,0 2,0 14,9 | 21,2 6,3 17,2 | 14,5 2,7
18:1 w5c - - - - 04 0,4 0,1 - 0,1
18:0 0,4 0,5 0,1 0,5 1,2 0,7 0,7 0,4 0,3
18:1 w7c 11-metil - 0,3 0,3 0,3 - 0,3 - - -
17:0 30H - - - 0,2 - 0,2 = = =
SF7 - - - - - - - 0,2 0,2
20:1 w7c - - - 0,2 0,2 0,0 0,4 0,2 0,2
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Para corroborar la reproducibilidad de la técnica dentro de la
familia Vibrionaceae, se realizaron réplicas de algunas de las cepas
para ver si variaba el perfil de acidos grasos (tabla 22). Como se
observa, las réplicas obtenidas para cada cepa fueron muy similares
entre si, no observandose variaciones mayores a 1,3 en ningun caso, lo
que implica una alta reproducibilidad de la técnica para la familia
Vibrionaceae.

Tabla 22. Composicion de acidos grasos celulares de 1, Photobacterium
aphoticum CECT 7614"; 1°, Photobacterium aphoticum CECT 7614 réplica;
2, Photobacterium ganghwense CECT 7641%;  2°,  Photobacterium
ganghwense CECT 76417 réplica; 3, Photobacterium halotolerans CECT
5860"; 3°, Photobacterium halotolerans CECT 5860" réplica; 4,
Photobacterium rosenbergii CECT 7644"; 4’, Photobacterium rosenbergii
CECT 7644" réplica, cultivados en MA 26°C 24 h. 1Al hace referencia a la
variacion en valor absoluto observada para cada acido graso de una cepa con
respecto a su réplica. SF 1 (13:0 30H/15:1 iso H), SF 2 (14:0 30H/16:1 iso
1/12:0 aldehido), SF 3 (16:1 w7¢/16:1 wbec), SF 7 (19:1 w7c/19:1 wobe), SF 8
(18:1 woe/18:1 wic), SF 9 (17:1 iso uPc/16:0 10-metil).

1 1 1Al 2 2 1Al 3 3 1Al 4 4 1Al
9:0 - - - - 04 | 04 - 02 | 0,2 - 02 | 0,2
10:0iso 0,3 - 0,3 - - - - - - - -
10:0 - - - - - - 04 | 04 | 00 - - -
11:0 - - - - - - 04 | 04 | 0,0 - 01| 01
10:0 30H - - - - - - - 02|02 02]|02] 00
12:0iso - - - - - - 03| 03| 0,0 - - -
12:0 2324|101 |45 |42 |03 |54|52]|02]|27]|25]|02
11:0 30H 0,4 - 0,4 - - - - - - - - -
13:0iso 14| 18|04 |08|08|00|03|02|01|11]|12]01
13:0 anteiso - - - - - - 0,21 02| 0,0 - - -
13:0 0504|0103 |02|01|04|04|00]02|03]|01
12:0 iso 30H - - - - - - 02| 0,2 | 0,0 - - -
12:0 30H 25|26 |01|39|37|02|66|60]|06]|33]|30]|03
14:0 iso 03| 03] 00 - - - - - - 02 | 02| 00
14:0 34 (133|01|39|44|05|08|10]|02]|241|25]|01
13:0 iso 30H 04 | 06 | 0,2 - 02 | 0,2 - 0101|041 04]|00
15:1iso F 1,1 | 13| 02 - - - - - - 02|02 |00
SF1 1010|0007 |06 |01]|11|10|01|05]|05]00
15:0 iso 2125|0406 |05|01|01]|01]|00]|25]|31]|06
15:0 anteiso 15| 13 | 0,2 - - - - - - 02 | 02| 00
15:1 w8c 24 20| 04|06 |05|01|10|09]|01]|05]|06]|01
15:1 wéec 08 |04 | 04 - - - - - - 02| 04 | 0,2
14:0 iso 30H 04 | 04| 00 - - - 06 | 05(01]|03]| 03|00
16:1 w7c alcohol - - - 03|03 1| 00 - - -
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1 1 1Al 2 2 1Al 3 3 1Al 4 4 1Al
SF 2 3134|103 |53|46 |07 |49 ]| 42|07 |39 |33 |06
16:0 iso 15(15|00|05(05|00|21|21|00{(13]| 13| 00
SF 3 376|376| 00 [383 (37409 |31,3|309| 05 (384380 04
16:1 w5c 03|04|01|04|04(00(|02]|02]|00]02]|02]|00
16:0 10,1 (11,4 1,3 | 145|153 | 0,8 | 16,2 | 170| 0,8 |10,9| 98 | 1,1
15:0 iso 30H 0711|104 |04 |04|00(|02]|01|01]| 11|11 /|00
15:0 20H 0,2 - 0,2 - - - - - - - - -
SF9 19 (22|03 |04 |04 |00 - - - 11|14 | 03
17:1 anteiso w9c 03|04 | 01 - - - - - - - - -
17:0iso 12|15}03 |07 |07 |00]|05|04|01]|33]|40]07
17:0 anteiso 28 | 21 | 0,7 - - - 03|04 (01]|05]| 05|00
17:1 w8c 16 |12|04 (08|08 |00]|30|29|01 (13| 14|01
17:1 wée o8 |07|01|05|04|00|06|05|01]|05]|05]|00
17:0 12 (1002|1312 |01 |29 |30|01 (15|15 ]| 01
18:1iso H - 0,3 | 03 - - - - - - - - -
18:0 iso 0,2 - 0,2 - - - 0202|000 |01|02]{012
18:1 w9c - - - - 06 | 0,6 - 04 | 04 - - -
SF 8 150|141 11 (21,0|205| 0,5 | 18,4|18,8| 0,4 | 20,3|20,0| 0,3
18:0 o4 |04|00|05|09|04|07]|09]|02]|061|07]|01
18:1 w7c 11-metil - - - - - - - - - 0,1 - 0,1
17:0 iso 30H - - - - - - 08| 04 | 04 - - -
19:0 iso - - - - 03(03|03|03|00(|01]|02] 01
SF7 0,2 - 0,2 - - - - - - 01 |02] 01
18:0 30H - 05 | 05 - - - - - - - - -

Por todo lo expuesto se puede considerar que GC FAME es
una técnica adecuada para la autentificacion de cepas de la familia
Vibrionaceae, debido a que éstas presentan un perfil lo
suficientemente discriminatorio para diferenciar entre especies y a que
los resultados obtenidos son reproducibles. Los acidos grasos mas
representativos de la familia Vibrionaceae por estar presentes en todas
las cepas estudiadas fueron: 12:0 30H, 14:0, SF 2 (14:0 30H/16:1 iso
1/12:0 aldehido), SF 3 (16:1 w7¢/16:1 wobc), 16:0 y SF 8 (18:1
wo6c/18:1 w7c). Ademas, el SF 3 es el acido graso que se encuentra en
mayor proporcion en todas las cepas (figura 52).
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Familia Vibrionaceae
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Figura 52. Grafica de los acidos grasos mas representativos de las cepas
estudiadas de la familia Vibrionaceae y la variacion observada de éstos en la
cantidad relativa.

En la figura 53 se muestran los acidos grasos representativos
del género Aliivibrio por estar presentes en todas las cepas estudiadas.
Al estar basada en un numero menor de cepas (3) y de especies (3), se
observa una menor variacion en los acidos grasos presentes, y ademas
de los siete acidos grasos comunes a la familia Vibrionaceae, se
encuentran presentes también en todos los casos los acidos grasos:
12:0, 17:1 w8c y 17:0. Ademas, cabe destacar que el acido graso SF 3
present6 la mayor variabilidad, estando presente en un rango de entre
37,0 y 48,8%, mientras que el resto de acidos grasos presentaron una
variabilidad entre las cepas estudiadas menor, siendo la mayor
diferencia encontrada entre el valor maximo y minimo de 3,1 (SF 2).
Por otro lado, destaca el género Aliivibrio por ser el unico donde en
todos los casos la cantidad relativa del 16:0 es mayor que la del SF 8.
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Figura 53. Gréfica de los acidos grasos mas representativos de las cepas
estudiadas del género Aliivibrio y la variacion observada de éstos en la

cantidad relativa.

El género Enterovibrio destaca por ser el unico de la familia
Vibrionaceae que presenta 18:1 wc en todas las cepas del género
(figura 54). Asimismo, a pesar de basar el estudio en solo 4 especies
(un total de 4 cepas), la variabilidad encontrada en cuanto a la
cantidad relativa de los acidos grasos es mayor a la observada en el
género Aliivibrio, como vemos en el acido graso 14:0 (1,0-4,0%), SF
3 (30,3-46,6%), 16:0 (15,6-19,3%), 18:1 wdc¢ (1,5-7,8%) y SF 8 (14,7-

18,8%).
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Figura 54. Gréfica de los acidos grasos mas representativos de las cepas
estudiadas del género Enterovibrio y la variacion observada de éstos en la

cantidad relativa.
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El género Photobacterium destaca porque, a diferencia del
resto de géneros de la familia Vibrionaceae, todas sus cepas presentan
los acidos grasos SF 1 (13:0 30H/15:1 iso H), 15:1 w8c y 17:1 woe.
Destaca también, al igual que ocurre en el género Vibrio (figura 56),
que el rango de variabilidad para el 16:0 y para el SF 8, es mayor que
el observado anteriormente, llegando incluso en algunos casos a
valores por debajo de 10. Por otro lado, para la discriminacidon entre
especies pertenecientes al género Photobacterium destaca también el
acido graso 15:0 iso, ya que en algunas especies no se encuentra
presente, mientras que en otras si lo estd en cantidades considerables
(3,9%).
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Figura 55. Grafica de los acidos grasos mas representativos de las cepas
estudiadas del género Photobacterium y la variacion observada en la cantidad
relativa de éstos.

Por tultimo, los acidos grasos mas representativos del género
Vibrio por estar presentes en todas las cepas estudiadas fueron: 12:0
30H, 14:0, SF 2, SF 3, 16:0, SF 8 y 18:0 (figura 56). Destaca el
amplio rango de cantidad relativa de todos ellos, excepto del 18:0, y el
valor maximo que alcanza el acido graso 14:0 (17,7%), estando en
mayor cantidad incluso que el 16:0 y SF 8 como ocurre en el perfil de
V. stylophorae CECT 7929". A la hora de diferenciar entre especies
destacaron por estar presentes en algunas especies en cantidades
relativamente altas, mientras que estaban ausentes en otras, los acidos
grasos: 12:1 30H, 17:0 iso, el 17:1 w8c y el 17:0.
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Figura 56. Grafica de los acidos grasos mas representativos de las cepas
estudiadas del género Vibrio y la variacion observada en cuanto la cantidad

relativa de éstos.
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2.3 Analisis de cepas del género Aeromonas

En este apartado se detalla el resultado del analisis mediante
GC FAME de 64 cepas pertenecientes al género Aeromonas, con el fin
de obtener una base de datos curada para el proceso de autentificacion
de cepas.

Debido a la homogeneidad en las condiciones de crecimiento
recomendadas para las cepas del género Aeromonas analizadas, todas
las cepas se cultivaron en TSA a 30°C durante 24 h.

En las tablas 23, 24, 25, 26, 27, 28 y 29 se muestra la
composicion de acidos grasos de las cepas del genero Aeromonas
estudiadas. Cabe destacar que como ocurrid6 con el género
Pseudomonas y la familia Vibrionaceae, también pertenecientes a la
clase Gammaproteobacteria, los acidos grasos mayoritarios
detectados fueron el SF 3 (16:1 w7c/16:1 woe), el 16:0 y el SF 8 (18:1
wo6c/18:1 wic).

Tabla 23. Composicion de acidos grasos celulares de 1, A. allosaccharophila
CECT 4911%; 2, 4. allosaccharophila CECT 4220, 3, A. aquariorium CECT
7289"; 4, A. bestiarum CECT 4227'; 5, A. bestiarum CECT 5219; 6, A.
bestiarum CECT 7451; 7, A. bivalvium CECT 7113"; 8, 4. bivalvium CECT
7112; 9, A. caviae CECT 838"; y 10, 4. caviae CECT 4226, cultivados en
TSA 30°C 24 h. SF 2 (14:0 30H/16:1 iso 1/12:0 aldehido), SF 3 (16:1
®7¢/16:1 w6¢), SF 7 (19:1 w7c/19:1 woe), SF 8 (18:1 woe/18:1 wic), SF 9
(17:1 iso tPc/16:0 10-metil).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
9:0 08 | 03 - - 02 | 02 - - - -
10:0 iso 0,4 - 02 | 0,3 - - 0,1 - - -
10:0 0,2 | 01 - - - - - - - -
11:0 0,4 0,1 - - - - - - - -
12:0 65| 50 | 51 |56 |57 | 42| 44 |53 | 58| 63
13:0iso o6 |01|03|03|02]|03]|07 1|06 1|05] 06
13:00 03|04 |04 (|04]|01|02]{|01]| 01 - -
12:0 30H 0,2 0,2 0,2 - 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2
14:0 iso - 0,1 0,2 - - 0,1 - - - -
14:0 3,9 3,7 71 4,1 2,1 4.8 2,4 3,2 3,2 2,6
15:1iso F 0,2 - - - - 0,1 0,1 - - -
15:0 iso 16 | 07 |09 |07 | 03| 13 15 1,0 1,0 1,0
15:0 anteiso - 01 | 0,2 - - 01 | 01 - 0,1 -
15:1 w8c 0,1 0,2 0,1 - - 0,1 - - - -
15:1 w5c - - - - - 0,1 - - - -
16:1 w7c alcohol - 0,1 2,4 2,5 0,1 0,9 - - - -
SF2 83| 70 |115| 80 | 78 | 63 | 68 | 87 | 75 | 84
16:0 N alcohol - - 0,6 0,5 - 0,2 - - - -
16:0 iso o4 |08)|09|05|02|11|03]|01]| 01|03
SF3 36,4 | 40,8 | 33,9 | 41,9 | 40,3 | 37,8 | 35,9 | 35,3 | 35,9 | 36,1
16:1 w5c 03| 02 | 01 - 02]02]|01|01]|02] 02
16:0 20,1 |21,5| 19,6 | 19,7 | 25,1 | 24,7 | 24,1 | 23,8 | 26,8 | 25,9
15:0 iso 30H 25107 |11 |06 | 08|09 ]| 16 |14 |08 | 11
15:0 20H - 0,1 0,1 - - - 0,1 - - -
SF9 25109 |08 |09 |08]| 15|25 |11 |07 | 09
15:0 30H 03| 03| 03 - - 0,1 - - - -
17:1 anteiso w9c - - - 0,4 - - - - 0,1 -
17:0iso 1,7 0,7 0,7 0,7 1,4 1,3 4,1 3,0 1,1 1,5
17:0 anteiso 02 | 02 | 02 - 0202|0101 ]| 01 -
17:1 w8c 1,1 | 21 | 13 15|06 |09 |07 | 03] 02|03
17:1 wée - 05|03]|04|01|02]|02]01] 01 -
17:0 0,6 1,2 1,2 0,8 0,5 0,7 0,8 0,5 0,3 0,3
16:0 20H 0,1 - - - - - - - - -
16:0 30H - - - - - - - - 0,4 -
18:1 w9c 0,2 - - - 0,2 - - - 0,3 -
SF 8 78 |10,8 | 9,8 96 | 11,7 | 10,4 | 12,1 | 14,1 | 139 | 134
18:1 w5c - - - - - - - - 0,1 -
18:0 1,6 1,1 0,7 0,6 1,0 1,1 0,7 0,9 0,8 0,8
18:1 w7c 11-metil - 0,1 - - 0,2 - 02 | 02| 02| 02
SF7 - - - - - - 0,2 - - -
20:1 w7c - - - - 0,1 - 0,1 - - -
20:0 0,2 0,1 - - - - - - - -
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Tabla 24. Composicion de acidos grasos celulares de 1, 4. encheleia CECT
4342"; 2, A. encheleia CECT 4985; 3, A. encheleia CECT 5027; 4, A.
enteropelogenes CECT 4487 5, A. enteropelogenes CECT 4935; 6, A.
enteropelogenes CECT 4937; 7, A. eucrenophila CECT 4224"; 8, A.
eucrenophila CECT 4827; y 9, A. eucrenophila CECT 4855, cultivados en
TSA 30°C 24 h. SF 1 (13:0 30H/15:1 iso H), SF 2 (14:0 30H/16:1 iso 1/12:0

aldehido), SF 3 (16:1 w7c¢/16:1 woc), SF 8 (18:1 wobe/18:1 wic), SF 9 (17:1
iso WPc/16:0 10-metil).

1 2 3 4 5 6 7 8 9
9:0 - 0,2 - 0,3 - - - - -
10:0 iso 0,1 - - 0,2 - - 0,1 - -
11:0 - - - 0,2 - - - - -
12:0 iso - - - 0,1 - 0,1 - - -
12:0 4,8 5,0 6,0 3,9 3,9 4,1 52 54 6,4
13:0 iso 0,6 0,4 0,4 0,8 0,7 0,6 1,1 0,4 0,2
13:0 anteiso 0,1 - - 0,1 0,1 0,1 - - -
13:0 - - - 0,9 0,2 0,2 - - -
12:0 30H 0,1 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2
14:0 iso - - - 0,2 0,2 0,2 - - -
14:0 2,6 2,7 2,9 2,6 3,0 3,3 3,2 34 3,8
15:1iso F 0,1 - 0,1 0,1 0,1 0,1 - -
SF1 - - - 1,1 - - - - -
15:0 iso 2,2 1,2 0,9 1,1 1,7 1,3 3,8 15 0,7
15:0 anteiso 0,2 0,2 - 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1
15:1 w8c - - - 0,3 0,1 0,1 - - -
15:1 wéec - - - 0,1 - - - - -
14:0 iso 30H - - - 0,8 - 0,7 - - -
16:1 w7c alcohol - - - 1,7 0,4 0,9 - - -
SF 2 7,2 7,7 10,0 51 6,1 6,1 6,3 7,8 9,7
16:0 N alcohol - - - 0,5 - 0,2 - - -
16:0 iso 0,3 0,1 0,2 2,2 1,6 1,8 0,2 - -
SF3 41,0 | 42,6 | 47,1 | 31,4 | 335 | 34,6 | 41,1 | 43,1 | 446
16:1 w5c 0,2 0,2 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
16:0 210 | 223 | 19,3 | 136 | 21,4 | 21,1 18,8 | 23,4 | 24,3
15:0 iso 30H 2,1 1,4 1,9 1,8 1,7 1,3 2,9 1,2 0,6
15:0 20H 0,1 0,2 0,3 0,2 0,2 0,1 - - -
SF9 3,2 1,6 1,2 3,2 2,6 2,2 3,1 1,3 0,6
15:0 30H - - - 0,6 - 0,1 - - -
17:1 anteiso w9c 0,1 - - - - - 0,1 - -
17:0iso 3,5 1,9 1,2 2,3 2,6 19 3,2 1,3 0,5
17:0 anteiso 0,4 0,3 0,2 0,5 0,5 0,4 0,1 0,1
17:1 w8c 0,2 0,2 0,3 54 1,0 12 0,5 0,3 0,2
17:1 wée - - - 1,4 0,2 0,3 0,1 - -
17:0 0,1 0,2 2,9 0,8 0,8 0,2 0,2 0,1
18:0 iso - - - 0,2 0,1 0,1 - - -
18:1 w9c - 0,2 - - 0,3 - - 0,3 0,2
SF 8 8,7 10,3 7,6 13,0 15,4 | 15,0 9,0 9,5 7,5
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1 2 3 4 5 6 7 8 9
18:1 w5c - - - - 0,1 - - - -
18:0 0,5 0,8 0,3 0,6 0,9 0,7 0,4 0,5 0,3
18:1 w7c 11-metil 0,3 0,1 - - 0,1 0,1
19:0 iso 0,1 - - - 0,1 -
18:1 20H - - - - 0,1 0,1
20:1 w7c - - - - 0,1 0,1

Tabla 25. Composicion de acidos grasos celulares de 1, A. fluvialis CECT
7401%; 2, A. hydrophila subsp. anaerogenes CECT 42217; 3, A. hydrophila
subsp. anaerogenes CECT 4558; 4, A. hydrophila subsp. hydrophila CECT
839"; 5, A. hydrophila subsp. hydrophila CECT 398; 6, A. hydrophila subsp.
hydrophila CECT 4330; 7, A. hydrophila subsp. dhakensis CECT 5743; 8, A.
hydrophila subsp. dhakensis CECT 5745; 9, A. ichthiosmia CECT 4486"; 10,
A. jandaei CECT 42287 11, A. jandaei CECT 4229; y 12, A. jandaei CECT
4335, cultivados en TSA 30°C 24 h. SF 1 (13:0 30H/15:1 iso H), SF 2 (14:0
30H/16:1 iso 1/12:0 aldehido), SF 3 (16:1 w7c/16:1 wo6e), SF 7 (19:1
w7c/19:1 woe), SF 8 (18:1 woe/18:1 wic), SF 9 (17:1 iso wPc/16:0 10-metil).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
9:0 - - = > o - - - - - 0,3
10:0 iso 0,4 - - - - - - - 0,2 R R R
10:0 - - o o 5 - - - - _ - 0,1
11:0iso - - - - - - - - - - - 0,1
11:0 - - - - 01 | 0,2 - - - - 01 | 02
12:0iso - - - - 01102 - - - - - 0,1
12:0 67|63 |47 | 45|38 |45 |37 |37 |47 |36 | 32|40
13:0iso - 05|02|01|11|04|03|04|08|03]|01]0,7
13:0 anteiso - - - - - 0,2 o a - - - -
13:0 - 0o1|05|02|05|08|03|03|03]|06]|08]0,7
12:0 30H - 02 (02|02|02|03|01|01]|02]|]03|02]|02
14:0 iso - - 0,1 - 071]02]| 01|02 - - - 0,5
14:1 w5c - - = = o o - - - - R -
14:0 95|37 |52 |64 |34 |29 |50|49 |41 |72 ]| 49| 18
15:1iso F = - - - 0,2 - - - = = - 0,2
SF1 - - - - - 14 - - - - 1,4 -
15:0 iso - 09 (06 |05|27|09|09|12]|11|10|02]|23
15:0 anteiso - - 02|01|02)|06|01]|02]|01]|02 - 0,2
15:1 w8c - - 0,1 - 02 |(02|01}|01|01]|02]02]02
15:1 wée - - - - 01| 01 - 0,1 - 02 (01|01
14:0 iso 30H - - - - 1,2 | 0,8 - - - - - 0,9
16:1 w7c alcohol 0,2 - 03|12 |19 |15| 15|12 |05 |10 |14 |22
SF 2 11,182 |79 |72 |48 |63 |66 | 64| 72| 68| 62 | 4,1
16:0 N alcohol - - - 05|04 |04]| 06|05 - 03| 06 | 06
16:0 iso - - 07 |03)|38|20|08| 16|06 |06 |04]|31
SF 3 33,2|351|351|371(31,1(359|36,6|358]|370]351]|297]291
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
16:1 w5c - 02 (01 |01] 01 - 02|02 (02 |01]|01] 01
16:0 25,0 | 25,4 | 23,2 | 26,5 | 15,3 17,6 | 23,7 | 24,1 | 16,7 | 20,1 | 16,6 | 14,2
15:0 iso 30H - 08 |05|02|22)|05]|07/|09]| 1217 |07]|03]|27
15:0 20H - - - - 01| 03 - 0,2 - - - 0,2
SF9 - 10|04 |04 |34|07|08|09|14|10]| 03] 41
17:1 iso w5c 0,2 - - - - - - - - - - -
15:0 30H - 01 | 03 - 03 | 05 - 02)|03|04|05]|03
17:0iso - 07|05|03|32|06 |07 |11 |16 |10] 03] 53
17:0 anteiso - - 02 |01|03|08]|02]|02]|02]02 - 0,4
17:1 w8c - 04|19|06 |28 |36 |16 |16 |19 |28 ]| 44| 39
17:1 wée - o104 |01|06)|07]|03|04]|05|07]|10]|08
17:0 - 0420|006 |15|27 |14 |14 |10 | 23| 33| 23
16:0 30H - 0,1 - - - - - - - - - -
18:0iso - - - - 0,3 - - - - - - 0,3
18:1 w9c - - - 0,3 - - - - - 0,4 - -
SF 8 12,3 (15,1 (13,8 11,7 |12,2|11,9| 12,7 | 11,3 | 16,9 | 12,2 | 21,6 | 12,9
18:0 1507|1008 |07 |05|11|09]|07]| 08| 17 |07
18:1 w7c 11-metil - 0,2 - - 0,3 - - - - - - -
19:0iso - - - - - - - - - - - 0,1
SF7 - - - - 0,2 - - - - - - -
20:1 w7c - - - - 0,1 - - - - - 0,2 | 01

Tabla 26. Composicién de acidos grasos celulares de 1, 4. media CECT
4232": 2, A. media CECT 4231; 3, A. molluscorum CECT 5864"; 4, A.
piscicola CECT 7443"; 5, A. piscicola CECT 7444; 6, A. popoffi CECT 4995;
7, A. popoffi CECT 5176"; y 8, A. popoffi CECT 5250, cultivados en TSA
30°C 24 h. SF 1 (13:0 30H/15:1 iso H), SF 2 (14:0 30H/16:1 iso 1/12:0
aldehido), SF 3 (16:1 w7¢/16:1 wobe), SF 7 (19:1w7¢/19:1 woe), SF 8 (18:1
wo6c/18:1 wic), SF 9 (17:1 iso wPc/16:0 10-metil).

1 2 3 4 5 6 7 8
9:0 - 0,4 - - - - - -
10:0 iso - - 0,2 - - - 0,1 -
10:0 - - - - - - - -
11:0 iso - - - - - - - -
11:0 - = = = = = = =
12:0iso - - - 0,2 - - - -
12:0 5,6 4,1 53 45 5,6 3,8 3,9 3,6
13:0iso 0,9 0,7 0,6 0,7 0,6 0,6 0,6 0,8
13:0 - 0,7 0,4 0,2 0,5 0,2 0,1 0,2
12:0 30H - 0,2 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1
14:0 iso - 0,2 = 0,5 - - = =
14:0 29 54 3,6 3,2 3,4 2,2 1,9 2,2
15:1iso F - - - 0,2 0,1 - 0,1 0,1
15:0 iso 2,0 1,9 0,8 2,8 2,0 0,8 0,7 1,2
15:0 anteiso - 0,2 - 0,1 0,1 - 0,1 -
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1 2 3 4 5 6 7 8
15:1 w8c - 0,2 0,1 - 0,2 - - 0,1
15:1 wée - 0,1 0,2 - - - - -
14:0 iso 30H - - - 0,8 - - - -
16:1 w7c alcohol - 1,4 - 0,2 1,9 1,1 1,7 1,2
SF2 6,5 6,3 10,5 5,6 6,5 6,0 5,9 5,0
16:0 N alcohol - 0,3 - 0,1 0,6 0,5 0,8 0,5
16:0 iso 0,3 1,3 0,4 4,2 0,9 0,5 0,8 0,5
SF3 38,2 33,1 39,8 34,2 36,9 37,3 38,7 39,5
16:1 w5c 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2
16:0 19,3 18,3 16,2 20,8 22,2 22,6 21,2 22,5
15:0 iso 30H 2,6 1,6 2,6 1,8 1,9 1,6 1,6 1,7
15:0 20H - 0,1 - - - - 0,1 =
SF9 3,6 1,5 1,4 3,9 1,6 2,4 2,5 2,6
15:0 30H - 0,4 - - 0,3 - - 0,1
17:0iso 54 1,7 2,3 5,0 2,3 2,8 3,1 3,9
17:0 anteiso 0,2 0,3 - 0,2 0,1 0,1 0,2 0,2
17:1 w8c 0,2 3,0 1,5 0,6 1,5 1,0 0,8 1,1
17:1 wéec - 0,7 0,3 0,1 0,3 0,3 0,2 0,3
17:0 ciclo - - - - 1,3 - - -
17:0 0,2 2,1 1,1 0,5 - 1,1 0,7 1,2
18:0 iso - - - 0,2 - - 0,1 -
18:1 w9c 0,4 0,6 - 0,3 - - - 0,2
SF8 10,7 11,9 11,1 7,9 8,5 13,4 11,4 9,9
18:1 w5c - - - - - - 0,1 -
18:0 0,7 1,1 0,7 0,9 0,5 0,8 0,7 0,6
18:1 w7c 11-metil - - 0,7 0,1 0,1 0,6 0,7 0,6
19:0 iso - - - - - - - -
SF7 - - - - - 02 | 06 | 02
18:1 20H - - - - - - 0,4 0,2
20:4 w6,9,12,15¢c - - - - - - 0,1 -
20:1 w7c - - - - - - 0,1 -

Tabla 27. Composicion de acidos grasos celulares de 1, 4. salmonicida
subsp. achromogenes CECT 895"; 2 | A. salmonicida subsp. achromogenes
CECT 4238; 3, A. salmonicida subsp. achromogenes CECT 4239; 4, A.
salmonicida subsp. masoucida CECT 896'; 5, A. salmonicida subsp.
pectinolytica CECT 5752; 6, A. salmonicida subsp. pectinolytica CECT
5753; 7, A. salmonicida subsp. salmonicida CECT 894" 8. A. salmonicida
subsp. salmonicida CECT 5209; y 9, A. salmonicida subsp. smithia CECT
5179", cultivados en TSA 30°C 24 h. SF 2 (14:0 30H/16:1 iso 1/12:0
aldehido), SF 3 (16:1 w7c/16:1 wo6ce), SF 7 (19:1 w7c/19:1 woe), SF 8 (18:1
wo6c/18:1 wic), SF9 (17:1 iso wPc/16:0 10-metil).

193



Resultados y Discusion

1 2 3 4 5 6 7 8 9
9:0 - - - - 0,4 - - - -
10:0iso - - - - 0,3 - 0,1 - -
11:0 - - - - - - 0,1 - =
12:0 6,1 6,1 4,6 6,4 7,2 5,0 7,0 4,8 5,6
13:0iso - - - - - 0,2 - 0,3 -
13:0 0,1 0,2 0,4 - - 0,1 0,4 0,2 0,4
12:0 30H 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 -
14:0 iso - - - - - - - - 0,4
14:1 w5c - 0,4 0,5 - = = = - =
14:0 2,7 51 25 2,9 3,0 1,6 1,9 1,3 2,6
15:1iso F - - 0,2 - - - - - -
15:0 iso - 0,5 1,6 - - 0,5 - 0,5 0,5
15:0 anteiso - 0,1 14 - - - - - 0,4
15:1 w8c - 0,1 0,2 - - - 0,1 0,1 -
15:1 wéec - 0,3 0,8 - - - 0,1 0,1 -
14:0 iso 30H - - - - - - - - 1,3
16:1 w7c alcohol 0,4 0,1 - - 0,5 0,9 0,3 1,2 -
SF2 14,1 | 12,8 7,8 9,5 9,5 6,6 9,4 58 10,8
16:0 N alcohol - - - - 0,4 0,3 - 0,3 -
16:0 iso 0,1 0,6 1,7 - 0,5 0,3 0,1 0,5 3,0
SF 3 40,3 | 44,1 | 44,4 | 478 | 44,1 | 43,4 | 40,1 | 379 | 374
16:1 w5c 0,3 0,3 - 0,2 - 0,1 0,2 0,1 -
16:0 26,4 21,9 11,0 20,9 22,8 21,8 24,1 22,7 22,1
15:0 iso 30H - 0,6 2,9 - 0,3 0,7 - 1,1 1,4
15:0 20H - - 1,2 - = = = = =
SF9 - 0,8 3,7 - 0,2 0,8 - 1,2 0,7
17:1 iso w5c - - - - 0,3 = 0,1 - -
15:0 30H 0,2 0,3 - - - - 0,3 0,2 0,5
17:1 anteiso w9c - - - - 0,3 - - - -
17:0iso - 1,0 3,8 - 0,4 1,4 - 2,5 1,9
17:0 anteiso - 0,2 4,0 - - 0,1 - 0,2 0,6
17:1 w8c 0,4 0,9 1,8 0,6 0,5 0,8 1,5 1,8 1,5
17:1 wéc 0,1 0,2 0,3 0,1 - 0,2 0,4 0,4 -
17:0 0,3 0,5 0,7 0,4 0,4 0,6 1,6 1,7 2,1
16:0 30H 0,1 0,1 - - - - 0,1 - -
18:0 iso - - - - - - - 0,1 -
18:1 w9c 0,2 0,3 0,3 0,5 0,2 - - - 0,5
SF8 7,5 2,1 3,7 9,5 8,1 13,9 11,1 13,7 5,6
18:1 w5c - - - - - - - 0,1 -
18:0 0,5 0,3 0,4 0,8 0,6 0,5 0,7 0,9 0,8
18:1 w7c 11-metil - - - 0,2 - 0,1 0,1 0,2 -
SF7 - - - - - - 0,1 - -
20:1 w7c - - - - - - 0,1 0,1 -

Tabla 28. Composicion de acidos grasos celulares de 1, A. schubertii CECT
4240"; 2, A. schubertii CECT 4934; 3, A. schubertii CECT 4241; 4, A. sobria
CECT 4245"; 5, A. sobria CECT 837; 6, A. sobria CECT 4835; 7, A. tecta
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CECT 7080; 8, A. tecta CECT 7081; 9, 4. tecta CECT 7083; 10, A. tecta
CECT 7084; 11, A. tecta CECT 7082", cultivados en TSA 30°C 24 h. SF 2
(14:0 30H/16:1 iso 1/12:0 aldehido), SF 3 (16:1 w7c/16:1 uoc), SF 8 (18:1
wo6c/18:1 wic), SF 9 (17:1 iso wPc/16:0 10-metil).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
10:0 iso - - = s o - - - - - 0,4
11:0iso - 0,1 - - - - - - R 0,1 R
11:0 - 0,1 - - - - - - R - _
12:0 7,6 3,7 6,3 4,7 4,4 4,0 3,9 4,8 4,8 4,4 5,8
13:0iso 1,4 1,9 0,4 0,8 14 0,5 14 0,8 1,0 1,8 0,8
13:0 1,0 0,6 0,5 0,1 0,3 0,5 - - - - -
12:0 30H 0,3 0,1 0,2 0,1 0,2 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 -
14:0 iso - 0,1 - - 0,1 - - - - - -
14:0 4,0 2,1 a2 4,9 3,1 3,3 3,2 3,3 3,8 3,1 35
15:1iso F 0,2 1,0 - - 0,1 0,2 0,3 0,1 0,3 0,3 -
15:0iso 1,4 6,4 0,4 1,7 3,4 2,9 7,0 3,3 51 6,8 2,7
15:0 anteiso - 0,1 - 0,2 0,1 0,2 0,1 - - 0,1 -
15:1 w8c 0,3 0,3 0,1 - 0,1 0,3 - - - - -
15:1 wée - 0,1 - - - 0,2 - - - - -
16:1 w7c alcohol 2,9 2,8 1,6 0,2 0,6 1,3 - - - - -
SF 2 10,0 | 3,6 8,4 6,9 59 5,0 4,6 6,2 5,8 4,8 8,2
16:0 N alcohol 1,8 1,5 0,8 0,2 0,4 0,4 - - - - -
16:0 iso 0,6 0,7 0,2 0,4 1,0 0,7 - - - - 0,3
SF 3 33,7 | 237|372 368|361 389|412 | 449 | 415 | 38,0 | 43,3
16:1 w5c 0,2 0,2 0,3 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2
16:0 14,0 | 13,1 | 18,2 | 22,2 | 16,4 | 16,9 | 15,6 | 18,9 | 21,2 | 14,9 | 19,6
15:0 iso 30H 2,3 3,7 0,6 1,9 3,4 2,4 3,7 2,8 2,8 54 2,8
15:0 20H - - - - 0,1 0,1 - - - - -
SF9 1,6 7.4 0,6 1,1 2,8 4,5 6,3 3,0 3,9 6,7 2,2
15:0 30H 0,6 0,2 0,3 - - - - - - - -
17:1 anteiso w9c - - - 0,2 - - - - - _ 0,2
17:0iso 1,4 8,2 0,6 31 57 4,7 4,8 2,6 3,3 6,1 2,4
17:0 anteiso - 0,1 0,1 0,3 0,2 0,3 0,1 - - 0,2 -
17:1 w8c 1,6 1,4 0,9 0,6 14 2,5 0,2 0,2 0,2 0,3 0,4
17:1 wéec 0,5 0,5 0,4 0,1 0,3 0,5 - - - - -
17:0 ciclo - - - 0,4 0,8 1,3 - 0,1 - 0,1 -
17:0 1,1 1,2 0,9 - - - - - - R 0,2
18:1iso H - - = 0,1 > - - - - - -
18:3 wéc (6,9,12) - 0,1 - - - - - - - R R
18:0 iso - 0,1 - - 0,1 = o - - - -
18:1 w9c - - - 0,6 - 0,2 0,3 - 0,2 - 0,2
SF 8 10,3 | 13,8 | 17,1 | 10,8 | 10,8 | 7,8 6,6 8,4 57 6,5 6,2
18:1 w5c - 0,1 0,1 - - - - - - - -
18:0 0,6 0,7 0,8 1,3 0,7 0,4 0,3 0,2 0,2 0,2 0,4
18:1 w7c 11-metil - 0,3 - - - - - - - R R
19:0iso 0,4 0,2 0,2 - - - - - - - 0,2
18:0 30H - - - 0,2 - - - - - - R
20:1 w7c 0,2 0,2 - - - - - - - - -
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Tabla 29. Composicion de acidos grasos celulares de 1, 4. veronii CECT
4257T; 2, A. veronii CECT 4819; 3, A. veronii CECT 4910, 4, A. veronii
CECT 5761; y 5, A. veronii CECT 7060 cultivados en TSA 30°C 24 h. SF 2
(14:0 30H/16:1 iso 1/12:0 aldehido), SF 3 (16:1 w7¢/16:1 woc), SF 8 (18:1
wo6c/18:1 wic), SF9 (17:1 iso wPc/16:0 10-metil).

1 2 3 4 5
11:0 - 0,1 - - -
12:0 4,5 3,3 3,9 4,6 3,5
13:0iso 0,2 0,4 1,1 0,9 0,6
13:0 anteiso - 0,1 - - -
13:0 0,7 0,8 0,5 0,3 0,6
12:0 30H 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
14:0 iso - 0,2 0,2 - -
14:0 4,4 3,3 3,0 4,3 4,1
15:1iso F - 0,1 0,1 - 0,1
SF1 - 1,0 - - -
15:0iso 0,4 i3 2,4 2,2 1,7
15:0 anteiso - 0,3 0,1 0,2 0,1
15:1 w8c 0,2 0,3 0,2 - 0,2
15:1 wéec 0,1 0,2 0,1 - 0,1
14:0 iso 30H - 0,5 0,6 - -
16:1 w7c alcohol 0,2 2,8 - 0,9 1,2
SF 2 7,5 4,6 5,0 6,7 4,6
16:0 N alcohol - 0,8 - 0,2 0,5
16:0 iso 0,2 1,5 1,3 0,9 0,6
SF 3 35,4 32,0 32,3 34,0 34,6
16:1 w5c - 0,1 0,1 0,2 0,1
16:0 20,0 16,4 16,7 18,9 20,7
15:0 iso 30H 0,4 0,9 2,4 2,0 1,2
15:0 20H - 0,1 0,1 0,1 -
SF9 0,4 1,5 2,8 2,1 1,3
15:0 30H 0,4 0,4 0,2 0,3
17:0 iso 0,4 1,5 3,7 2,4 1,9
17:0 anteiso 0,1 0,4 0,3 0,3 0,2
17:1 w8c 83 4,8 2,5 1,3 3,0
17:1 wéec 0,7 1,0 0,5 0,3 0,7
17:0 2,5 3,3 1,8 0,8 2,2
16:0 30H - 0,1 - - -
18:0iso - 0,2 0,1 - -
18:1 w9c 04 - - 0,4 -
SF 8 16,4 15,0 17,3 14,8 15,3
18:0 0,9 0,7 0,7 0,9 0,6
18:1 w7c 11-metil - 0,1 - - -
20:1 w7c - 0,1 0,1 - -
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La cantidad relativa de cada acido graso se representa en
forma de un rango que comprende el valor minimo y maximo
encontrado al comparar todas las cepas estudiadas del género
Aeromonas (tabla 30). Como se observa, los acidos grasos que
presentaron una mayor variabilidad en cuanto a la cantidad relativa
fueron los mayoritarios: SF 3 (23,7-47,8%), 16:0 (11,0-26,8%) y SF 8
(2,1-21,6%). Sin embargo, también destacaron otros acidos grasos por
tener una variabilidad intraespecifica alta, estando en muchos casos
ausentes en determinadas especies, estos fueron: 12:0 (3,2-7,6%), 14:0
(1,3-9,5%), 15:0 iso (ND-7%), SF 2 (3,6-14,1%), 16:0 iso (ND-
4,2%), 15:0 iso 30H (ND-5,4%), SF 9 (ND-7,4%), 17:0 iso (ND-
8,2%), 17:0 anteiso (ND-4,0%), 17:1 w8c (ND-5,4%) y 17:0 (ND-
3,3%).

Tabla 30. Rango de valores minimos y maximos de la cantidad relativa
detectados en cada acido graso dentro del género Aeromonas. ND: No
Deteccion. SF 1 (13:0 30H/15:1 iso H), SF 2 (14:0 30H/16:1 iso 1/12:0
aldehido), SF 3 (16:1 w7c/16:1 wbe), SF 7 (19:1 w7c/19:1 woe), SF 8 (18:1
wo6c/18:1 wic), SF 9 (17:1 iso wPc/16:0 10-metil).

Aeromonas

Rango
9:0 ND-0,8
10:0 iso ND-0,4
10:0 ND-0,2
11:0iso ND-0,1
11:0 ND-0,4
12:0 iso ND-0,2
12:0 3,2-7,6
13:0iso ND-1,9
13:0 anteiso ND-0,2
13:0 ND-1,0
12:0 30H ND-0,3
14:0 iso ND-0,7
14:1 w5c ND-0,5
14:0 1,3-9,5
15:1iso F ND-1,0
SF1 ND-1,4
15:0 iso ND-7,0
15:0 anteiso ND-1,4
15:1 w8c ND-0,3
15:1 wée ND-0,8
15:1 w5c ND-0,1
14:0 iso 30H ND-1,3
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Aeromonas

Rango
16:1 w7c alcohol ND-2,9
SF 2 3,6-14,1
16:0 N alcohol ND-1,8
16:0 iso ND-4,2
SF3 23,7-47,8
16:1 w5c ND-0,3
16:0 11,0-26,8
15:0 iso 30H ND-5,4
15:0 20H ND-1,2
SF9 ND-7,4
17:1 iso w5c ND-0,3
15:0 30H ND-0,6
17:1 anteiso w9c ND-0,4
17:0 iso ND-8,2
17:0 anteiso ND-4,0
17:1 w8c ND-5,4
17:1 wéc ND-1,4
17:0 ciclo ND-1,3
17:0 ND-3,3
16:0 20H ND-0,1
18:1iso H ND-0,1
16:0 30H ND-0,4
18:3 wéc (6,9,12) ND-0,1
18:0 iso ND-0,3
18:1 w9c ND-0,6
SF8 2,1-21,6
18:1 w5c ND-0,1
18:0 0,2-1,7
18:1 w7c 11-metil ND-0,7
19:0 iso ND-0,4
SF7 ND-0,6
18:1 20H ND-0,4
20:4 w6,9,12,15¢c ND-0,1
18:0 30H ND-0,2
20:1 w7c ND-0,2
20:0 ND-0,2

Otro factor estudiado fue la variabilidad existente entre cepas
de la misma especie. En la tabla 30 se muestra la desviacion maxima
en las cantidades relativas de cada acido graso observado entre
perfiles de cepas pertenecientes a la misma especie. En la mayoria de
los casos, estas desviaciones se observan en los acidos grasos
mayoritarios (SF 3, 16:0 y SF 8). Las desviaciones maximas obtenidas
al comparar las distintas cepas pertenecientes a A. bivalvium, A.
caviae, A. piscicola y A. popoffi resultaron bajos, siendo la mayor
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diferencia encontrada de 3,5 (4. popoffi CECT 4995 presentd 3,5
unidades porcentuales mas de cantidad relativa del acido graso SF 8
que A. popoffi CECT 5250), lo que indica que la composicidon de
acidos grasos entre cepas de estas especies es similar.

En otros casos, estas desviaciones fueron mayores, como se
observo en A. allosaccharophila donde se encontré una diferencia de
4,4 unidades porcentuales en el acido graso SF 3 entre sus dos cepas;
A. bestiarum donde la cepa CECT 4227" mostr6 5,3 unidades
porcentuales mas de cantidad relativa del acido graso 16:0 que la cepa
CECT 5219; A. encheleia cuya cepa CECT 4342" presentd 6,1
unidades porcentuales mas en el SF 3 que la cepa CECT 5027; A.
eucrenophila, donde la cepa CECT 4224" mostré 5,3 unidades
porcentuales mas del 16:0 que la cepa CECT 4855; A. media, presentod
una diferencia de 5,1 unidades porcentuales en el SF 3 entre las cepas
CECT 4232"y CECT 4231; A. sobria, cuya cepa CECT 837 presentd
un 5,8 unidades porcentuales mas del 16:0 que la cepa CECT 4835; o
las cepas CECT 4819 y CECT 7060 de A. veronii que presentaron una
diferencia del 4,4 unidades porcentuales entre si en el acido graso
16:0.

Sin embargo, se obtuvieron desviaciones maximas elevadas al
comparar cepas de la misma especies en el caso de 4. enteropelogenes
donde se observo una diferencia del 7,9 unidades porcentuales en el
acido graso 16:0 y de 4,4 en el acido graso 17:1 w8c entre las cepas
CECT 4487" y CECT 4935; A. hydrophila, cuyas cepas CECT 4558 y
CECT 398 presentaron una diferencia en la cantidad relativa de los
acidos grasos 16:0 y SF 3 de 11,2 y 6,0 unidades porcentuales
respectivamente; 4. jandaei donde se observd una diferencia de 5,3
unidades porcentuales en el acido graso 14:0, de 6,0 en el SF 3, de 5,9
en el 16:0, de 5,0 en el 17:0 iso, y de 9,4 en el SF 8 entre sus cepas;
A. salmonicida que presentd una diferencia de 8,3 unidades
porcentuales en el SF 2 entre las cepas CECT 5209 y CECT 895" (de
las subespecies salmonicida y achromogenes respectivamente), de 7,8
en el SF 3 entre CECT 896 y CECT 894" (de las subespecies
masoucida y salmonicida respectivamente), de 15,4 en la cantidad
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relativa del 4cido graso 16:0 entre las cepas CECT 4239 y 895"
(ambas de la subespecie achromogenes) y de 11,6 en el SF 8 entre la
cepas CECT 5209 y CECT 4238 (de las subespecies salmonicida y
achromogenes respectivamente); y A. schubertii que presentd una
diferencia méxima entre sus cepas de 6 en el 15:0 iso, 6,5 en el SF 2,
13,5enel SF 3, 5,1 enel 16:0,6,8enel SF9, 7,6 enel 17:0 iso y 6,8
en el SF 8. Estas diferencias entre cepas pertenecientes a la misma
especie resultaron mas elevadas de lo esperado.

Tabla 30. Desviacion maxima de la cantidad relativa de cada acido graso
obtenida al comparar distintas cepas pertenecientes a la misma especie. 1, 4.
allosaccharophila (cepas CECT 4911" y CECT 4220); 2, A. bestiarum (cepas
CECT 4227", CECT 5219, CECT 7451); 3, A. bivalvium (cepas CECT 7113"
y CECT 7112); 4, A. caviae (cepas CECT 838" y CECT 4226); 5, A.
encheleia (cepas CECT 4342", CECT 4985 y CECT 5027); 6, A,
enteropelogenes (cepas CECT 4487", CECT 4935 y CECT 4937); 7, 4.
eucrenophila (cepas CECT 4224, CECT 4827 y CECT 4855); 8, A.
hydrophila (cepas CECT 839", CECT 4221, CECT 4588, CECT 5743, CECT
5745, CECT 398, CECT 4330 y CECT 4486); 9, A. jandaei (cepas CECT
4228", CECT 4229, CECT 4231, CECT 4235); 10, A. media (CECT 4232,
CECT 4231); 11, A. piscicola (CECT 7443", CECT 7444) 12, A. popoffi
(cepas CECT 5176", CECT 4995 y CECT 5250) ; 13, A. salmonicida (cepas
CECT 894", CECT 5752, CECT 896, CECT 5209, CECT 4238, CECT 4239,
CECT 895, CECT 5753 y CECT 5179); 14, A. schubertii (cepas CECT
4240", CECT 4241 y CECT 4934); 15, A. sobria (cepas CECT 4245", CECT
837 y CECT 4835); 16, A. veronii (cepas CECT 4257, CECT 4819, CECT
CECT 4910, CECT 5761 y CECT 7060). Cultivadas en TSA a 30°C durante
24 h. SF 1 (13:0 30H/15:1 iso H), SF 2 (14:0 30H/16:1 iso 1/12:0 aldehido),
SF 3 (16:1 w7c/16:1 woe), SF 7 (19:1 w7c/19:1 woe), SF 8 (18:1 wbe/18:1
w7c), SF 9 (17:1 iso uPc/16:0 10-metil).

1Al
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 14 | 15 | 16

9:0 05 | 02 [ - - 02 |03 | - - 03 | 04 | - . 0,4

10:0 iso 04 |03 |01 ]| - 01 [ 02| 01 - - - - 01 | 03

10:0 0,1 - - - - - - - 0,1

11:0iso - - - - - - - - 01 - - - - 0,1

11:0 03 | - - - - o2 | - 01 | 02 | - - - 01 [ o1 - | o1

12:0iso - - - - - 01 - 01 [ 01 - 0,2

12:0 14 (15|09 (05| 11|03 12| 18 |08 |16 | 11|03 ]| 22 | 40 |07 | 12

13:0iso 05|01 01|01 0203|0910 [06|02|o01|01]| 03 | 15 |10 ]| 07
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18:1 20H
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1Al

18:0 30H N /R O E S E " oz

20:1 w7c = 0,1 0,1 = = 0,1 = 0,1 0,2 = = 0,1 0,1 0,2 = 0,1

20:0 0,1

Para estudiar si las diferencias encontradas en los perfiles de
algunas cepas pertenecientes a la misma especie eran debidas a
diferencias causadas por el proceso de incubacion, extraccion y
analisis de acidos grasos, se hicieron réplicas del proceso de
incubacion, extraccion y analisis de algunas en las cepas. Como se
observa en la tabla 31, los perfiles de las réplicas de 4. bestiarum, A.
sobria, A. veronii 'y A. schubertii fueron similares entre si, ya que las
diferencias observadas en el perfil de cada cepa y de su réplica
resultaron muy bajos. De este modo, se corrobora la reproducibilidad
de la técnica GC FAME.

Tabla 31. Composicion de acidos grasos celulares de 1, A. bestiarum CECT
7451; 1°, A. bestiarum CECT 7451 réplica; 2, A. sobria CECT 424572’ 4.
sobria CECT 4245" réplica; 3, A. veronii CECT 4257"; 3", A. veronii CECT
42577 réplica; 4, A. schubertii CECT 4241; 4, A. schubertii CECT 4241
réplica, cultivados en TSA 30°C 24 h. 1Al hace referencia a la variacion en
valor absoluto observada para cada acido graso de una cepa con respecto a su
réplica. SF 2 (14:0 30H/16:1 iso 1/12:0 aldehido), SF 3 (16:1 w7c¢/16:1 wbe),
SF 8 (18:1 woc/18:1 wic), SF 9 (17:1 iso uPc/16:0 10-metil).

1 1 1Al 2 2 1Al 3 3 1Al 4 4 1Al
9:0 02 | 02| 00 - - - - - - - - -
10:0 iso - - - - 01 | 0,1 - - - 0,1 - 0,1
11:0 0,1 - 0,1 - - - - - - 0,1 - 0,1
12:0 43 | 42 | 01 | 47 | 46 [ 01 | 45 | 44 |01 | 53| 63| 10
13:0 is0 03(03|00|08|11(03|02|03|01|05]|04]01
13:0 02|(02|00|01|0302]|07]|06]|01(07]05]02
12:0 30H 02(01|01|01|02|01]|02]03]|01]02]02]00
14:0 iso 01] 01| 00 - - - - - = - - =
14:0 49 | 48 |01 | 49 (38| 11|44 |51 |07 ]| 31]|32] 01
15:1iso F - 01 | 0,1 - 0,1 - - - - 0,1 - 0,1
15:0 iso 14113 |01|17|24|06 |04 |07 |03]|06 ]| 04]|02
15:0 anteiso 01(01|00]|02]| 01|01 - 0,1 - 0,1 - 0,1
15:1 w8c 01|01 ] 00 - 01(01|02|02]00]02]|01] 01
15:1 wéec - 01 | 0,1 - 01 (01|01 - 01 | 0,1 - 0,1
16:1 w7c alcohol | 09 | 09 | 00 | 02|09 |07 |02 |05]|03]| 12|16 | 04
SF 2 64 |63|01|69|62|07]|75|67]|08]|71]|84]|13
16:0 N alcohol 02 (02]|00|02]| 06|04 - 02|02 |06 | 08|02
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1 1 1Al 2 2 1Al 3 3 1Al 4 4 1Al
16:0 iso 11|11}(00|04|06|02)|02|03|01|03]02]|0,1
SF 3 376 |378| 02 [368|375| 0,7 |354(328| 26 [360|372]| 1,2
16:1 w5c 01(021|01|02]| 01|01 - 010102 ]| 03] 0,1
16:0 245124,7| 0,2 |22,2(19,1| 31 |200|205| 05 |185|18,2| 0,3
15:0 iso 30H 09 (09|00|19|22|(03 |04 |07]|03]|08]|06]|02
15:0 20H - - - - 01| 01 - - - - - -
SF9 1415|0111 (18|07 | 04|08 |04 |09 06|03
15:0 30H 01|01 00 - 02 (02|04 |04)00|03]|03]|00
17:1 anteiso w9c| - - - 0,2 - 0,2 - - - - - -
17:0iso 13|13 |00|31|36|05|04|09)|05]|10)| 06|04
17:0 anteiso 02 (02|00 |03|02(|01|01|02]01(01]|01]|00
17:1 w8c o9 (09|00|06|13|07]|33|30|03]| 14|09 |05
17:1 wée 02|(02|00|01|03f(02]|07|06]|01|05]|04]|01
17:0 o8 |(07|01|04|08|04|25|25|00|14]|09]|05
18:1iso H - - - 0,1 - 0,1 - - - - - -
18:1 w9c - - - 0,6 - 06 | 04 | 0,7 | 0,3 - - -
SF 8 105|104 | 01 | 108|106 | 0,2 | 16,4 |16,0| 0,4 |175|17,1| 0,4
18:1 w5c - - - - - - - - - 01| 01| 00
18:0 i0|112}(01|13|08|05|09|13|03 |09 08|01
19:0iso 0,1 - 0,1 - 02 | 0,2 - - - 01| 02|01
18:1 20H 0,1 - 0,1 - 01| 01 - - - - - -
18:0 30H - - - 0,2 - 0,2 - - - - - -
20:1 w7c 0,1 - 0,1 - - - - 02102 | 02 - 0,2

Por otro lado, se utiliz6 la técnica GC FAME para analizar dos
cepas que presentaban dos tipos distintos de morfologia colonial, la
cepa A. popoffi CECT 5250 que presentaba colonias translucidas y
colonias opacas, y la cepa A. veronii CECT 4819 que presentaba
colonias amarillas y colonias blancas. De modo que se separaron
ambas morfologias coloniales de las dos cepas en placas diferentes, y
tras su cultivo se procedid a la extraccion de acidos grasos. En la tabla
32 se muestra el resultado obtenido, donde puede observarse que la
variacion observada para cada acido graso entre ambas morfologias
coloniales es baja, lo que indica que las colonias transliucidas y las
colonias opacas de A. popoffi CECT 5250 presentan un perfil de
acidos grasos muy similar, igual que las colonias amarillas y blancas
de A. veronii CECT 4819. Por lo que se concluy6 que estas dos cepas
presentan doble morfologia colonial.

Tabla 32. Composicion de acidos grasos celulares de 1, 4. popoffi CECT
5250 colonias translucidas; 1°, 4. popoffi CECT 5250 colonias opacas; 2, 4.
veronii CECT 4819 colonias amarillas; 2°, 4. veronii CECT 4819 colonias
blancas, cultivados en TSA 30°C 24 h. IAl hace referencia a la variacion en
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valor absoluto observada para cada acido graso entre las dos morfologia
coloniales observadas de cada cepa. SF 2 (14:0 30H/16:1 iso 1/12:0
aldehido), SF 3 (16:1 w7c/16:1 wbe), SF 8 (18:1 woe/18:1 wic), SF 9 (17:1
iso WPc/16:0 10-metil).

1 1 1Al 2 2' 1Al
11:0 - - - 0,1 0,1 0,0
12:0 3,7 3,6 0,1 3,3 3,5 0,2
13:0iso 0,7 0,8 0,1 0,4 0,6 0,2
13:0 anteiso - - - 0,1 - 0,1
13:0 0,1 0,2 0,1 0,8 1,0 0,2
12:0 30H - 0,1 0,1 0,2 0,2 0,0
14:0 iso - - - 0,2 0,3 0,1
14:0 2,3 2,2 0,1 3,3 3,3 0,0
15:1iso F 1,1 0,1 1,0 0,1 0,1 0,0
SF1 - - - 1,0 1,2 0,2
15:0 iso - 1,2 1,2 1,3 1,6 0,3
15:0 anteiso - - - 0,3 0,3 0,0
15:1 w8c - 0,1 0,1 0,3 0,3 0,0
15:1 wée - - - 0,2 0,2 0,0
14:0 iso 30H - - - 0,5 0,7 0,2
16:1 w7c alcohol 11 1,2 0,1 2,8 2,7 0,1
SF 2 5,3 5,0 0,3 4,6 4,9 0,3
16:0 N alcohol 0,5 0,5 0,0 0,8 0,7 0,1
16:0 iso 0,4 0,5 0,1 15 1,8 0,3
SF3 41,6 | 39,5 2,1 32,0 | 31,1 0,9
16:1 w5c 0,2 0,2 0,0 0,1 0,1 0,0
16:0 22,5 | 22,5 0,0 16,4 | 15,3 11
15:0 iso 30H 1,5 1,7 0,2 0,8 1,3 0,5
15:0 20H - - - 0,1 0,2 0,1
SF9 2,2 2,6 0,4 15 1,9 0,4
15:0 30H - 0,1 - 0,4 0,6 0,2
17:1 anteiso w9c 0,1 - 0,1 - - -
17:0iso 3,2 3,9 0,7 15 1,8 0,3
17:0 anteiso 0,2 0,2 0,0 0,4 0,5 0,1
17:1 w8c 0,8 1,1 0,3 4,8 51 0,3
17:1 wée 0,2 0,3 0,1 1,0 1,1 0,1
17:0 0,8 1,2 0,4 3,3 3,2 0,1
16:0 30H - - - 0,1 - 0,1
18:0 iso - - - 0,2 0,2 0,0
18:1 w9c 0,3 0,2 0,1 - - -
SF 8 10,2 9,9 0,3 15,0 | 13,7 1,3
18:0 0,6 0,6 0,0 0,7 0,6 0,1
18:1 w7c 11-metil 0,5 0,6 0,1 0,1 - 0,1
SF7 0,1 0,2 0,1 - - -
18:1 20H 0,1 0,2 0,1 - - -
20:1 w7c - - - 0,1 - 0,1
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Por tanto, puede considerarse la técnica GC FAME como una
herramienta adecuada para la autentificacion de cepas dentro del
género Aeromonas. Sin embargo, la heterogeneidad observada en
cuanto a la cantidad relativa de determinados acidos grasos entre
cepas pertenecientes a las especies 4. enteropelogenes, A. hydrophila,
A. jandaei, A. salmonicida y A. schubertii sugiere que probablemente
estas especies solo pueden ser autentificados mediante esta técnica a
nivel de género.

Los acidos grasos mas representativos del género Aeromonas
por estar presentes en todas las cepas estudiadas fueron: 12:0, 14:0, SF
2, SF 3, 16:0 y SF 8 (figura 57). Aunque, tal y como se ha
mencionado anteriormente, también son importantes para la
discriminacion entre especies los acidos grasos: 15:0 iso, 16:0 iso,
15:0iso 30H, SF 9, 17:0 iso, 17:0 anteiso, 17:1 w8c y 17:0.

Aeromonas

: |

12:0 14:.0 SF2 SF 3 16:0 SF 8

% Cantidad relativa
@
8

Figura 57. Grafica que muestra los 4cidos grasos mas representativos del
género Aeromonas y la variacion observada de éstos en la cantidad relativa.
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2.4 Analisis de otras cepas de la clase Gammaproteobacteria

Se analizaron 7 cepas marinas adicionales de la clase
Gammaproteobacteria (1 del género Haliea, 1 Halomonas, 4
Marinomonas y 1 Shewanella).

En la tabla 33 se muestra la composicion de acidos grasos de
estas 7 cepas, y las condiciones de cultivo utilizadas. En este caso
Haliea y Shewanella comparten orden, igual que Halomonas y
Marinomonas, por lo que no es de extrafiar encontrar diferencias mas
notables que en el resto de apartados donde se comparan cepas del
mismo género o de la misma familia. Como se observa en la tabla, el
acido graso mayoritario comin a estas cuatro especies fue el SF 3
(16:1 w7c/16:1 wbc). Sin embargo, ademas del SF 3, Haliea
mediterranea presentd como acidos grasos mayoritarios el 17:1 «9c¢ y
el SF 8 (18:1 wo6c/18:1 wic); Halomonas rifensis, el 16:0, el SF 8 y el
19: ciclo w8c; Marinomonas spp., el 16:0 y el SF 8; y Shewanella
spp., el 13:0 iso, el 15:0 iso y el 16:0.

Tabla 33. Composicion de acidos grasos celulares de 1, Haliea mediterranea
CECT 74477, cultivado en MA 28°C 48 h; 2, Shewanella sp. CECT 5130,
cultivado en MA 26°C 24 h; 3, Halomonas rifensis CECT 7698", cultivado
en MA 30°C 48 h; 4, Marinomonas alcarazii CECT 7730%; 5, Marinomonas
aquaplantarum CECT 7732"; 6, Marinomonas foliarum CECT 7731%; y 7,
Marinomonas mediterranea CECT 4803" cultivados en MA 26°C 24 h. SF 1
(13:0 30H/15:1 iso H), SF 2 (14:0 30H/16:1 iso 1/12:0 aldehido), SF 3 (16:1
w7c/16:1 wobe), SF 7 (19:1w7¢/19:1 wbe), SF 8 (18:1 woe/18:1 wic).

1 2 3 4 5 6 7
9:0 0,2 - 0,3 0,2 0,2 0,2
10:0 iso 0,1 - - - 0,2 - -
10:0 0,6 - 3,9 0,9 0,6 0,1 0,5
9:0 30H 0,1 -
11:0 2,3 0,2 - - - - -
10:0 30H 1,3 - 0,2 8,0 8,9 6,2 12,7
12:0 iso 0,1 - - - - - -
12:0 0,8 3,5 4,0 0,4 0,2 0,2 0,6
11:0 iso 30H 0,1
11:0 20H 0,2 -
11:0 30H 51 0,1
13:0 iso - 14,8
13:0 0,8 1,7
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1 2 3 4 5 6 7
12:0iso 30H 0,1 - - - - - -
12:1 30H - - - 4,2 6,6 7,0 -
12:0 30H 1,3 1,1 9,7 0,1 0,3 0,8 -
14:0 iso 0,1 1,2 - - - - -
14:1 w5c - - - - - - -
14:0 0,7 3,9 0,8 1,2 14 1,6 4,5
SF1 0,1 0,6 - - - - -
15:0 iso 0,2 23,0 - - - - -
15:0 anteiso - 15 - - - - -
15:1 w8c 14 0,5 - - - - -
15:1 wée 1,8 0,4 - - - - -
SF2 - 0,5 - - - - -
16:0 N alcohol 0,1 - - - - - -
16:0 iso 0,6 0,2 - - - - -
SF3 17,7 13,6 13,2 24,7 24,4 29,1 29,7
16:1 w5c - - - 0,1 0,1 0,1 -
16:0 5,9 9,2 21,7 18,2 18,1 18,8 18,1
15:0 iso 30H - 0,5 - - - - -
17:1 iso w5c 0,1 - 0,2 - 0,1 0,1 -
15:0 30H - 0,4 - - - - -
17:0 iso 0,1 0,8 - - - - -
17:0 anteiso 0,2 - - - - - -
17:1 w8c 30,5 5,2 - - - 0,1 -
17:1 w6 5,6 0,5 - - - 0,1 -
17:0 ciclo - - 0,8 - - - -
17:0 8,3 1,1 0,1 0,2 0,2 0,2 -
16:1 20H 0,1 - - - - - -
18:1iso H 0,1 = - = - = -
16:0 30H - 0,6 - - - - -
18:1 w9c - 1,3 - - - - -
SF8 12,9 3,2 27,1 36,6 33,8 31,5 32,9
18:1 w5c - - 0,2 0,2 0,2 0,2 -
18:0 0,2 0,4 0,6 3,9 4,3 3,3 1,0
18:1 w7c 11-metil - - 0,7 0,4 - 0,1 -
17:0 20H 0,1 - - - - - -
19:0 iso - - 0,3 - 0,2 - -
19:0 anteiso 0,1 - - - - - -
SF7 - - - 0,7 0,1 0,3 -
19:0 ciclo w8c - - 15,9 - - - -
18:0 30H 04 - - - - - -
20:2 w6,9¢ - - 0,6 - - - -
20:1 w7c - - - 0,2 0,2 0,1 -
20:0 - - - - 0,1 - -
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En la tabla 34, se muestra el rango de valores maximos y
minimos de la cantidad relativa que alcanza cada acido graso dentro
del género Marinomonas. Los acidos grasos mayoritarios presentaron
un rango de 24,4-29,7% para el SF 3, de 31,5-36,6% para el SF 8, y de
18,1-18,8% para el 16:0, donde se observa en este tltimo una minima
variacion entre las cuatro especie estudiadas. Destacan también otros
acidos grasos por su variabilidad intraespecifica, indicando que son
importantes para la diferenciacion entre especies de dicho género,
estos 4acidos grasos son: 10:0 30H (6,2-12,7%) y 12:1 30H (ND-
7,0%).

Tabla 34. Composicion de acidos grasos celulares de 1, Marinomonas
alcarazii CECT 7730"; 2, Marinomonas aquaplantarum CECT 77321 3,
Marinomonas foliarum CECT 77317; y 4, Marinomonas mediterranea CECT
4803", cultivados en MA 26°C 24 h. La columna de rango hace referencia al
valor minimo y maximo detectado de cada acido graso. ND: No Detectado.
SF 3 (16:1 w7c/16:1 woc), SF 7 (19:1w7¢/19:1 wobe), SF 8 (18:1 wobe/18:1
w7c).

1 2 3 4 Rango
9:0 0,2 0,2 0,2 - ND-0,2
10:0 iso - 0,2 - - ND-0,2
10:0 0,9 0,6 0,1 0,5 0,1-0,9
10:0 30H 8,0 8,9 6,2 12,7 6,2-12,7
12:0 0,4 0,2 0,2 0,6 0,2-0,6
12:1 30H 4,2 6,6 7,0 - ND-7,0
12:0 30H 0,1 0,3 0,8 - ND-0,8
14:0 1,2 1,4 1,6 4,5 1,2-4,5
SF3 24,7 24,4 29,1 29,7 24,4-29,7
16:1 w5c 0,1 0,1 0,1 - ND-0,1
16:0 18,2 18,1 18,8 18,1 18,1-18,8
17:1 iso w5c - 0,1 0,1 - ND-0,1
17:1 w8c - - 0,1 - ND-0,1
17:1 wée - - 0,1 - ND-0,1
17:0 0,2 0,2 0,2 - ND-0,2
SF8 36,6 33,8 31,5 32,9 31,5-36,6
18:1 w5c 0,2 0,2 0,2 - ND-0,2
18:0 3,9 4.3 3,3 1,0 1,0-4,3
18:1 w7c 11-metil 0,4 - 0,1 - ND-0,4
19:0 iso - 0,2 - - ND-0,2
SF7 0,7 0,1 0,3 - ND-0,7
20:1 w7c 0,2 0,2 0,1 - ND-0,2
20:0 - 0,1 - - ND-0,1
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Los acidos grasos mas representativos del género
Marinomonas por estar presentes en todas las cepas estudiadas fueron:
10:0, 10:0 30H, 12:0, 14:0, SF 3, 16:0, SF 8 y 18:0 (figura 58).
Ademas, para la diferenciacion de especies del género Marinomonas
mediante GC FAME fueron importantes los acidos grasos: 10:0 30H
y 12:1 30H.

Marinomonas
50

40

30

20

10 1 I
0 . | : : : : t

10:0 10030H 120 14:0 SF3 16:0 SF8 18:0

% cantidad relativa
—

Figura 58. Grafica que muestra los acidos grasos mas representativos de las
cepas del género Marinomonas estudiadas y la variacion de éstos en cuanto a
la cantidad relativa observada.

Con el fin de estudiar la reproducibilidad de la técnica GC
FAME, se realizaron réplicas de la extraccion de acidos grasos de la
cepa Haliea mediterranea CECT 7447". Como se observa en la tabla
35, no existe apenas variacion entre ambas réplicas, por lo que la
técnica es reproducible.

Tabla 35. Composicion de acidos grasos celulares de 1, Haliea mediterranea
CECT 7447"; 1°, Haliea mediterranea CECT 7447" réplica, cultivados en
MA 26°C 24 h. 1Al hace referencia a la variacion en valor absoluto observada
para cada acido graso de una cepa con respecto a su réplica. SF 1 (13:0
30H/15:1 iso H), SF 3 (16:1 w7c/16:1 woc), SF 8 (18:1 woc/18:1 wic).
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1 1' 1Al
9:0 0,2 0,2 0,0
10:0 iso 0,1 0,1 0,0
10:0 0,6 0,6 0,0
9:0 30H 0,1 0,1 0,0
11:0 2,2 2,3 0,1
10:0 30H 1,2 1,3 0,1
12:0 iso 0,1 0,1 0,0
12:0 0,7 0,8 0,1
11:0 iso 30H 0,1 0,1 0,0
11:0 20H 0,2 0,2 0,0
11:0 30H 4,9 51 0,2
13:0 0,7 0,8 0,1
12:0iso 30H 0,1 0,1 0,0
12:0 30H 1,3 1,3 0,0
14:0 iso 0,1 0,1 0,0
14:0 0,7 0,7 0,0
SF1 0,1 0,1 0,0
15:0 iso 0,2 0,2 0,0
15:1 w8c 1,3 1,4 0,1
15:1 w6 1,7 1,8 0,1
16:0 N alcohol 0,1 0,1 0,0
16:0 iso 0,5 0,6 0,1
SF3 18,0 17,7 0,3
16:1 w5c 0,1 - 0,1
16:0 6,1 59 0,2
17:1 iso w5c - 0,1 0,1
17:0iso 0,1 0,1 0,0
17:0 anteiso 0,1 0,2 0,1
17:1 w8c 30,8 30,5 0,3
17:1 wée 57 5,6 0,1
17:0 8,6 8,3 0,3
16:1 20H - 0,1 0,1
18:1iso H - 0,1 0,1
SF 8 13,4 12,9 0,5
18:0 0,3 0,2 0,1
17:0 20H - 0,1 0,1
19:0 anteiso - 0,1 0,1
18:0 30H - 0,4 0,4

Aun tratdandose de una muestra muy reducida, los resultados
permiten aventurar que la técnica GC FAME puede ser utilizada como
herramienta de autentificacion para los géneros Haliea, Halomonas,
Marinomonas y Shewanella.
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2.5 Analisis de cepas de la familia Rhodobacteraceae

En esta parte de la tesis doctoral se analizaron 41 cepas
pertenecientes a la familia Rhodobacteraceae de los géneros:
Actibacterium (1), Antarctobacter (1), Jannaschia (3), Maribius (2),
Marinovum (1), Nautella (1), Oceanicola (6), Palleronia (1),
Phaeobacter (4), Phaeomarinomonas (5), Ponticoccus (1),
Roseovarius (8), Ruegeria (3), Sagittula (1), Shimia (1) y
Tropicibacter (2).

El género con mas cepas analizadas fue Roseovarius (8),
donde destacaron los acidos grasos: SF 8, con una cantidad relativa de
entre 65,9 y 78,0%; el acido graso SF 3, cuyo rango estuvo
comprendido entre 0,4 y 5,0%; y el 16:0 que presentd entre 3,0 y
13,7% (tabla 36). También fueron importantes por estar presentes en
algunas especies en cantidades considerables mientras que no se
detectaron en otras los acidos grasos: 10:0 30H (ND-5,4%), 12:0
(ND-6,4%), 12:1 30H (ND-3,7%), 12:0 30H (ND-6,2%), SF 2 (ND-
7,5%), 16:0 20H (ND-4,7%), 18:0 iso (ND-6,4%), 18:1 w7c metil
(ND-7,1%).

Tabla 36. Composicion de 4acidos grasos celulares de 1, Roseovarius
aestuarii CECT 7745%; 2, Roseovarius crassostreae CECT 7676%; 3,
Roseovarius halotolerans CECT 8110"; 4, Roseovarius litoralis CECT
7450"; 5, Roseovarius marinus CECT 7971%; 6, Roseovarius mucosus CECT
7973"; 7, Roseovarius nubinhibens CECT 7750"; 8, Roseovarius tolerans
CECT 7738", cultivados en MA 28°C 48 h. La columna de rango hace
referencia al valor minimo y maximo detectado de cada acido graso. ND: No
Detectado. SF 1 (13:0 30H/15:1 iso H), SF 2 (14:0 30H/16:1 iso 1/12:0
aldehido), SF 3 (16:1 w/c/16:1 wbe), SF 7 (19:1w7¢/19:1 wo6e), SF 8 (18:1
wo6c/18:1 wic).

Roseovarius

1 2 3 4 5 6 7 8 Rango
10:0 iso - 0,1 - - - - - - ND-0,1
10:0 0,7 - 0,7 | 0,8 - - 1,0 - ND-1,0
10:0 30H 05|33|06|02]|54]08 - - ND-5,4
12:0 52 |01|34|55|03]|48| 64 - ND-6,4
12:0 20H - - - - - 0,8 - 0,6 ND-0,8
12:1 30H - - 2,8 - 03 | 3,0 - 3,7 ND-3,7
12:0 30H 62 | 01 | 3,0 - - 03 | 33 - ND-6,2
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Roseovarius

1 2 3 4 5 6 7 8 Rango
14:0 06 |02|01|04]|02]|03]|07] 05 0,1-0,7
SF1 - 0,1 - - - - - - ND-0,1
SF2 - 6,5 - 7.4 - - 0,8 - ND-7,4
SF3 07| 20|04 |06 |50 10]|22] 06 0,4-5,0
16:0 13,7| 50 | 54 | 94 | 30 | 7,6 |13,0| 10,2 | 3,0-13,7
17:1iso w5c - 0,1 - - - - - - ND-0,1
17:1 w8c - - - - 0,4 - - 1,0 ND-1,0
17:0 02|02|04|02)|06]|04]|03] 36 0,2-3,6
16:1 20H - - - - - 0,1 - - ND-0,1
16:0 20H - - 05 | 4,7 - 1,8 - 0,5 ND-4,7
16:0 30H - 0,5 - - 0,2 - - - ND-0,5
18:0 iso 14|18 |06 | 21 - 64 | 08 | 50 ND-6,4
SF8 68,6 | 78,0 | 77,1 | 67,1 | 75,3 | 68,3 | 67,4 | 65,9 | 65,9-78,0
18:1 w5c - 01| 0,1 - - 0,1 - - ND-0,1
18:0 14109 (1709|2111 ]|11] 13 0,9-2,1
18:1 w7c 11-metil 0407 |29|02]|61]09 - 7,1 ND-7,1
SF7 - - - - - 0,6 - - ND-0,6
19:0 ciclo w8c 0,4 0,3 | 04 - 16 | 32 - ND-1,6
19:0 - 0,1 - - 0,3 - - - ND-0,3
18:1 20H - - - 0,3 - - - - ND-0,3
18:0 30H - - - - 0,4 - - - ND-0,4
20:1 w7c - - 0,1 - 06 | 0,2 - - ND-0,6

La composicion de acidos grasos de 6 cepas pertenecientes al
género Oceanicola se detalla en la tabla 37. Este género present6 una
clevada heterogeneidad en cuanto al perfil de acidos grasos de sus
especies, el rango del acido graso SF 8 varié entre 28,9-78,0%.
Ademas, a diferencia del resto de cepas, Oceanicola marinus CECT
77517 presenté como acido graso mayoritario el 19:0 ciclo w8c con
31,8% de cantidad relativa mientras que en otras especies oscild entre
ND y 5,6%. Dentro de este género también destacaron los acidos
grasos 12:1 30H (ND-6,3%), 12:0 30H (ND-4,1%), 16:0 (2,0-
16,9%), 17:1 w8c (ND-5,9%), 17:1 wbc (ND-8,3%), 17:0 (ND-21,6%)
y 18:1 w7c 11-metil (3,2-27,1%).

Tabla 37. Composicion de acidos grasos celulares de 1, Oceanicola batsensis
CECT 7860"; 2, Oceanicola granulosus CECT 7759"; 3, Oceanicola marinus
CECT 7751%; 4, Oceanicola nanhaiensis CECT 7831"; 5, Oceanicola
pacificus CECT 7832"; 6, Oceanicola sp. CECT 7582, cultivados en MA
28°C 48 h. La columna de rango hace referencia al valor minimo y maximo
detectado de cada 4cido graso. ND: No Detectado. SF 2 (14:0 30H/16:1 iso
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1/12:0 aldehido), SF 3 (16:1 w7c/16:1 wo6c), SF 5 (18:0 ante/18:2 w6,9¢), SF
8 (18:1 wobe/18:1 wic).

Oceanicola

1 2 3 4 5 6 Rango
10:0 - - 0,7 - - - ND-0,7
10:0 30H - 1,7 - 14 | 14 - ND-1,7
12:0 22|08 |06 |05]|05 - ND-2,2
11:0 20H - - - - 0,8 - ND-0,8
11:0 30H - - - - 2,6 - ND-2,6
12:1 30H - - 6,3 - 4,1 - ND-6,3
12:0 30H 41 | 1,7 - - - - ND-4,1
14:0 14 |06 | 05| 03 | 04 - ND-1,4
SF2 - - - 1,1 - - ND-1,1
SF3 - 20 | 15| 2,1 - 3,1 ND-3,1
16:0 13,71105(16,9| 6,0 | 2,0 | 12,9 2,0-16,9
15:0 20H - - - - 0,9 - ND-0,9
17:1 w8c - - - - 59 - ND-5,9
17:1 wéc - - - - 8,3 - ND-8,3
17:0 1,7 - - 10 |216| 11 ND-21,6
16:0 20H - - - - 1,0 - ND-1,0
18:1 w9c - - 1,2 - - - ND-1,2
SF 8 62,5|78,0(28,9|71,4|38,1|54,7| 28,9-78,0
18:1 w5c - - - - 0,4 - ND-0,4
18:0 15111112 | 12|09 1,3 0,9-1,5
18:1 w7c 11-metil | 12,8 | 3,7 | 85 |12,0| 3,8 (27,1 | 3,7-27,1
17:0 20H - - - - 1,1 - ND-1,1
19:0 ciclo w8c - - 31,8( 29 | 56 - ND-31,8
19:0 - - - - 0,4 - ND-0,4
20:2 w6,9c - - 2,1 - 0,4 - ND-2,1

En la tabla 38 se muestra el perfil de acidos grasos de las
cepas pertenecientes al género Phacomarinomonas, que se caracteriza
por presentar 68,0-77,9% de SF 8. Por otra parte, destaca la
proporcion de acidos grasos tan parecida entre las distintas cepas
pertenecientes a Phaecomarinomonas mediterranea con respecto a la
especie de Phaeomarinomonas litorea.

Tabla 38. Composicion de acidos grasos celulares de 1, Phaeomarinomonas
litorea CECT 7639"; 2, Phaeomarinomonas mediterranea CECT 5090; 3,
Phaeomarinomonas mediterranea CECT 7637; 4, Phaeomarinomonas
mediterranea CECT 7615"; 5, Phaeomarinomonas mediterranea CECT
7616, cultivados en MA 28°C 48 h. La columna de rango hace referencia al
valor minimo y maximo detectado de cada acido graso. ND: No Detectado.
SF 3 (16:1 w7c/16:1 woe), SF 5 (18:0 ante/18:2 w6,9¢), SF 8 (18:1 wobe/18:1
w7c).
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Phaeomarinomonas

1 2 3 4 5 Rango
9:0 1,2 - - - - ND-1,2
10:0 30H 48 | 33| 35| 35| 3,6 3,3-4,8
12:0 1,306 | 0,7 |07 | 07 0,6-1,3
12:0 20H 12 (14|12 | 13|15 1,2-1,5
12:0 30H 09 03|03|03]|04 0,3-0,9
14:0 ,7{03|08 |06 |04 0,3-1,7
SF3 - 02 |01]|02]02 ND-0,2
16:0 84 | 51|50 54|57 5,0-8,4
17:0 - - 01 | 0,2 - ND-0,2
16:0 20H 16 | 27 | 23|26 |29 1,6-2,9
18:0 iso 21|15 (12|15 ]| 19 1,2-2,1
SF5 0,5 - - - - ND-0,5
SF8 68,0 | 76,8 | 77,9 | 75,6 | 73,2 | 68,0-77,9
18:1 w5c - - 02|02 |02 ND-0,2
18:0 36 |16 (19|16 | 15 1,5-3,6
18:1 w7c 11-metil 50| 60 | 46 | 62 | 78 4,6-7,8
20:1 w7c - 02 | 02| 02 - ND-0,2

El género Phaeobacter presentd como acido graso mayoritario
el SF 8, en un rango comprendido entre 68,0 y 77,9%, que coincide
exactamente con el encontrado en Phaeomarinomonas. También

destacaron los acidos grasos 16:0 (2,3-9,0%) y 18:1 w7c¢c 11-metil
(1,1-9,7%) (tabla 39).

Tabla 39. Composicién de acidos grasos celulares de 1, Phaeobacter
daeponensis CECT 7309"; 2, Phaeobacter gallaeciensis CECT 7277%; 3,
Phaeobacter inhibens CECT 7251%: 4, Phaeobacter sp. CECT 7735,
cultivados en MA 28°C 48 h. La columna de rango hace referencia al valor
minimo y méaximo detectado de cada acido graso. ND: No Detectado. SF 1
(13:0 30H/15:1 iso H), SF 3 (16:1 w7c/16:1 woc), SF 7 (19:1w7¢/19:1 wbc),
SF 8 (18:1 woc/18:1 wic).

Phaeobacter

1 2 3 4 Rango
9:0 - 0,5 - 0,4 ND-0,5
10:0iso - - - 0,2 ND-0,2
10:0 30H 25|26 |24 26 2,4-2,6
12:0 09|06 |05]02 0,2-0,9
12:0 30H 27 (18| 1,8 - ND-2,7
14:0 031]09(02]|10 0,2-1,0
SF1 0,2 - - - ND-0,2
SF 3 021]021(02]03 0,2-0,3
16:0 2319072 |50 2,3-9,0
17:1iso0 w5c - - - 0,3 ND-0,3
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Phaeobacter

1 2 3 4 Rango
17:1 w8c - - - 0,3 ND-0,3
17:1 wée - - - 0,2 ND-0,2
17:0 03 |02]02]| 10 0,2-1,0
16:0 20H 31|34 | 17 | 20 1,7-3,4
18:0 iso 38|08 |12 | 35 0,8-3,8
SF8 71,6 | 68,0 | 73,7 | 77,9 | 68,0-77,9
18:1 w5c - - - 0,2 ND-0,2
18:0 10 | 33 | 1,7 | 2,2 1,0-3,3
18:1 w7c 11-metil 9718186 |11 1,1-9,7
17:0 20H 0,1 - - 0,3 ND-0,3
19:0iso - - - 0,4 ND-0,4
SF7 05| 03] 02 - ND-0,5
19:0 - - - 0,3 ND-0,3
18:1 20H 0,8 - - 0,3 ND-0,8
20:1 w7c 02 |02]02]03 0,2-0,3
20:0 - 0,1 - 0,2 ND-0,2

En la tabla 40 se muestra la composicion de acidos grasos
obtenida mediante cromatografia de gases de 3 cepas pertenecientes al
género Jannaschia y 2 del género Maribius. En el caso del género
Jannaschia el acido graso SF 8 de las tres cepas estudiadas presentd
una cantidad relativa que varid entre 72,1 y 85,5%, ademas destacaron
otros acidos grasos por su presencia en cantidades moderadas en
algunas especies y su ausencia en otras, de manera que se consideran
candidatos para su valoracion a la hora de discriminar entre especies,
como el acido graso 18:1 w7c 11-metil que varia entre su no deteccion
y el 3,9% en las distintas especies de Jannaschia estudiadas, o el 19:0
ciclo w8c que varia entre entre su no deteccion y el 8,8%. En el caso
del género Maribius, el SF 8 estuvo presente entre 73,4-83,1%, y
destaco también el 19:0 ciclo w8c (1,5-5,4%).

Tabla 40. Composicion de &cidos grasos celulares de 1, Jannaschia
donghaensis CECT 7802"; 2, Jannaschia rubra CECT 5088"; 3, Jannaschia
seosinensis CECT 7799%; 4, Maribius pelagius CECT 7801%; 5, Maribius
salinus CECT 7800"; cultivados en MA 28°C 48 h. La columna de rango
hace referencia al valor minimo y maximo detectado de cada acido graso.
ND: No Detectado. SF 2 (14:0 30H/16:1 iso 1/12:0 aldehido), SF 3 (16:1
w7c¢/16:1 wobe), SF 5 (18:0 ante/18:2 w6,9¢), SF 7 (19:1w7¢/19:1 wobe), SF 8
(18:1 woe/18:1 wic).
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Jannaschia Maribius

1 2 3 Rango 4 5 Rango
9:0 - 0,4 - ND-0,4 - - -
10:0 30H 40| 35 | 34 3,4-3,5 55 | 6,1 5,5-6,1
12:0 - 0,2 - ND-0,2 | 0,6 | 0,7 0,6-0,7
11:0 30H 0,3 - - ND-0,3
14:00 - 0,8 - ND-0,8
16:1 w7c alcohol 0,4 - - ND-0,4
SF2 - 06 | 1,6 ND-1,6 - - -
SF3 - 0,7 | 0,6 ND-0,7 - 0,6 ND-0,6
16:0 05| 25| 1,0 0,5-2,5 2,0 | 43 2,0-4,3
17:0 04| 05|08 0,4-0,8 - 1,6 ND-1,6
18:0 iso 0,7 | 0,4 - ND-0,7 - - -
SF8 77,1|72,1|855|721-855|83,1|734|73,4-83,1
18:1 w5c - 0,1 - ND-0,1 - - -
18:0 54|79 | 6,0 5,4-7,9 30| 23 2,3-3,0
18:1 w7c 11-metil | 3,9 | 0,4 - ND-3,9 31| 4,0 3,1-4,0
SF7 14 - - ND-1,4 08 | 1,6 0,8-1,6
19:0 ciclo w8c - 8,8 - ND-8,8 15 | 54 1,5-5,4
19:0 2,6 - 0,4 ND-2,6
20:2 w6,9¢ - 0,2 - ND-02 -
20:1 w7c 28108 | 07 0,7-2,8 0,6 - ND-0,6
20:0 03 | 0,2 - ND-0,3 -

En la tabla 41 se muestra la composicion de acidos grasos de 3
cepas pertenecientes al género Ruegeria y 2 del género Tropicibacter.
El acido graso SF 8 se vio que estaba presente entre 67,0-74,2% en el
género Ruegeria, siendo también relevantes los acidos grasos 12:0
30H (ND-6,1%), 16:0 (4,4-9,5%), 18:0 iso (ND-9,7%) y 18:1 w7c
11-metil (ND-5,6%). Las cepas estudiadas del género Tropicibacter
presentaron entre 70,9-73,5% del acido graso mayoritario SF 8, siendo
importantes también el 10:0 30H (ND-4,8%), 12:1 30H (ND-3,4%),
16:0 20H (ND-3,8%), 18:0 (2,7-6,9%) y 18:1 w7c 11-metil (1,8-
5,3%).

Tabla 41. Composicion de acidos grasos celulares de 1, Ruegeria atlantica
CECT 4292"; 2, Ruegeria pomeroyi CECT 76477 3, Ruegeria sp. CECT
7638; 4, Tropicibacter multivorans CECT 7557"; y 5, Tropicibacter
naphtalenivorans CECT 7648", cultivados en MA 28°C 48 h, excepto
Ruegeria atlantica CECT 4292" cultivada a 20°C. La columna de rango hace
referencia al valor minimo y maximo detectado de cada 4cido graso. ND: No
Detectado. SF 2 (14:0 30H/16:1 iso 1/12:0 aldehido), SF 3 (16:1 w7c/16:1
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woec), SF 5 (18:0 ante/18:2 w6,9¢), SF 7 (19:1w7¢/19:1 wbec), SF 8 (18:1
wo6c/18:1 wic).

Ruegeria Tropicibacter
1 2 3 Rango 4 5 Rango
9:0 - - - - - 1,5 ND-1,5
10:0 iso 0,1 - - ND-0,1 - - -
10:0 2,6 3,2 - ND-3,2 - - -
10:0 30H 0,7 0,8 5,0 0,7-5,0 4,8 - ND-4,8
12:0 2,7 1,3 0,8 0,8-2,7 05 | 06 0,5-0,6
12:0 20H - - 1,6 ND-1,6 - - -
12:1 30H - - - - - 34 ND-3,4
12:0 30H 4,9 6,1 - ND-6,1 1,0 - ND-1,0
14:00 0,2 04 | 21 0,2-2,1 0,9 2,1 0,9-2,1
SF2 - - - - 0,2 - ND-0,2
SF3 03 | 04 - ND-0,4 0,5 - ND-0,5
16:0 4,4 7,2 9,5 4,4-9,5 8,2 7,4 7,4-8,2
17:1iso w5c 02 | 0,2 - ND-0,2 - - -
17:0 0,1 0,3 - ND-0,3 0,3 - ND-0,3
16:1 20H 0,2 - - ND-0,2 - - -
16:0 20H 2,7 | 43 3,0 2,7-4,3 3,8 - ND-3,8
18:0 iso 9,7 - 11 ND-9,7 - - -
SF5 - - - - - 0,9 ND-0,9
18:1 w9c - - - - - 1,3 ND-1,3
SF 8 67,0 | 68,3 | 74,2 | 67,0-74,2 | 70,9 | 73,5 | 70,9-73,5
18:1 w5c 0,1 - - ND-0,1 0,2 - ND-0,2
18:0 0,5 1,7 2,7 0,5-2,7 2,7 6,9 2,7-6,9
18:1 w7c 11-metil 2,8 5,6 - ND-5,6 53 1,8 1,8-5,3
SF7 0,2 - - ND-0,2 0,2 - ND-0,2
18:1 20H 06 | 0,2 - ND-0,6 0,3 - ND-0,3
20:1 w9c 0,1 - - ND-0,1 - - -
20:1 w7c 0,2 - - ND-0,2 - - -
20:0 - - - - 03 | 05 0,3-0,5

La composicion de acidos grasos de 8 especies adicionales de
la familia Rhodobacteraceae se muestra en la tabla 42. Todas estas
cepas tienen en comun tener como acido mayoritario el SF 8, ademas
de presentar cantidades moderadas del 16:0. Destaca también la
presencia de 12:1 30H en cantidades relativas considerables en
Antarctobacter heliothermus, Ponticoccus litoralis 'y Sagitulla
stellata, 18:1 w7c 11-metil en todos los casos excepto en Palleronia
marisminoris, y de la presencia de un 14,7% de 19:0 ciclo w8c en
Palleronia marisminoris.
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Tabla 42. Composicién de acidos grasos celulares de 1, Actibacterium
mucosus CECT 7668"; 2, Antarctobacter heliothermus CECT 7783"; 3,
Marinovum algicola CECT 7396"; 4, Nautella italica CECT 7645T; 5,
Palleronia marisminoris CECT 7066"; 6, Ponticoccus litoralis CECT 7786";
7, Sagitulla stellata CECT 7782"; 8, Shimia marina CECT 7688, cultivados
en MA 28°C 48 h. La columna de rango hace referencia al valor minimo y
maximo detectado de cada 4cido graso. ND: No Detectado. SF 3 (16:1
w7c/16:1 wobe), SF 7 (19:1w7¢/19:1 wbe), SF 8 (18:1 woe/18:1 wic).

1 2 3 4 5 6 7 8
9:0 - - - - - - 0,6 -
10:0iso 0,2 - - -
10:0 - 0,9 - - - 0,8 0,6 -
10:0 30H 3,3 - 1,6 2,7 3,8 0,6 0,7 3,2
12:1 at11-12 - - - - - 1,1 - -
12:0 1,3 - - 0,7 - 0,5 - 1,3
12:1 30H - 7,9 0,6 - - 5,2 5.2
12:0 30H 0,7 - 1,2 2,0 - 1,1 - 0,7
14:0 0,4 0,6 0,8 1,3 1,4 1,3 1,0 1,0
SF 3 0,5 1,2 - - - 0,4 0,4 0,5
16:0 45 7,6 3,4 8,0 2,7 6,1 11,8 55
17:1 iso w5c 0,2
17:1 anteiso w9c - - - - - 0,3 - -
17:0 0,2 0,5 - - 0,8 - 0,3 0,3
16:0 20H 1,2 - - 19 - - - 1,0
18:0iso - - 1,1 2,9 1,9 - - -
SF 8 76,5 | 749 | 83,7 | 69,3 | 70,7 | 72,3 | 70,5 | 76,9
18:1 w5c 0,2 - - - - - - 0,4
18:0 1,2 1,4 2,4 2,2 31 31 3,3 1,8
18:1 w7c 11-metil 9,1 2,7 47 8,9 - 7,1 3,0 73
SF7 0,3 - - - - - - -
19:0 ciclo w8c - 25 - - 14,7 - 2,5
18:1 20H 0,3 - - - - - - -
20:2 w6,9¢ - - - - 1,0 - - -
20:1 w7c - - 0,4 - - - - 0,3

Para comprobar la reproducibilidad de la técnica GC FAME,
se realizaron extracciones de acidos grasos de la misma cepa en
diferentes dias, manteniendo las mismas condiciones de cultivo. Como
se observa en la tabla 43, la técnica presentd alta reproducibilidad,
puesto que la diferencia maxima observada en la cantidad relativa de
un determinado acido graso entre dos cepas fue de 2,1 unidades
porcentuales (el 4cido graso SF 8 de Nautella italica CECT 7645").
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Tabla 43. Composicion de acidos grasos celulares de 1, Actibacterium
mucosus CECT 7668"; 1°, Actibacterium mucosum CECT 7668" réplica; 2,
Nautella italica CECT 7645"; 2 Nautella italica CECT 7645" réplica; 3,
Oceanicola pacificus CECT 7832"; 3°, Oceanicola pacificus CECT 7832"
réplica; 4, Phaeobacter gallaeciensis CECT 7277%; 4’, Phaeobacter
gallaeciensis CECT 7277% réplica; 5, Phaeomarinomonas litorea CECT
7639"; 5>, Phaeomarinomonas litorea CECT 7639" réplica, cultivados en
MA 28°C 48 h, excepto Phaeobacter gallaeciensis CECT 7277" a 20°C. 1Al
hace referencia a la variacion en valor absoluto observada para cada acido
graso de una cepa con respecto a su réplica. SF 3 (16:1 w7c/16:1 woce), SF 5
(18:0 ante/18:2 w6,9¢), SF 7 (19:1w7¢/19:1 wbce), SF 8 (18:1 wbe/18:1 wic).

1 1 | 1Al 2 2 | 1Al | 3 3 | 1Al | 4 4" | 1Al 5 5 [ 1Al
9:00 - - - - 08|08 | - - - - - - - - -
10:0 iso 03(02(01|02|03]|01 - - - 0,2 - 02 |02 - 0,2
10:0 30H 44 133(11(29|21|08|15(14|01|32[33(01|27]33]06
12:00 15(13(02 (040501 - 05(05|06|06|00|08]|08]00
11:0 20H - - - - - - 10|08 |02 ]| - - - - - -
11:0 30H - - - - - - 31|26 |05 - - - - - -
13:00 - - - - - - - - - - - - 0,1 - 0,1
12:0 20H - - - - - - - - - - - - 13| 13|00
12:1 30H - - - - - - | 434102 - - - - - -
12:0 30H 0807011913 ]|06| - - - 1,7/119102|08 (09|01
14:00 10|04 |06 |04 (11|07 - 04 (04]|03]|05]02 - 05 | 0,5
16:0 iso - - - - - - - - - - - - 0,1 - 0,1
SF3 06 (05|01|03|02(01]|03 - 03(02]02]|00](02 - 0,2
16:00 45 |45|100|40|56 (16|19 |20|01 |47 |57|10(|29]|19 |10
15:0 20H - - - - - - 06 |09]|03]| - - - - - -
17:1 iso w5c 03(02(01]|02]|03]|01 - - - - 02]02(02)|04]02
17:1 anteiso w9c | - - - - - - - - - - - - 0,1 - 0,1
17:1 w8c - - - - - - 5915900 - - - - - -
17:1 wée - - - - - - 87 (83|04 | - - - - - -
17:00 - 02 (02|02 - 02 (220(216|04|01|01(00]|02]|03]01
16:0 20H 20(12|08|12|07|05(06|10|04 (19|17 |02]|22(17]|05
18:0 iso - - - - - - - - - 47 (40 (07 32|46 |14
SF 5 - - - 4713908 - - - - - - - - -
SF8 750|765 15 (810|789 2,1 [38,7|38,1| 0,6 |79,8|81,4| 1,7 |76,9(749]| 2,0
18:1 w5c 02]02]|00]02 - 0205|0401 - - - 0102|0121
18:00 1211200 |12 (22 |10|10|09 (01|12 - 12 | 15| 15| 00
18:1 w7c 11-metil [ 7,4 | 91 | 1,7 |13 (16 |03 |32 (38|06 |13 | - 1362 (73|11
17:0 20H - - - - - - 08 (11|03 - - - - - -
19:0 iso - - - 0,205 |03 - - - - - - - - -
SF7 - 03|03 - - - - - - 0,2 - 0,2 - - -
19:0 ciclo w8c - - = = = = 55|56 |01 = = = = = =
19:00 - - - - - - 05 (04|01 - - - - - -
18:1 20H 05(03|02]| - - - - - - - - - 0106 |05
20:1 w7c 0,3 - 0,3 - - - - - - - - - 0,2 - 0,2
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Debido a su reproducibilidad, y a la capacidad de diferenciar
entre géneros y entre especies, GC FAME se puede considerar como
una herramienta adecuada en la autentificacion de cepas dentro de la
familia Rhodobacteraceae. Los acidos grasos comunes a todas las
cepas estudiadas de esta familia fueron: 16:0, SF 8 y 18:0.

Los acidos grasos mas representativos del género Jannaschia,
por estar presentes en todas las cepas estudiadas fueron: 10:0 30H,
16:0, 17:0, SF 8, 18:0 y 20:1 w7c (figura 59), destaca la poca
variacion existente en la cantidad relativa de estos acidos grasos entre
las 3 especies estudiadas, excepto en el SF 8. Ademas, también
resultaron importantes a la hora de diferenciar entre especies los
acidos grasos 18:1 w7c 11-metil y el 19:0 ciclo wSc.

Jannaschia
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70
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40
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10:0 30H 16:0 170 SF8 18:0 20:1w7c

% Cantidad relativa

Figura 59. Grafica que muestra los 4cidos grasos mas representativos del
género Jannaschia y la variacion observada de éstos en la cantidad relativa.

En el caso de las dos especies que componen el género
Maribius, los acidos grasos mas representativos fueron: 10:0 30H,
12:0, 16:0, SF 8, 18:0, 18:1 w7c 11-metil, SF 7 y 19:0 ciclo w8c
(figura 60). Ademas, se observa poca variabilidad en cuanto a la
cantidad relativa de dichos acidos grasos.
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Maribius

40

% Cantidad relativa

10:0 30H 120 160 SF8 180 181w7c SF7 19:0 ciclo
11-metil w8c

Figura 60. Grafica que muestra los 4cidos grasos mas representativos del
género Maribius y la variacion de éstos observada en la cantidad relativa.

El género Oceanicola presenta la mayor variabilidad en
cuanto a la cantidad relativa de los acidos grasos SF 8, 16:0 y 18:1
w7c 11-metil de las cepas estudiadas de la familia Rhodobacteraceae.
Ademas de estos acidos grasos, también fueron representativos del
género: 12:0, 14:0, 16:0, SF 8, 18:0 y 18:1 w7c 11-metil (figura 61). Y
a la hora de la discriminacion entre especies fueron relevantes por
estar presentes en cantidades considerables en algunas especies,
mientras que no se detectaron o se detectaron en cantidades bajas en
otras los acidos grasos: 12:1 30H, 12:0 30H, 17:1 w8c, 17:1 woc y
17:0.

Oceanicola
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Figura 61. Grafica que muestra los acidos grasos mas representativos de las
cepas del género Oceanicola estudiadas y la variacion de éstos observada en

la cantidad relativa.
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El género que presentd mayor numero de acidos grasos
comunes a todas las cepas estudiadas fue Phaeobacter, estos acidos
grasos fueron: 10:0 30H, 12:0, 12:0 30H, 14:0, SF 3, 16:0, 17:0, 18:0
20H, 18:0 iso, SF §, 18:0, 18:1 w7c 11-metil, SF 7 y 20:1 w7c (figura
62). Al mismo tiempo, la variabilidad intraespecifica en la cantidad
relativa de estos acidos grasos fue baja.

Phaeobacter

% Cantidad relativa
IS
8

Figura 62. Grafica que muestra los acidos grasos mas representativos de las
cepas del género Phaeobacter estudiadas y la variacion de éstos observada en
la cantidad relativa.

En el caso del género Phaeomarinomonas, se observa también
poca variabilidad en la cantidad relativa de los acidos grasos mas
representativos (figura 63), lo cual no es de extrafiar ya que a pesar de
haber contado para el estudio con 5 cepas, éstas forman parte sélo de
dos especies.
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Phaeomarinomonas
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Figura 63. Grafica que muestra los 4cidos grasos mas representativos del
género Phaeomarinomonas y la variacion de éstos observada en la cantidad

relativa.

El estudio de la composicion de acidos grasos para género
Roseovarius fue llevado a cabo con 8 de las 12 especies descritas para
este género. Los acidos grasos mas representativos fueron: 14:0, SF 3,
16:0, 17:0, SF 8 y 18:0 (figura 64), observandose la mayor
variabilidad en cuanto a su cantidad relativa en los acidos grasos 16:0
y SF 8, sin embargo, este rango no es muy elevado en comparcioén con
otros géneros de la misma familia, como el género Oceanicola.

Roseovarius
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Figura 64. Grafica que muestra los acidos grasos mas representativos de las
cepas del género Roseovarius estudiadas y la variacion de éstos observada en
la cantidad relativa.
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Los acidos grasos mas representativos del género Ruegeria
fueron: 10:0 30H, 12:0, 14:0, 16:0, 16:0 20H, SF 8 y 18:0 (figura
65), siendo también relevantes los acidos grasos 12:0 30H, 18:0 iso y
18:1 w7c 11-metil. Entre los acidos grasos comunes a las cepas
estudiadas destaca la diferencia existente entre la proporcion del acido
graso SF 8 (67,0-74,2%) con respecto al resto de acidos grasos. Por
otro lado, para la diferenciacion de cepas a nivel intraespecifico son
relevantes también por estar presentes en algunas especies mientras
que no se detectan en otras los acidos grasos: 18:0 iso, 18:1 w7c 11-
metil y el 12:0 30H
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Figura 65. Grafica que muestra los acidos grasos mas representativos de las
cepas del género Ruegeria estudiadas y la variacion de éstos observada en la
cantidad relativa.

Por tltimo, los acidos grasos mas representativos de las cepas
del género Tropicibacter estudiadas fueron: 12:0, 14:0, 16:0, SF 8,
18:0, 18:1 w7c 1l1-metil y 20:0 (figura 66), presentando una
variabilidad muy baja. En este estudio se han utilizado dos de las tres
especies descritas dentro del mismo género, por lo que es probable
que esta variabilidad fuera mayor al incluir la especie que falta.
También fueron de interés por estar presentes en una especie en
cantidades considerables mientras que no se detectaron en la otra
especie los acidos grasos 10:0 30H, 12:1 30H y 16:0 20H.
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Figura 66. Grafica que muestra los acidos grasos mas representativos de las
cepas del género Tropicibacter estudiadas y la variacion de éstos observada
en la cantidad relativa.
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2.6 Analisis de cepas del filo Bacteroidetes

En este apartado se analizaron 17 cepas pertenecientes al filo
Bacteroidetes mediante GC FAME.

En la tabla 44 se muestra la composicion de acidos grasos de
nueve cepas pertenecientes al género Winogradskyella. Los acidos
grasos mayoritarios para este género fueron el 15:1 iso G que presento
una cantidad relativa de 9,5-28%, el 15:0 iso presente entre el 13,5 y
19,2%, el 15:0 anteiso cuyo rango fue 1,4-11,2%, el 15:0 iso 30H
presente entre 3,8 y 16,4%, el 16:0 iso 30H cuyo rango vario entre 4,4
y 15,7% y el 17:0 iso 30H que mostrd entre 5,6-14,3% de cantidad
relativa. A la hora de diferenciar entre especies segin su perfil de
acidos grasos, ademas de los acidos grasos anteriormente sefialados,
también destacaron otros por estar presentes en algunas especies en
cantidades considerables mientras que estaban ausentes en otras, como
es el caso del 15:1 wbc con un rango que varia entre la no deteccion y
el 6,1%, el 16:1 iso H (ND-9,4%), el SF 9 (ND-4,3%), el 17:1 anteiso
w9c (ND-3,7%) y el 17:0 20H (ND-5,2%).

Tabla 44. Composicion de 4cidos grasos celulares de 1, Winogradskyella
arenosi CECT 7959"; 2, Winogradskyella echinorum CECT 79447 3,
Winogradskyella epiphytica CECT 7945"; 4, Winogradskyella eximia CECT
7946"; 5, Winogradskyella lutea CECT 7947"; 6, Winogradskyella pacifica
CECT 7948"; 7, Winogradskyella rapida CECT 73927 8, Winogradskyella
sp. CECT 7476; 9, Winogradskyella thalassocola CECT 7943", cultivados en
MA 28°C 48 h. La columna de rango hace referencia al valor minimo y
maximo detectado de cada acido graso. ND: No Detectado. SF 3 (16:1
w7c/16:1 woc), SF 4 (17:1 iso I/anteiso B), SF 9 (17:1 iso wPc/16:0 10-
metil).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 Rango
12:0 03|03 |05|05)|05| 03|07 |02]06]| 0207
13:0iso 04 | 04 - - 0,9 - - 0,3 - ND-0,9
13:0 - - - - 0,3 - - - - ND-0,3
14:0 iso 04 | 04 | 09 2,3 13 | 0,6 - 04 | 16 | ND-2,3
14:0 03|06 | 04|10 07 | 05|05 03]07]| 0310
15:1is0 G 10,2 | 28,0 | 156 | 9,5 | 18,7 | 13,3 | 13,6 | 15,8 | 15,8 | 9,5-28,0
15:1 anteiso A 30 | 20 | 45 23 | 21 | 34| 42 | 20 (1,7 | 1,745
15:0 iso 135 (19,2 | 16,3 | 17,8 | 16,7 | 156 | 16,1 | 18,4 | 17,6 |13,5-19,2
15:0 anteiso 9,8 14 [112 | 50 | 43 | 87 | 10,2 | 49 | 45 |14-11,2
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 Rango
15:1 wée 3,3 - 0,5 3,2 2,3 6,1 53 2,6 | 40 | ND-6,1
14:0 iso 30H 0,4 - 0,5 1,0 0,5 0,4 - 0,3 | 0,6 | ND-1,0
16:1is0 G - 0,7 - - - - - - - ND-0,7
16:1iso H 0,7 - 31 9,4 1,6 2,1 0,7 0,6 [ 41 | ND-9,4
16:0 N alcohol - - - - - - 0,5 - - ND-0,5
16:0 iso 0,4 0,4 3,4 4,7 2,0 1,0 0,5 04 (16 | 04-4,7
16:0 anteiso 0,3 - - - - - - - - ND-0,3
16:1 w9c 0,4 - - - - - - - ND-0,4
SF 3 2,9 6,7 4,8 4,3 3,1 3,1 3,4 69 | 38 | 2,9-6,9
16:1 w5c - - - - - 0,3 - - - ND-0,3
16:0 - 2,5 - 2,3 2,5 - - - 3,1 | ND-3,1
15:0 iso 30H 16,4 | 155 | 3,8 4,5 73 | 10,5 | 14,6 | 135 (11,8 3,8-16,4
15:0 20H 2,6 0,7 2,0 1,4 1,2 2,0 2,0 2,0 - ND-2,6
SF9 2,4 1,8 4,3 2,1 0,7 2,0 2,1 3,4 - ND-4,3
SF4 - - 0,7 - - - - - - ND-0,7
15:0 30H - 1,2 - 2,0 2,5 3,3 - 2,2 - ND-3,3
17:1 anteiso w9c| 3,7 - 1,6 - - - - - 2,4 | ND-3,7
17:1 w8c 0,6 - - 0,7 0,7 0,6 0,9 0,8 [ 0,9 | ND-0,9
17:1 wée 14 - - 1,6 0,9 2,4 2,0 14 - ND-2,4
16:0 iso 30H 7,9 4,4 81 (145 | 11,8 | 10,0 | 6,4 5,0 |15,7 | 4,4-15,7
16:0 30H 0,3 0,9 - 1,4 1,1 0,7 - 0,4 - ND-1,4
18:1 w9c 0,9 0,8 1,3 1,1 1,8 1,1 14 07 (12| 0,7-1,8
18:0 - - - - 1,3 - - - - ND-1,3
17:0 iso 30H 12,2 | 11,4 | 11,7 | 56 | 105 | 85 | 10,5 | 14,3 | 8,5 | 56-14,3
17:0 20H 5,2 - 4,9 2,0 15 31 4,6 2,7 - ND-5,2
17:0 30H - 0,3 - - 11 0,5 - 0,4 - ND-1,1

La composicion de acidos grasos de cepas del género
Marinifilum y del género Pontibacter se muestran en la tabla 45. En el
caso de Marinifilum, el acido graso mayoritario fue el 15:0 iso (41,3-
42,2%), aunque también destacaron por las diferencias encontradas
entre ambas especies estudiadas: el 15:1 iso F (5,4-14,2%), el 16:0
(1,0-5,6%), el 15:0 iso 30H (11,1-15,2%) y el SF 9 (5,3-9,2%). Las
cepas estudiadas del género Pontibacter presentaron como acidos
grasos mayoritarios el 15:1 iso (21-33,1%) y el SF 4 (17:1 iso
I/anteiso B) (22,1-38,4%)).
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Tabla 45. Composicién de &cidos grasos celulares de 1, Marinifilum
flexuosus CECT 7448"; 2, Marinifilum fragile CECT 7942"; 3, Pontibacter
sp. CECT 7705; 4, Pontibacter sp. CECT 7711; 5, Pontibacter sp. CECT
7713, cultivados en MA 30°C 72 h. La columna de rangos hace referencia al
valor minimo y maximo detectado de cada acido graso. ND: No Deteccion.
SF 1 (13:0 30H/15:1 iso H), SF 3 (16:1 w7c/16:1 woe), SF 4 (17:1 iso
I/anteiso B), SF 9 (17:1 iso (Pc/16:0 10-metil).

1 2 Rango 3 4 5 Rango
10:0 iso - - - 0,2 - - ND-0,2
12:0 25 | 04 0,4-2,5 0,1 - - ND-0,1
13:0iso 38 | 55 3,8-5,5 - - 0,5 ND-0,5
14:0 iso - 0,2 ND-0,2 02|05 |07 0,2-0,7
14:1 w5c - - - 0,1 - - ND-0,2
14:0 34 | 0,7 0,7-3,4 06 | 11| 04 0,4-1,1
15:1iso F 54 | 14,2 | 54-14,2 = = = -
SF1 1,2 | 3,6 1,2-3,6 28 | 16 | 24 1,6-2,8
15:0iso 41,3 | 42,2 | 41,3-42,2 | 21,0 | 33,1 | 31,6 | 21,0-33,1
15:0 anteiso 1,8 | 0,9 0,9-1,8 11108 | 13 0,8-1,3
15:1 w6e - - - 21|06 | 1,0 0,6-2,1
16:1iso H - - - 32 | 27 | 35 2,7-3,5
16:0 iso - - - 2213939 2,2-3,9
SF3 - 0,4 ND-0,4 19 |1 0,7 | 20 0,7-2,0
16:1 w5c - - - 28 | 0,6 | 1,8 0,6-2,8
16:0 56 | 1,0 1,0-5,6 09 | 27| 07 0,7-2,7
15:0is0 30H | 15,2 | 11,1 | 11,1-15,2| 2,0 | 3,2 | 3,4 2,0-3,4
SF9 53 | 92 5,3-9,2 04 | 0,3 - ND-0,4
SF 4 - 14 ND-1,4 |38,4 | 26,6 | 22,1 | 22,1-38,4
17:0 iso - - - 15|21 | 24 1,5-2,4
17:0 anteiso - - - 09 | 05| 14 0,5-1,4
17:1 wée - - - 41 | 24 | 2,7 2,4-4,1
17:0 - - - 03| 03] 05 0,3-0,5
16:0 iso 30H - - - 06 | 09|11 0,6-1,1
18:1iso H - - - 04 |03 ]| 04 0,3-0,4
16:0 30H - 0,2 ND-0,2 0,2 - 0,3 ND-0,3
18:1 w9c 2,5 - ND-2,5 24 | 15 | 20 1,5-2,4
18:1 w5c 21| 36 2,1-3,6 - - - -
18:0 35| 16 1,6-3,5 04 |09 | 03 0,3-0,9
17:0iso30H | 5,9 | 3,7 3,7-5,9 9,0 | 12,2 | 13,0 | 9,0-13,0
17:0 20H - - - 0,3 - 0,4 0,3-0,4
17:0 30H - - - 0,2 - 0,4 0,2-0,4
19:0 iso - - - - 0,3 - ND-0,3

En la tabla 46 se muestra la composicion de acidos grasos de
cinco especies adicionales del filo Bacteroidetes. Destacd como acido
graso mayoritario el 15:0 iso, y por aparecer también en cantidades
elevadas el 17:0 iso 30H, en el caso de Cytophaga fermentans,
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Euzebyella saccharophila 'y Mesonia algae. Ademas, también
destacaron el 15:0 anteiso en el caso de Cyfophaga fermentans y el
15:1 iso G en el caso de Euzebyella saccharophila.

Tabla 46. Composicion de acidos grasos celulares de 1, Cytophaga
fermentans CECT 7602"; 2, Euzebyella saccharophila CECT 7477%; 3,
Mesonia algae CECT 7520, cultivados en MA 28°C 48 h. SF 1 (13:0
30H/15:1 iso H), SF 3 (16:1 w7¢/16:1 woe), SF 4 (17:1 iso I/anteiso B), SF 9
(17:1 iso uPc/16:0 10-metil).

1 2 3
10:0 iso - 0,2 -
12:0 0,4 - 0,2
13:0 iso 05 | 02 | 04
14:0 iso 1,6 - 0,9
14:0 0,6 | 06 | 0,9
15:1iso F 1,2 - -
15:1is0 G - | 155 6,7
SF1 0,7 - -
15:1 anteiso A - - 0,6
15:0 iso 34,4134,1|23,.1
15:0 anteiso 209 0,3 | 6,2
15:1 wée - 29 | 3,8
14:0 iso 30H - - 0,2
16:1iso H - 0,2 | 2,6
16:0 iso 09 | 0,3 | 2,7
SF 3 05 | 86 | 52
16:1 w5c 0,3 - -
16:0 1,7 | 1,2 1,8
15:0 iso 30H 87| 38| 33
15:0 20H 23104 | 20
SF9 2,7 | 65 | 57
SF 4 14 | 16 -
17:1 anteiso w9c - - 2,6
17:1 anteiso A - - 0,9
17:0iso 15|02 |01
17:0 anteiso 0,3 - 0,2
17:1 w8c - 0,2 | 1,6
17:1 wée - 06 | 3,1
16:1 20H - 0,3 -
16:0 iso 30H 23108 | 57
16:0 30H 03|09 | 06
18:1 w9c 08| 06 | 0,7
18:1 w5c 1,2 - -
18:0 0,9 - 0,9
17:0 iso 30H 10,4 | 19,9 | 13,7
17:0 20H 1,3 - 2,3
17:0 30H - - 0,9
19:0iso - - 0,3

229



Resultados y Discusion

Para comprobar la reproducibilidad de la técnica GC FAME
en las cepas estudiadas pertenecientes al filo Bacteroidetes, se
realizaron réplicas del proceso de cultivo, extraccion y analisis de los
acidos grasos de algunas de las cepas (tabla 47). Como se observa en
la tabla, los perfiles obtenidos para cada cepa fueron muy similares a
los perfiles de sus réplicas, siendo la maxima diferencia observada en
el acido graso SF 9 de 2,8 unidades porcentuales en Winogradskyella
thalassocola CECT 7943". Esto sugiere que la técnica GC FAME
también es adecuada para la autentificacion de las cepas estudiadas de
este filo.

Tabla 47. Composicion de acidos grasos celulares de 1, Euzebyella
saccharophila CECT 7477"; 1, Euzebyella saccharophila CECT 7477"
réplica; 2, Marinifilum flexuosus CECT 7448"; 2° Marinifilum flexuosus
CECT 7448" réplica; 3, Winogradskyella pacifica CECT 7948"; 3°,
Winogradskyella pacifica CECT 7948 réplica; 4, Winogradskyella
thalassocola CECT 7943"; 4, Winogradskyella thalassocola CECT 79437
réplica; cultivados en MA 28°C 48 h, excepto Marinifilum flexuosus CECT
7448" que se cultivo a 30°C 72 h. 1A| hace referencia a la variacién en valor
absoluto observada para cada acido graso de una cepa con respecto a su
réplica. SF 1 (13:0 30H/15:1 iso H), SF 2 (14:0 30H/16:1 iso 1/12:0
aldehido), SF 3 (16:1 w7c/16:1 wb6c), SF 4 (17:1 iso I/anteiso B), SF 9 (17:1
is0 09¢/16:0 10-metil).

1 1 1Al 2 2' 1Al 3 3' 1Al 4 4 1Al

9:0 - - - - 06 | 0,6

10:0 iso 02| 02| 00 - - - - - - -
12:0 0,1 - 01 (29 |25| 04 |03 - 0,3 | 06 - 0,6
13:0iso 02 (02|00 |38]|38]|00 - - - - - -
14:0 iso - - - - - - 06 | 07 |01 |16 |17 |01
14:0 06 |06 |00 (|36|34(02]05 - 05 | 0,7 - 0,7
15:1iso F - - - 56 | 54 | 0,2 - - - = - -
15:1is0 G 141|155 | 14 - - - 13,3|139| 06 | 158|156 0,2
SF1 - - - 13|12 | 01 - - - - - -
15:1 anteiso A - - - - 34|134(00 |17 |12]05
15:0 iso 34,1(341| 00 (416|413 0,3 |156 (166 | 1,0 | 176|179 0,3
15:0 anteiso 03 (03|00 (17|18 |01 |87 |89 |02]| 45| 43|02
15:1 wée 27 29|02 - - - 61|61 |00 |40 |54 |14
14:0 iso 30H - - - - - = 0,4 - 04 | 06 R 0,6
16:1iso H 04 | 02 | 0,2 - - - 21 (20|01 41|41 |00
SF2 02|01 |01 - - - -
16:0 N alcohol 0,1 - 0,1 - - - - - - - - -
16:0 iso 04 |03 |01 - - - 10|/09|01 | 16| 14|02
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1 1' 1Al 2 2' 1Al 3 3 1Al 4 4 1Al
SF 3 91| 86 | 05 - - - 3113100 |38]|33]|05
16:1 w5c - - - - - - 0,3 - 0,3 - - -
16:0 10| 12 | 02 | 57 | 56 | 0,1 - 141|114 | 31|15 |16
15:0 iso 30H 39 | 38 0,1 (150152| 0,2 |10,5(10,9| 04 |11,8|11,7| 0,1
15:0 20H 05|04 | 01 - - - 20 | 20 | 00 - - -
SF9 59| 65|06 |48 |53|05]|20]|20]| 00 - 28 | 2,8
SF 4 14| 16 | 0,2 - - - - - - - - -
15:0 30H - - - - - - 3,3 | 30 0,3 - 20 | 2,0
17:1 anteiso w9c - - - - - - - - - 2,4 - 2,4
17:0iso 03] 02| 01 - - - - - - - - -
17:1 w8c 02|02 ] 00 - - - 0,6 - 0,6 | 09 - 0,9
17:1 wée 0,7 | 06 | 0,1 - - - 24| 22| 02 - 16 | 1,6
16:1 20H 04|03 01 - - - - - - - - -
16:0 iso 30H 0,8 | 0,8 0,0 - - - 10,0 | 10,4 | 0,4 | 15,7 |15,7| 0,0
16:0 30H - 09 | 09 - - - 0,7 - 0,7 - - -
18:1 w9c 08|06 |01 (|24|25(01]11 - 11 | 1,2 - 1,2
18:1 w5c - - - 21 | 21 0,0 - 0,9 0,9 - 14 | 14
18:0 0,9 - 09 | 38|35 | 03 - - - - - -
17:0 iso 30H 21,0|199| 11 | 57 | 59|02 |85 |87 |02 |85]|383]02
17:0 20H - - - - - - 31| 31 0,0 - - -
17:0 30H - - - - - - 0,5 - 0,5 - - -

La comparacion de los distintos perfiles de acidos grasos de
las cepas del filo Bacteroidetes estudiadas, mostré que el unico acido
graso que estaba presente en todas estas cepas fue el 14:0,
encontrandose en un rango de entre 0,3 y 3,4%.

Por otro lado, las dos especies que forman el género Marinifilum
tienen en comun la presencia de los siguientes acidos grasos: 12:0,
13:0 iso, 14:0, 15:1 iso F, SF 1, 15:0 iso, 15:0 anteiso, 16:0, 15:0 iso
30H, SF 9, 18:1 w5c, 18:0 y 17:0 iso 30H (figura 67), siendo el mas
abundante el 15:0 iso. Ademas, los acidos grasos 15:1 iso F, 6:0, 15:0
iso 30H, SF 9 son determinantes para diferenciar entre ambas
especies.
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Figura 67. Grafica que muestra los 4cidos grasos mas representativos del
género Marinifilum y la variacion de éstos en cuanto a la cantidad relativa
observada.

Los acidos grasos presentes en todas las cepas del género
Winogradskyella estudiadas, fueron: 12:0, 14:0, 15:1 iso G, 15:1
anteiso A, 15:0 iso, 15:0 anteiso, 16:0 iso, SF 3, 15:0 iso 30H, 16:0
iso 30H, 18:1 wOc y 17:0 iso 30H (figura 68). El 4cido graso presente
en mayor cantidad en el perfil de todas las cepas estudiadas fue el 15:1
iso G (28% en W. echinorum), sin embargo, no en todos los casos este
acido graso fue el mayoritario, ya que algunas cepas presentaron como
mayoritario el 15:0 iso o el 15:0 iso 30H. Por otra parte, destaca la
ausencia del acido graso 16:0 en algunas de las especies estudiadas, ya
que el resto de géneros estudiados del filo Bacteroidetes presentan
este acido graso en mayor o menor cantidad, aunque hay que tener en
cuenta que el numero de cepas estudiadas de este filo no fue muy
elevado.

232



Resultados y Discusion

50

40

30

20

% Cantidad Relativa

10

Winogradskyella

Figura 68. Grafica que muestra los acidos grasos mas representativos de las
cepas del género Winogradskyella estudiadas y la variacion de éstos en
cuanto a la cantidad relativa observada.
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2.7 Analisis de cepas del género Lactobacillus

Se analizaron 15 cepas pertenecientes al género Lactobacillus
mediante GC FAME.

Debido a la heterogeneidad en las condiciones de cultivo
dentro del género Lactobacillus en cuanto a la temperatura de
incubacion y los requerimientos o no de anaerobiosis, se obtuvieron
los distintos perfiles de acidos grasos en las condiciones Optimas de
cada cepa.

En la tabla 48 se muestra el perfil de acidos grasos de 10
especies, cultivadas en MRSA a 28°C y 48 h de incubacion.
Destacaron como acidos grasos mayoritarios el 16:0 y el 18:1 t9c, sin
embargo, la cantidad relativa que presentaron en cada una de las
especies fue heterogénea, ya que para el 16:0 el rango observado vario
entre 5,5 y 35%, y para el 18:1 u9c entre 17,1 y 86,9%. También
destacaron otros acidos grasos como el 14:0 cuya cantidad relativa
vario en las distintas especies entre un 1,7 y 8,1%, el SF 3 (2,9-9,7%),
el SF 8 (ND-25,3%) y el SF 7 (ND-29%).

Tabla 48. Composicion de acidos grasos celulares de 1, L. agilis CECT
4131'; 2, L. buchneri CECT 4111'; 3, L. casei CECT 475"; 4, L.
coryniformis CECT 982" 5, L. delbrueckii subsp. bulgaricus CECT 4005";
6, L. malefermentans CECT 5928": 7. L. oris CECT 4021T; 8, L.
parabuchneri CECT 5740"; 9, L. plantarum CECT 748"; y 10, L. rhamnosus
CECT 278", cultivados en MRSA 28°C 48 h. La columna de rango hace
referencia al valor minimo y maximo detectado de cada acido graso. ND: No
Detectado. SF 3 (16:1 w7¢/16:1 u6c), SF 7 (19:1w7¢/19:1 wbe), SF 8 (18:1
wo6c/18:1 wic).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Rango
9:0 1,0 - - - - - - - - - ND-0,1
10:0iso - - 0,1 - - - 0,2 - - - ND-0,2
12:0 0,7 1,3 | 01 0,7 - 14 | 03 | 05 0,7 - ND-1,4
14:1 w5c - - 0,1 - - - - - - - ND-0,1
14:0 6,9 3,6 2,8 6,4 1,7 8,1 3,4 3,3 4,5 2,8 1,7-8,1
15:0 iso - - 0,1 - - - - - - - ND-0,1
15:0 anteiso - - 0,1 - - - - - - - ND-0,1
SF3 3,1 3,3 4,1 9,7 3,0 2,9 4,7 4,3 4,1 5,3 2,9-9,7
16:1 w5c - - 0,3 0,7 - - 03 | 0,2 - - ND-0,7
16:0 29,7 | 35,0 | 15,7 | 195 | 55 | 33,1 | 14,6 | 345 | 30,8 | 18,6 | 55-35,0
17:1iso w5c| - - 0,3 - - - 0,4 0,2 - 0,6 ND-0,6
17:1 w8c - - 0,2 - - - 0,2 0,2 - - ND-0,2
18:1 w9c 44,8 | 46,1 | 43,2 | 18,8 | 86,9 | 17,1 | 49,4 | 32,0 | 30,7 | 33,1 (17,1-86,9
SF8 6,6 52 | 12,2 | 18,2 - 2,6 7,3 8,4 | 16,7 | 25,3 | ND-25,3
18:0 2,1 1,0 1,2 3,6 1,3 | 49 1,9 25 | 4,0 2,9 | 1,049
17:0 20H 1,9 0,9 1,2 1,1 - 1,0 1,6 0,8 1,1 1,0 ND-1,9
19:1iso | - - 0,7 - - - 0,6 0,2 - - ND-0,7
19:0 iso 1,9 0,9 1,0 1,1 1,6 - 15 0,9 1,3 1,3 | 0,9-1,9
SF7 1,3 2,7 | 16,5 | 20,0 - 29,0 | 13,0 | 11,4 | 6,2 8,5 [ ND-29,0
20:2 w6,9¢ - - 0,1 - - - - - - ND-0,1
20:1 w9c - - - - - - - 0,3 - 0,7 | ND-0,7
20:0 - - - - - - 0,5 0,3 - - ND-0,5

La composicion de acidos grasos de 5 especies del género
Lactobacillus cultivadas en distintas condiciones se muestra en la
tabla 49. A pesar de las diferentes condiciones del cultivo empleadas,
siguen predominando como acidos grasos mayoritarios el 16:0 (10,8-
33,6%) y el 18:1 uPc (35,1-68%). Destacan también los acidos grasos:
SF 8 (0-13,7%) y SF 7 (0,3-17,3%), por su capacidad para discriminar
entre especies.

Tabla 49. Composicion de acidos grasos celulares de 1, L. acidophilus CECT
903"; 2, L. paracasei CECT 4022, cultivados en MRSA 28°C 5 dias; 3, L.
collinoides CECT 922", cultivado en MRSA 28°C 72 h en anaerobiosis; 4, L.
hilgardii CECT 4786", cultivado en MRSA 28°C 72 h; 5, L. gasseri CECT
4479", cultivado en MRSA 28°C 48 h en anaerobiosis. La columna de rango
hace referencia al valor minimo y maximo detectado de cada acido graso.
ND: No Detectado. SF 3 (16:1 w7c/16:1 woc), SF 7 (19:1w7¢/19:1 wobc), SF
8 (18:1 woe/18:1 wc).
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1 2 3 4 5 Rango
12:0 0,8 0,8 0,7 0,3 1,3 0,3-0,8
14:1 w5c 0,3 - 0,3 - 0,3 ND-0,3
14:0 4,7 2,1 4,4 19 2,6 1,9-4,7
15:0 anteiso 0,3 - - - - ND-0,3
SF3 1,0 1,7 4,5 2,4 2,0 1,0-4,5
16:1 w5c - - 0,2 - - ND-0,2
16:0 10,8 18,7 20,4 33,6 18,9 10,8-33,6
17:1 w8c - - 0,3 - 0,4 ND-0,4
18:1 w9c 66,5 63,6 35,1 36,4 68,0 35,1-68,0
SF8 - - 4,6 13,7 - ND-13,7
18:0 2,5 2,3 3,3 2,4 2,1 2,1-3,3
18:1 w7c 11-metil - - - 0,3 - ND-0,3
17:0 20H 1,1 2,1 14 0,4 1,6 0,4-2,1
19:1iso | 0,6 - 0,3 - - ND-0,6
19:0 iso 1,5 2,9 2,1 0,8 1,8 0,8-2,9
SF7 8,8 45 17,3 7.4 0,3 0,3-17,3
18:0 30H - - - - 0,6 ND-0,6
20:2 w6,9¢ - - 0,2 0,4 - ND-0,4
20:1 w7c - - 0,5 - - ND-0,5
20:0 1,1 1,2 - - - ND-1,2

Se realizaron réplicas de las extracciones de acidos grasos de
algunas de las cepas de Lactobacillus, utilizando las mismas
condiciones de cultivo (tabla 47). Como se muestra en la tabla, la
mayor diferencia encontrada fue de 2,6 unidades porcentuales en el
acido graso 16:0 de L. agilis CECT 4131", con respecto a su réplica.
Por lo que se demuestra, una vez mas, la reproducibilidad de la técnica
GC FAME.

Tabla 47. Composicion de acidos grasos celulares de 1, L. agilis CECT
4131%; 1, L. agilis CECT 41317 réplica; 2, L. delbrueckii subsp. bulgaricus
CECT 4005"; 2> L. delbrueckii subsp. bulgaricus CECT 4005" réplica,
cultivados en MRSA 28°C 48h. IAI hace referencia a la variacion en valor
absoluto observada para cada acido graso de una cepa con respecto a su
réplica. SF 3 (16:1 w7c/16:1 woc), SF 7 (19:1w7¢/19:1 wo6e), SF 8 (18:1
wo6c/18:1 wic).
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1 1' 1Al 2 2' 1Al
9.0 - 10 | 10 - - -
12:0 0,9 0,7 0,2 0,6 - 0,6
14:0 61 | 69 | 08 | 19 | 17 | 02
SF3 33 | 31 | 02 | 13 | 30 | 17
16:0 271 | 2907 | 26 | 80 [ 55 | 25
17:0 - 1,0 1,0 - - =
18:1 wac 475 | 448 | 27 | 848 | 869 | 21
SF8 7,3 6,6 0,7 - - =
18:0 16 | 21 | o5 | 16 | 13 | 03
17:0 20H 20 | 19 | 01 | o6 - 06
19:0iso 1,8 1,9 0,1 1,2 1,6 0,4
SF7 2,5 1,3 1,2 - - =

Como muestra la figura 69, los acidos

grasos

mas

representativos de las cepas de Lactobacillus estudiados fueron: 14:0,
SF 3, 16:0, 18:1 wO¢ y 18:0, ademas destaca la amplia variabilidad en
cuanto a la cantidad que presenta el acido graso 18:1 wO9c (12,2-
86,9%). A la hora de diferenciar entre especies resultaron relevantes
por estar presentes en algunas especies en cantidades considerables y

no detectarse en otras, los acidos grasos SF 8 y SF 7.

Lactobacillus
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Figura 69. Grafica que muestra los acidos grasos mas representativos de las

cepas estudiadas del género Lactobacillus y la variacion de éstos en cuanto a

la cantidad relativa observada.
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3. BALANCE PRACTICO

La eleccion de una técnica para ser utilizada como
herramienta rutinaria de autentificacion conlleva una serie de
consideraciones, de diversa indole.

En esta parte de la tesis doctoral se analizan las ventajas e
inconvenientes del uso de cuatro técnicas de autentificacion
cominmente utilizadas para cepas procariotas en Colecciones de
Cultivos microbianas: MALDI-TOF, GC FAME, Sistemas
miniaturizados (API) y Secuenciacion parcial del gen 16S rRNA.

Para el calculo del coste econdmico que supone cada técnica
(tabla 48) se tuvo en cuenta el gasto de material generado para la
realizacion del protocolo (productos quimicos, kits comerciales,
placas de cultivo, geles de agarosa, pipetas, puntas, tubos, etc.), el
gasto generado por la adquisicion de determinados aparatos y
softwares (cromatografo, termociclador, centrifuga, bafio, biotyper
1.1, etc.), el gasto que conlleva la solicitud de un servicio externo
(SCSIE) en el caso del 16S rRNA (secuenciacion) y MALDI-TOF
(andlisis con espectrometro de masas), y el coste generado por la
contratacion de un técnico cualificado que realice los protocolos y
andlisis de datos, calculado en funcion de las horas necesarias para la
realizacion del protocolo y analisis del resultado, teniendo en cuenta el
numero de muestras que se realizan a la vez.

COSTE MALDI-TOF  GC FAME API| 20E 16S rRNA
Material 0,44 € 2,23 € 7,55 € 8,10 €
Amortizacion de equipos 1,33 € 2,90 € - 0,69 €
Servicios externos 18,00 € - - 8,00 €
Personal 4,28 € 8,56 € 1141 € 14,27 €
TOTAL 24,04 € 13,69 € 18,96 € 31,06 €

Tabla 48. Estimacién econémica del gasto que supone el uso de técnicas de
autentificacion: MALDI-TOF, GC FAME, Sistema miniaturizado API 20E y
Secuenciacion del gen 16S rRNA.
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Como se observa en la figura 48, la técnica de menor coste
seria GC FAME, seguida de API 20E, MALDI-TOF, y analisis de
secuencias parciales del gen 16S rRNA. Sin embargo, se ha puesto
como ejemplo de sistema miniaturizado el API 20E cuyas galerias
conllevan un coste de 7 €/galeria, mientras que otros sistemas
miniaturizados como las galerias API 50CH tienen un coste de 24
€/galeria, por lo que el coste total de la técnica, teniendo en cuenta el
gasto de material y personal, seria de 36 €. E incluso si se quiere
obtener un perfil API 50CHE (para enterobacterias) es necesario
gastar ademas una galeria API 20E para completar los resultados, lo
que elevaria el coste a unos 55 €.

Ademas, del coste econdomico existen otros parametros a tener
en cuenta como son: la facilidad del procesado de la muestra y de
interpretacion de los resultados, el poder de resolucion, la
reproducibilidad inter- e intralaboratorio, el tiempo requerido hasta la
obtencion del resultado, y la cobertura y accesibilidad de la base de
datos. En la tabla 49, se muestra una comparacion de estos parametros
entre MALDI-TOF, GC FAME, Sistemas miniaturizados (API) y
secuenciacion parcial del gen 16S rRNA.

MALDI-TOF GC FAME  Sistemas API 16S rRNA

Procesado de muestras Moderado Moderado Facil Dificil
Andlisis e Interpretacion de datos Dificil Moderado Fécil Dificil
Poder de resolucién Alto Moderado Moderado Muy alto
Reproducibilidad intralaboratorio Alta Alta Moderada Muy alta
Reproducibilidad interlaboratorio Alta Alta Moderada Muy alta
Tiempo empleado (dias) 2 1 2 6
Cobertura de la base de datos Limitada Limitada Limitada Universal
Accesibilidad a la base de datos Licencia Licencia Licencia Publica

Tabla 49. Caracteristicas de las técnicas de autentificacion: MALDI-TOF,
GC FAME, Sistema miniaturizado API 20E y Secuenciacion del gen 16S
rRNA.

En cuanto al procesado de las muestras en el laboratorio, los
sistemas miniaturizados API se consideran una técnica de facil
manejo, aunque para una correcta identificacion es necesario seguir
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las indicaciones del fabricante, sobre todo en cuanto a la turbidez del
cultivo adecuada antes de inocular la galeria. En el caso de MALDI-
TOF su facilidad de manejo es moderada, ya que aunque el protocolo
de extraccion proteica a realizar es corto y sencillo, siendo posible
prescindir de la extraccion proteica (depositando directamente sobre la
placa 1 colonia bacteriana y sobre ella 2 il de matriz), el proceso hasta
la adquisicion de espectros requiere de personal que tenga
conocimientos en el manejo de un espectrometro de masas. Del
mismo modo, para GC FAME también es necesario un técnico
capacitado para utilizar el cromatografo de gases, y ademads se
requiere mayor destreza en cuanto al procesado de muestras, ya que
una incorrecta manipulacion del extracto en el momento de Ia
separacion entre fase acuosa, fase organica e interfase puede generar
el arrastre de agentes residuales que dafien el sistema cromatografico,
provocando una disminucion e incluso pérdida de los acidos metil
éster hidroxilados. Por ultimo, la secuenciacion del gen 16S rRNA se
puede considerar una técnica dificil, ya que requiere conocimientos
previos en Biologia Molecular por parte del personal técnico, para
realizar con éxito los procesos de extraccion de DNA, PCR y limpieza
del amplificado, asi como los controles de calidad necesarios en cada
paso (electroforesis, determinacion de la pureza Ajg/Asso, €tc.) y para
secuenciar las muestras.

El andlisis e interpretacion de datos se considera facil en el
caso de los sistemas miniaturizados API, ya que siguiendo las
instrucciones del fabricante se suele llega a una clave numérica
abreviada que se introduce de forma sencilla en una base de datos. De
modo que, se genera un resultado de identificacion, con fiabilidad de
la misma y recomendando pruebas adicionales si la identificacion no
es concluyente. Sin embargo, en el caso de GC FAME para el analisis
de datos es necesario tener conocimientos basicos en cuanto a la
interpretacion de los perfiles generados, y saber manejar el programa
correspondiente (Sherlock 6.1 Microbial Identification System, en
nuestro caso) para el andlisis del cromatograma, generacion de
librerias, dendrogramas, etc. El analisis de datos MALDI-TOF se
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considera dificil, ya que es necesario manejar programas informaticos
poco intuitivos como el Biotyper 1.1, para generar librerias,
interpretar dendrogramas o parametros como el log score. Por ultimo,
la secuenciacion parcial del gen 16S rRNA requiere conocimientos
previos en la interpretacion de los cromatogramas generados, en el
manejo de programas que permitan analizar la secuencia de
nucleotidos (chromas, etc.) y en el manejo de bases de datos donde
comparar las secuencias generadas, por lo que se considera una
técnica dificil, al menos si se quiere llevar a cabo con rigor.

A grandes rasgos, el poder de resolucion de la técnica es
equivalente entre MALDI-TOF y la secuenciacion del gen 16S rRNA,
considerandose alta 0 muy alta a excepcion de su uso en determinados
grupos microbianos, donde es posible que la técnica no sea capaz de
diferenciar entre un grupo determinado de especies pertenecientes al
mismo género. El poder de resolucion de GC FAME y Sistemas API
es menor a las anteriores, considerandose moderado, ya que son
técnicas fenotipicas.

En cuanto a la reproducibilidad, MALDI-TOF, GC FAME y
la secuenciacion son altamente reproducibles inter- e intralaboratorio.
Sin embargo, en nuestra experiencia los sistemas miniaturizados
pueden variar en determinadas pruebas bioquimicas, aunque sin que
ello conlleve en muchos casos una identificacion erronea.

Una vez el cultivo microbiano haya crecido, la técnica que
permite obtener resultados antes es GC FAME, ya que el tiempo
necesario para la realizacion del protocolo mas el tiempo requerido
para procesar las muestras en el cromatografo no suele superar las 3
horas (si se procesan un total de 8-10 muestras). En el sistema
miniaturizado API 20E, generalmente se realiza una lectura del
resultado a las 24 horas y otra a las 48 horas, sin embargo otras
galerias requieren menos horas de incubacion. El protocolo de
extraccién proteica en MALDI-TOF no suele llevar mas de 30
minutos, sin embargo la adquisicion de espectros en la CECT es
llevado a cabo por el SCSIE, lo que supone 24-48 horas hasta obtener
los resultados. Asimismo, en la secuenciacion del gen 16s rRNA, la
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extraccion de DNA, PCR y limpieza del amplificado puede realizarse
en unas 7-8 horas de trabajo, pero la secuenciacion en la CECT es
llevada a cabo por el SCSIE por lo que los resultados no suelen
tenerse antes de 4-6 dias.

Otro aspecto a valorar en el proceso de seleccién de una
técnica u otra es la cobertura que ofrece su base de datos y la
accesibilidad a la misma. La secuenciacion del gen 16S rRNA, es la
unica técnica de las estudiadas que puede considerarse universal, ya
que su base de datos engloba a microorganismos que cubren
practicamente toda la diversidad conocida, ademas su accesibilidad es
publica. Sin embargo, las bases de datos de MALDI-TOF, GC FAME
y Sistemas miniaturizados API estan limitadas a lo ofertado por el
fabricante, que suele incluir microorganismos de interés clinico o
alimentario, y suelen requerir una licencia, es decir, su uso conlleva un
coste econoémico. Las bases de datos de MALDI-TOF (~100.000 €)
son considerablemente mas caras que las de GC FAME (~10.000 €), y
¢éstas a su vez lo son bastante mas que las de los sistemas API (~300
€). Si bien, estas tres ultimas técnicas pueden ser utilizadas para
autentificar microorganismos no disponibles en las bases de datos
comerciales, siempre y cuando el usuario genere sus propias librerias.

Por tanto, cualquiera de las dos técnicas estudiadas en esta
tesis doctoral, MALDI-TOF y GC FAME, podria ser utilizada para
autentificar cepas. Sin embargo, ninguna de ellas puede reemplazar a
la secuenciacién del gen 16S rRNA, y es conveniente que esté
presente al menos en la primera autentificacion que se realiza a las
cepas que van a constituir un nuevo taxon para corroborar que el
material depositado coincide con el material original, para lo cual se
necesita que entre la informacion de la cepa cedida por el depositante
esté una secuencia parcial del gen 16S rRNA. Aln asi, puede ser muy
conveniente autentificar mediante MALDI-TOF y GC FAME en
autentificaciones sucesivas, es decir, cuando se prepara nuevo lote,
especialmente cuando la cepa a estudiar esta incluida en las bases de
datos de MALDI-TOF y/o GC FAME, ya que mediante estas dos
técnicas se obtiene un resultado en menor tiempo y suponen un menor
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coste econdmico, especialmente GC FAME. También pueden
utilizarse como resultado preliminar, en circunstancias en las que no
se consigue amplificar por PCR el gen 16S rRNA de una determinada
cepa, cuando hay problemas con el secuenciador, etc. Ambas técnicas
también sirven como técnicas de apoyo, cuando el resultado obtenido
mediante 16S rRNA no es lo suficientemente determinante, como
ocurre entre especies de determinados géneros.

Por ultimo, no hay que olvidar que ambas técnicas se ofrecen
como métodos de identificacion y que ademas pueden resultar utiles
en investigacion para caracterizar cepas (GC FAME) o para establecer
relaciones entre aislados (MALDI-TOF).
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CONCLUSIONES

L.

Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral prueban
que MALDI-TOF MS es una técnica util para la
autentificacion de cepas de la CECT, por su buena
reproducibilidad, resolucion, facilidad de manejo y coste
econoéomico.

Se ha constatado, no obstante, que la resolucion de MALDI-
TOF MS depende del taxdn. Asi, las cepas estudiadas del filo
Bacteroidetes, de la clase Alphaproteobacteria, de las familias
Leuconostocaceae 'y Vibrionaceae, y de los géneros
Carnobacterium, Lactobacillus, Lactococcus y Pediococcus
se pudieron discriminar bien a nivel de especie con pocas
excepciones. Por el contrario, la resolucion fue mas baja en el
género Pseudomonas y ain menor en el género Aeromonas.

Al igual que MALDI-TOF MS, GC FAME es una
herramienta 1til para la autentificacion de cepas de la CECT,
por su buena reproducibilidad, resolucion, facilidad de manejo
y coste econémico.

Se han analizado los rasgos comunes en los perfiles de acidos
grasos de los taxones estudiados. Asi, la mayoria de las cepas
de la clase Gammaproteobacteria presentaron como
mayoritarios los acidos grasos SF 3, 16:0 y SF §; en las cepas
de la familia Rhodobacteraceae fue SF 8; en el género
Lactobacillus fueron 18:1 Oc y 16:0; y en el filo
Bacteroidetes el 15:0 iso. Ademas de la proporcion de los
acidos grasos mayoritarios, la diferenciacion de cepas a nivel
de especie mediante GC FAME depende de la
presencia/ausencia de otros acidos grasos que se encuentran
en menor proporcion.

Tanto MALDI-TOF como GC FAME, pueden ser utilizadas
como técnicas de autentificacion en el trabajo de rutina de la
CECT integrandose con las que ya se aplican.
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ANEXO
MEDIOS DE CULTIVO

Medios Liquidos

Caldo Manitol
Extracto de levadura 5¢g
Peptona 3g
Manitol 25¢g
Agua destilada 1L
Esterilizar a 121°C, 20 min
Caldo marino (MB)
Marine broth (Difco 2216) 374¢g
Agua destilada 1L
Esterilizar a 121°C, 20 min.
Caldo nutritivo I (NB)
Extracto de carne S5g
Peptona 10g
NaCl 5¢g
Agua destilada 1L
Ajustarel pHa 7,2

Esterilizar a 121°C, 20 min.
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Caldo nutritivo II (NB*)

Extracto de carne lg
Extracto de levadura 2g
Peptona S5g
NaCl S5¢g
Agua destilada 1L

Ajustael pHa 7,2

Esterilizar a 121°C, 20 min

BHI

Infusion de cerebro de | 12,5g
Infusion de corazdén de | S5g
Peptona Proteasa 10g
Glucosa 2g
HN32PO4 2,5 g
NaCl 5¢g
Agua destilada 1L

Esterilizar a 121°C, 20 min.

Medio de Lactobacillus homohiochii

Agua destilada 1L
Extracto de carne 2g
Extracto de levadura 5¢g
Glucosa 20g
Acetato de sodio 20g
FeSO,7H,0 S5¢g
MnSO4H,0O 7,5 mg
KH2P04 0,5 g
K2HPO, 05¢g
Tween 80 1 ml
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Ajustar el pH a 5,2.
Repartir en tubos 9,5 ml.
Esterilizar a 121°C, 20 min.

Afadir asépticamente 0,4 ml de etanol y 0,1 ml de acido DL-
mevaldnico 3 mg/ml

Medio de Leuconostoc oeni (MLO)

Triptona 10 g
Extracto de levadura 5¢g
Glucosa 10g
Fructosa 5¢g
MgSO47H,0 02¢g
MnSO4H,O 0,05¢g
Citrato diamonico 35¢g
Zumo de tomate filtrado 100 ml
Tween 80 1 ml
Agua destilada 1L

Ajustar el pH a 4,8.
Esterilizar a 121°C, 20 min.

Medio MH 7,5
Glucosa lg
Proteosa-peptona 5g
Extracto de levadura 10g
Solucion salina Subov’s 250 ml
Agua destilada 1L
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Solucion Salina Subov’s

NaCl 234 ¢
MgCl, 6H,0 42¢g
CaCl,-2H,0 60 g
KCl I,1g
HNaCO; 6g
NaBr 2g
FeCl;-6H,0 (solucion al 5%)| 9 gotas
Agua destilada 1L

Esterilizar a 121°C, 20 min.

Medio TSBY sal

Caldo soja tripticasa 30g
Extracto de levadura 3g
NaCl 13 g
KCl 0,34¢g
NH,Cl 025¢g
CaCl,-2H,0 0,14 ¢
Agua destilada 1L

Ajustar el pH a 7,2.

Esterilizar a 121°C, 20 min.

MRS

MnSO4'H20 0,05 g
KzHPO4 2 g
Agua destilada 1L
Citrato amoénico 2g
Acetato de sodio 5¢g
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Esterilizar a 121°C, 20 min.

TSB
Triptona 17 g
Peptona de soja 3g
NaCl 5¢g
K,HPO, 25¢g
Glucosa 25¢g
Agua destilada 1L

Esterilizar a 121°C, 20 min.

TSB + 0,3% Extracto de levadura
Triptona 17 g
Peptona de soja 3g
Extracto de levadura 3g
NaCl 5¢g
K,HPO, 258
Glucosa 25¢g
Agua destilada 1L

Esterilizar a 121°C, 20 min.

YGLPB
Extracto de carne 8g
Extracto de levadura 3g
Glucosa 5¢g
Lactosa 5g
Peptona 10g
MgSO,-7H,0 02g
MnSO44H,0 0,05¢g
KH2P04 2,5 g
KQHPO4 2,5 g
Agua destilada 1L

263



Anexo

Ajustar el pH a 6,8.
Esterilizar a 121°C, 20 min.

Medios Solidos

Agar marino (MA)
Caldo marino 1L
Agar bacterioldgico 15¢g

Esterilizar a 121°C, 20 min.

Agar nutritivo I (NA)
Caldo Nutritivo I 1L
Agar bacteriologico 15¢g

Esterilizar a 121°C, 20 min.

Agar nutritivo II (NA¥)
Caldo Nutritivo II 1L
Agar bacteriologico 15¢

Esterilizar a 121°C, 20 min.

Agar Sangre

TSBA 1L

Esterilizar a 121°C, 20 min.

Afadir 5% de sangre de oveja desfibrinada
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BHA

BHI 1L
Agar bacteriologico 15¢g
Esterilizar a 121°C, 20 min.
Caldo Manitol Agar
Caldo Manitol 1L
Agar bacteriologico 15¢g
Esterilizar a 121°C, 20 min.
Columbia Agar
Peptona especial 23¢g
Almidon lg
NaCl S5¢g
Agua destilada 1L
Agar bacteriologico 10g
Esterilizar a 121°C, 20 min.
Medio de Bacteria Anaerébica
Triptona 30g
Extracto de levadura 20g
L-Cisteina hidroclorhidrica 0,5¢g
Soluciéon de Hemina 25 ml
Agar bacteriologico 15¢g
Agua destilada 1L
Ajustar el pH a 7,2.

Esterilizar a 110°C, 30 min.
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Medio MH 7,5 agar

MH 7,5 1L
Agar bacteriologico 15¢g
Esterilizar a 121°C, 20 min.
MRSA
MRS 1L
Agar bacteriologico 15¢g
Esterilizar a 121°C, 20 min.
TSA
Triptona 15¢g
Peptona de soja 5¢g
NaCl S5¢g
Agua destilada 1L
Agar bacteriologico 15¢
Esterilizar a 121°C, 20 min.
TSA + 0,3% Extracto de levadura
Triptona 15¢g
Peptona de soja 5g
Extracto de levadura 3g
NaCl 5¢g
Agua destilada 1L
Ajustar el pH a 7,3

Esterilizar a 121°C, 20 min.

266




Anexo

YGLPA

YGLPB

1L

Agar bacteriologico

15¢g

Esterilizar a 121°C, 20 min.
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