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Resumen

Las bacterias del género Enterococcus son microrganismos que se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza, y tienen como hébitat predominante el
tracto gastrointestinal de seres humanos, animales e insectos; una vez liberados al
medio ambiente a través de sus heces, son capaces de colonizar diversos nichos
debido a su extraordinaria aptitud para resistir o crecer en ambientes hostiles
extraentéricos, como condiciones extremas de pH, temperatura y osmolaridad.
Ademas, se suelen encontrar en agua, en el suelo, en las plantas y vegetales, asi
como en alimentos de origen animal especificamente en alimentos fermentados,

tales como embutidos y quesos (Giraffa, 2003).

Dentro del grupo de bacterias acido lacticas (BAL), el género Enterococcus es el
mas controvertido, y contrario a las BAL mas estudiadas no son reconocidos
generalmente como seguros (GRAS) (Eaton y Gasson, 2001). Debido a su
caracter dual, se pueden considerar de uso positivo en la elaboracién de quesos; y
por otra parte, patdbgenos para los seres humanos debido a su reciente

surgimiento como causante de infecciones nosocomiales.

El objetivo del presente trabajo fue llevar a cabo una caracterizacion fenotipica y
genotipica de cepas de Enterococcus faecium aisladas del queso bola proveniente
de Ocosingo, municipio de Chiapas, México, por medio de un método de
tipificacion molecular, a fin de diferenciar cepas dentro de una misma especie
debido al caracter dual que presentan. Se evaluaron cinco cepas de E. faecium,
las cuales demostraron poseer las caracteristicas de cultivo propias de la especie:
ser poco tolerantes a pH acidos, tolerantes a temperaturas de pasteurizacion
(60°C por 30 minutos), capaces de crecer en presencia de sales biliares con baja

capacidad de hidrdlisis.

Por medio del analisis de tipificacion por secuencias multilocus (MLST por sus
siglas en inglés), se determino la presencia de nuevos alelos: para los genes gyd
(53) y pstS (123 y 124) los cuales generaron tres nuevas secuencias tipo (STs):
ST1293, ST1294 y ST1295. Asimismo, se obtuvo una ST previamente descrita en



la base de datos, la ST130; todas ellas no pertenecientes al complejo clonal de
alto riesgo 17 (CC17). Del mismo modo, se evalu6 su capacidad de resistencia a
antibiéticos, algunas cepas presentaron resistencia a eritromicina, penicilina,
tetraciclina y vancomicina; antibioticos a los cuales se les considera como de
resistencia adquirida. En cuanto a la presencia de genes que codifican para

factores de virulencia evaluados: esp, asal y cylA fueron negativos.

En conclusién, se encontro relacion alélica entre las STs del queso bola con las
presentes en la base de datos asociadas a alimentos, asi como con las del queso
Cotija evaluado por Guzméan en 2015. Los perfiles alélicos de las cepas de origen
alimentario por su tipificacion genotipica, las hacen diferentes al CC17, atribuido a

cepas causantes de infecciones en pacientes hospitalizados.



1. Introduccion

El género Enterococcus pertenece al grupo de las bacterias acido lacticas (BAL);
éste incluye cerca de 50 especies, entre las que Enterococus faecalis,
Enterococcus faecium y Enterococcus durans son las especies mas
frecuentemente encontradas en alimentos y habitats relacionados (Giraffa, 2003;
Bonacina et al.,, 2016). Son microorganismos que forman parte importante de la
microbiota ambiental, alimentaria y clinica. De acuerdo con la cepa, se consideran
como iniciadores o adjuntos, probidticos, causantes de deterioro u organismos
patébgenos (Bhardwaj et al., 2008). Los enterococos desempefian un importante
papel benéfico en el desarrollo de caracteristicas organolépticas propias de
diversos productos fermentados tradicionales europeos, como quesos artesanales
y productos carnicos. Ademas, son productores de un grupo de péptidos
antimicrobianos sintetizados ribosomalmente (bacteriocinas), conocidas como
enterocinas, las cuales pueden inhibir el crecimiento de bacterias patégenas lo
que les otorga un efecto como agentes bioconservadores de alimentos. Este
género posee capacidades promotoras de la salud, al estimular el sistema
inmunitario, ayudar a la digestion y mantener la microbiota intestinal balanceada. A

ello se debe su uso como probidtico (Franz et al., 2007; Bonacina et al., 2016).

Sin embargo, durante las dos ultimas décadas, los enterococos que anteriormente
eran considerados como organismos de impacto clinico minimo, han surgido como
importantes patdogenos nosocomiales (Giraffa, 2002). El creciente interés en la
epidemiologia de estas bacterias se debe a la presencia y expresion de factores
de virulencia, asi como de la resistencia a los antibidticos de algunas cepas
capaces de colonizar y / o causar enfermedades en pacientes hospitalizados en
todo el mundo (Gomes et al., 2008). Los enterococos no sélo son intrinsecamente
resistentes a varios antibioticos, sino que también se caracterizan por su
capacidad unica y potente de transferir material genético (Giraffa, 2002). El
surgimiento de cepas de enterococos resistentes a glicopéptidos y otros

antibioticos, asi como el hallazgo de caracteristicas de virulencia tanto en los



aislados clinicos como en cepas aisladas de alimentos, hacen cuestionable la

presencia de este género en los alimentos (Foulquié-Moreno et al., 2006).

Existe una base de datos internacional de linajes genéticos de E. faecium, la cual
es un poderoso recurso para el estudio epidemiolégico a nivel mundial, para el
reconocimiento y seguimiento de la propagacion interhospitalaria de cepas
virulentas, clonas multirresistentes asi como de las epidemias. La técnica
empleada para conformar la base de datos es la tipificacion por secuencias
multilocus (MLST por sus siglas en inglés), la cual se basa en la identificacion de
alelos de secuencias de ADN pertenecientes a fragmentos internos de genes
altamente conservados (Homan et al., 2002). En el caso de E. faecium, la mayoria
de los aislados recuperados del medio hospitalario se agruparon dentro de un
linaje designado como complejo clonal 17 (CC17), el cual estd conformado por
tres linajes procedentes de secuencias tipo (ST) 17, 18, y 78; éstos han adquirido
progresivamente diferentes resistencias a los antibidticos como: ampicilina y
vancomicina, ademas de factores de virulencia (Homan et al., 2002; Willems et al.,
2012).

Cabe mencionar, qgue mas de la mitad de los aislados que conforman la base de
datos del MLST de E. faecium se han identificado a partir de muestras con un
origen epidemiologico no clinico, como: de seres humanos sanos, cerdos, aves y

animales domésticos (Figura 1) (Willems et al., 2009; Freitas et al., 2010).



Otros (1946 - 61 %)

Figura 1. Distribucion epidemiolégica de los 3197 aislados que conforman la base de datos de E.

faecium hasta Octubre del 2017.
Fuente: https://pubmist.org/bigsdb?db=pubmlst_efaecium_isolates.

1.1 Bacterias acido lacticas

Las bacterias &cido lacticas (BAL) son bacilos y cocos Gram-positivos,
principalmente quimioorganoétrofas, no formadoras de endoesporas, catalasa
negativas y productoras de &cido lactico como unico o principal producto de
fermentacién. Los miembros de este grupo carecen de transportadores de
electrones, por lo que no llevan a cabo fosforilacion oxidativa, y por lo tanto
obtienen su energia exclusivamente mediante fosforilacion a nivel de sustrato. Se
denominan anaerobias aerotolerantes debido a que todas crecen
anaerdobicamente y la mayoria no son sensibles al O, por lo que pueden crecer en
su presencia. Los diversos géneros de BAL se definen con base en su morfologia
celular, filogenia y tipo de metabolismo fermentativo (Madigan et al., 2009). El
grupo esta compuesto por: Aerococcus, Alloicoccus, Carnobacterium,
Dolosigranulum,  Enterococcus, Globicatella, Lactobacillus, Lactococcus,
Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella (Salminen et al., 1998).

Una importante diferencia entre los subgrupos de BAL es el patron de productos
gue genera como consecuencia de la fermentacién de azucares. Uno de estos
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subgrupos, el denominado homofermentativo, produce acido lactico como Unico
producto de fermentacion. El otro, denominado heterofermentativo, produce otros
compuestos, fundamentalmente etanol y CO,, asi como lactato (Madigan et al.,
2009).

1.2 El género Enterococcus

En 1930, Rebecca Lancefield ubico a los enterococcos como Streptococcus del
grupo D, y en 1984 Schleifer y Kilpper-Balz demostraron mediante estudios de
hibridacion DNA-DNA, DNA-RNA y secuenciacion del rRNAL16S, que
Streptococcus faecalis y Streptococcus faecium manifestaban caracteristicas
diferentes a otros miembros del género Streptococcus, y que por lo tanto tendrian
que formar parte de otro género, al que finalmente denominaron Enterococcus
(Garza-Velasco, 2015).

El género Enterococcus es el grupo mas controvertido dentro de las BAL. Son
bacterias esféricas Gram-positivas, de entre 0.6 a 2.0 um, con una temperatura
Optima de crecimiento de 35°C; son cocos catalasa-negativa, no formadoras de
esporas, oxidasa negativos, anaerobios facultativos, homofermentativos que se
reproducen individualmente, en parejas o en cadenas. Los enterococos se
consideran comensales del tracto gastrointestinal y se les aisla a partir de
ambientes adversos, debido a su diseminacion a través del excremento de
humanos y animales. Algunos factores intrinsecos permiten su supervivencia
durante periodos prolongados, E. faecalis y E. faecium son capaces de crecer en
medios que contienen hasta un 6.5% de NaCl, a temperaturas entre 10 y 45°C y
soportar su exposicion a 60°C hasta por 30 minutos. Adicionalmente, se
desarrollan en medios con sales biliares al 4%, en amplios intervalos de pH, entre
4-9, y se adaptan con relativa facilidad a niveles comunmente letales de
detergentes, lo que les permite desarrollarse en sitios insélitos, inclusive los
nosocomios (Garza-Velasco, 2015). La mayoria de las especies de enterococos
puede hidrolizar la esculina en presencia de sales biliares al 40% (Franz et al.,
2003; Foulquié-Moreno et al., 2006). La pared celular de la mayoria de las

especies contiene un acido glicerol teicoico, conocido como antigeno D. Sin
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embargo, no todas las especies de Enterococcus poseen el antigeno del grupo D
(Garza-Velasco, 2015; Franz et al., 1999).

Dentro de las diferentes especies de Enterococos presentes en los productos
lacteos, E. faecalis y E. faecium son las especies de mayor importancia (Giraffa,
2002; Giraffa, 2003). Estas pueden establecerse y sobrevivir en ambientes de

procesado de alimentos durante largos periodos.

El recuento de enterococos tiene pocas aplicaciones a la hora de establecer
criterios microbioldgicos para garantizar la seguridad sanitaria de los alimentos,
pero puede aplicar en casos especificos como indicador de eficiencia germicida,
aplicable para conocer la calidad higiénica de productos tratados de manera
moderada con calor, congelaciéon y salazon; indicador de contaminacion fecal. En
playas, es de 200 enterococos en 100 mililitros de agua, criterios de calidad
establecidos como rangos de proteccién a la poblaciéon usuaria; indicador de
manejo higiénico para identificar practicas deficientes de fabricacion. La presencia
de gran numero de enterococos en los alimentos, excepto en los fermentados por
cepas especificas de estos microorganismos, implica practicas sanitarias
inadecuadas o bien exposicion del producto a condiciones que pudieran permitir la
multiplicacion masiva de bacterias no deseables (Doyle et al., 2001; Hernandez,
2016).

En general, actualmente se considera que no existe un criterio fenotipico definido
para diferenciar de manera confiable el género Enterococcus y el de otros
microrganismos Gram positivos. Por razones practicas, la identificacion presuntiva
del género Enterococcus suele fundamentarse en la suma de los siguientes

resultados (Garza-Velasco, 2015):

a) Cocos Gram positivos.

b) Catalasa negativa.

c) Capacidad para desarrollarse en un medio con un 6.5% de NacCl.

d) Capacidad de crecimiento en un medio con azida de sodio al 0.04%.
e) Capacidad de hidrdlisis de esculina.



1.3 El género Enterococcus en alimentos y sus aplicaciones
biotecnolégicas

Los Enterococos poseen aplicaciones importantes en la industria lactea, estan
presentes en una gran variedad de quesos como cultivos no iniciadores,
especialmente en quesos artesanales producidos en el sur de Europa y
elaborados con leche bronca o pasteurizada. Participan en el desarrollo de
caracteristicas sensoriales durante su maduracién, asi mismo se han usado como

cultivos adjuntos.

La influencia positiva de los enterococos en los quesos se debe a aspectos
bioquimicos especificos como la actividad lipolitica, proteolitica y utilizacion del
citrato, los cuales dan origen a la generacién de compuestos aromaticos volatiles.
Ademas, en algunos enterococos de origen lacteo se ha descrito la produccién de
bacteriocinas (enterocinas) promotoras de la inhibicion de patdgenos y control del
deterioro de alimentos, como son: Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Vibrio cholerae, Clostridium spp. y Bacillus spp. (Giraffa, 2003).

La presencia de enterococos en productos lacteos se ha considerado por largo
tiempo como el resultado de las condiciones antihigiénicas durante su
procesamiento; sin embargo, en general no estan relacionadas de manera directa
con la contaminacion fecal (Giraffa, 2003). Su presencia se puede explicar, debido
a su amplia capacidad de crecimiento y tolerancia en condiciones adversas, su
incorporacion al alimento a través del agua, equipos y tanques de almacenamiento

(Foulquié-Moreno et al., 2006).

Algunas cepas de E. faecium con aplicaciones de uso probidtico, incluyen a E.
faecium SF 68, la cual parece ser clinicamente eficaz en el diagndstico y la
prevencion de diarrea asociada al uso de antibidticos y en el tratamiento de la
diarrea en nifios, acortando la duracion del cuadro agudo en adultos. Por otro lado,
la cepa E. faecium CRL 183 en combinacién con Lb. helveticus subsp. Jugurti se
aplicé en el desarrollo de un nuevo producto fermentado a base de soya con

algunas propiedades potenciales, una de ellas la disminucién del 43% en la



sintesis del colesterol en estudios in vitro. Ademas, estudios de la cepa probiotica
de E. faecium PR88 en ensayos clinicos humanos, condujo al alivio de los
sintomas del sindrome del intestino irritable. Esta misma cepa fue usada en la
elaboracion de queso Cheddar como cultivo adjunto, y al ser comparada con el
control, se observd una mayor protedlisis y niveles de compuestos volatiles
durante todo el proceso de maduracion a 8°C, asi como una viabilidad del queso
por 9-15 meses (Folquie-Moreno et al., 2006; Giraffa, 2003).

Sin embargo, la seleccion de cepas de enterococos para formar parte en la
elaboracion de alimentos es una tarea dificil. Si bien algunas cepas estan bien
caracterizadas, la aparicion y el aumento de enterococos asociados a
enfermedades humanas y sus mdltiples resistencias a los antibi6ticos plantean
gran preocupacion con respecto a su uso como probioticos (Foulquié-Moreno et
al., 2006).

1.4 Enfermedades intrahospitalarias

Los datos epidemiolégicos revelan que la gran mayoria de las infecciones
hospitalarias asociadas a enterococos fueron causadas por E. faecalis, pero desde
comienzos de los afos noventa la presencia de E. faecium en infecciones
nosocomiales alcanzé casi su paridad. Dichas cepas muestran con mayor
frecuencia multirresistencia y resistencia adquirida a antibiéticos que incluyen la
ampicilina y vancomicina (Willems et al., 2012). Han surgido como importantes
patdgenos de adquisicion intrahospitalaria, especialmente en pacientes
inmunocomprometidos y en unidades de cuidados intensivos. En numerosos
estudios epidemiolégicos se ha demostrado que los enterococos pueden
trasmitirse de persona a persona, frecuentemente a través de las manos de
trabajadores sanos del hospital o del instrumental clinico. Se les ha asociado con
infecciones nosocomiales, tales como bacteremia, endocarditis, infecciones
intraabdominales, de vias urinarias y del sistema nervioso central. (Giraffa, 2002;
Cercenado, 2011; Garza-Velasco, 2015; Kim et al., 2016).



La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en colaboracion con la Division de
Enfermedades Infecciosas de la Universidad de Tubingen, Alemania, clasifica a E.
faecium como un microorganismo de prioridad elevada, dentro del listado
elaborado de las bacterias para las que se necesitan urgentemente nuevos
antibidticos, esto es debido a su resistencia creciente a los antimicrobianos;
clasificacion basada en una técnica de analisis de decisiones de mdltiples criterios.
Los criterios tomados para esta asignacion fueron: el grado de letalidad provocado
por la infeccién; el requerimiento o no de hospitalizacion larga, debida al
tratamiento; la frecuencia con que se presenta resistencia a los antibiéticos
existentes; la facilidad con la que se transmiten entre animales, de animales a
personas y entre personas; si las infecciones provocadas pueden o no prevenirse
(por ejemplo, mediante una buena higiene y vacunacién); cuantas opciones
terapéuticas quedan; y si se estan investigando y desarrollando nuevos

antibioticos para tratar las infecciones que causan (OMSy)).

Cabe mencionar, que para que las cepas de enterococos sean consideradas
seguras y de uso probiético, deben presentar ausencia de factores de virulencia y
no ser capaces de adquirirlos (Bhardwaj et al., 2008).

1.5 Factores de virulencia

Un factor de virulencia es una molécula que le permite a un microorganismo
patbgeno causar una enfermedad al hospedero a través de la toxicidad e
invasividad (Madigan et al., 2009). Los factores de virulencia estan presentes en
aislados clinicos; sin embargo, estudios realizados en aislados de alimentos

revelan que algunos los albergan (Bhardwaj et al., 2008).

Dentro de los factores de virulencia descritos para los enterococos se encuentran:
la sustancia de agregacion (SA), gelatinasa, citolisina / hemolisina, proteina
superficial enterococica (Esp) y recientemente la hialuronidasa las primeras cuatro
son encontradas principalmente en E. faecalis, mientras que las dos ultimas son
especificas de E. faecium (Vankerckhoven et al., 2004). Los rasgos de virulencia

en los enterococos incluyen la adherencia al tejido del huésped, invasion y
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formacion de abscesos, resistencia y modulacion de los mecanismos de defensa
del huésped y produccion de enfermedad (Giraffa, 2002). La presencia de
enterococos en una infeccion esti asociada a la terapia antimicrobiana; ya que

ésta favorece la seleccion de clonas resistentes (Garza-Velasco, 2015).

La SA codificada por el gen asal, se aloja en el plasmido (pAD1), es una proteina
gue permite la transferencia de plasmidos, facilita la adhesion y supervivencia en

las células humanas (Vankerckhoven et al., 2004; Garza-Velasco, 2015).

Su patrticipacion en la conjugacion de plasmidos inicia cuando las bacterias que
fungen como receptoras potenciales liberan al medio ciertos péptidos,
denominados feromonas, que promueven la movilizacion de diversos plasmidos,
desde los enterococos donadores hacia ellas. Las células enterocécicas que ya
poseen un determinado plasmido, detienen la elaboracion de la feromona
especifica homéloga, pero continlan secretando otras que inducen su
apareamiento con las clonas que cuentan con moléculas plasmidicas de las que
aguéllas carecen. Entre los plasmidos inducibles por las feromonas, destaca el
pAD1 uno de los principales generadores de SA 'y el pCF10 que confiere, ademas,

resistencia a tetraciclina (Garza-Velasco, 2015).

La citolisina es la Unica enterocina de tipo lantibiético; es una bacteriocina de dos
péptidos y ambas subunidades estructurales contienen residuos de lantionina. La
citolisina actua frente a células eucariontes (eritrocitos) y bacterias Gram positivas.
Los genes que la codifican estan albergados en plasmidos e integrados al
cromosoma bacteriano. Constituidos por dos componentes: cyl (L) y el activador
(A). El operdn de citolisina lo integran cinco genes: cyl (L1), cyl (L2), cyl (M) y cyl
(B) necesarios para la expresion del componente (L); por otro lado, cyl A es
necesario para la expresion del componente (A). Este dltimo desempefia
funciones patogénicas relevantes, provocando la ruptura de las membranas
pertenecientes a glébulos rojos y otras células de mamiferos, e inclusive de otras
bacterias, fungiendo como bacteriocinas (Vankerckhoven et al.,, 2004; Garza-

Velasco, 2015). El fenotipo hemolitico se asocia mas frecuentemente con
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enterococos de aislados clinicos que ambientales, considerando a la hemolisina

como contribuyente de la virulencia bacteriana (Franz et al., 2007).

La proteina de superficie enterocécica (Esp), es una proteina asociada a la pared
celular; factor de virulencia presente tanto en E. faecalis como en E. faecium.
Favorece la adhesion a células epiteliales, la formacién de biopeliculas y la
evasion de la respuesta inmune. Es codificada por un gen localizado en una isla
de patogenicidad, la cual puede albergar multiples factores de virulencia (Torres et
al., 2009; Quifiones et al., 2009).

Se ha observado relacion entre la presencia del gen esp y una variacion en el gen
de mantenimiento purK (subunidad deshidrogenasa); variacion empleada por el
MLST para tipificar E. faecium vancomicina resistentes (Willems et al., 2001). Este
alelo puede ser usado como marcador epidemioldgico en el control de infecciones
(Camargo et al; 2006).

En las diferentes fuentes de aislamiento: muestras clinicas, animales de granja y
alimentos, los enterococos de origen clinico revelaron mayor presencia en cuanto
a factores de virulencia que los de alimentos, de acuerdo con los estudios

realizados por Sharifi et al. (2012).

1.6 Resistencia a antibioticos

Los antibi6ticos son sustancias quimicas producidas por microorganismos que
matan o inhiben el crecimiento de otros microorganismos. La resistencia a los
antibioticos se produce cuando las bacterias mutan, ya sea debido a una mutacién
en la secuencia de bases del genoma o mediante mecanismos de intercambio de
material genético a través de plasmidos y transposones. Esta resistencia dificulta
el tratamiento de las infecciones causadas, incrementando los costos médicos, la

estancia hospitalaria y el aumento de la mortalidad (Madigan et al., 2009; OMSy)).

El aumento de las infecciones enterocdcicas adquiridas en los hospitales se puede
deber al incremento del uso de antibidticos de amplio espectro y al uso

indiscriminado de antibioticos como promotores del crecimiento en animales
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utilizados para la alimentacion. Estos parecen haber creado grandes depdsitos de
resistencia a antibidticos transferible a diversos ecosistemas fuera de los
hospitales (Giraffa, 2002).

Los Enterococcus presentan dos tipos de resistencia a los antibiéticos tanto la
resistencia natural (intrinseca) como la resistencia adquirida (extrinseca). Los
antibioticos a los que poseen resistencia intrinseca son: cefalosporinas, B-
lactamicos, sulfonamidas, aminoglucésidos y bajos niveles de clindamicina;
mientras que los ejemplos de resistencia adquirida incluyen: resistencia al
cloranfenicol, eritromicina, altos niveles de [-lactamamicos, fluoroguinolonas,

tetraciclinas y glicopéptidos tales como la vancomicina (Bhardwaj et al., 2008).

Dentro de estas resistencias adquiridas a antibiéticos, los enterococos resistentes
a vancomicina son posiblemente la preocupacion mas grande que ha surgido
dentro en las infecciones clinicas, como causantes de infecciones nosocomiales
en todo el mundo, con incidencia variable segun el area geografica y las
instituciones hospitalarias; ya que ésta es considerada como uno de los
antibioticos de ultimo recurso cuando la mayoria de los otros antibioticos fallan en
el tratamiento de las infecciones causadas por bacterias Gram positivas; y que por
motivos de estrategia s6lo debia recurrirse para combatir casos especiales de
resistencia (Giraffa 2002; Khan et al., 2005).

Actualmente, en el género Enterococcus, se conocen cinco genes que regulan la
resistencia adquirida a vancomicina: vanA, vanB, vanD, vanE y vanG. Los
enterococos con genotipo vanA son generalmente resistentes a vancomicina y
teicoplanina mientras que los genotipos vanB, vanD, vanE y vanG suelen
asociarse a grados moderados de resistencia a vancomicina y sensibilidad a
teicoplanina, siendo los fenotipos VanA y Van B los de mayor importancia clinica
(Giraffa, 2002; Bhardwaj et al., 2008; Sharifi et al., 2012).

No obstante, la presencia de resistencia a los antibiéticos no es un suceso
exclusivo de los ambientes clinicos, sino que también son facilmente detectables

en cepas de enterococos aislados de alimentos. Estudios epidemiolégicos han
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permitido establecer una fuerte relacion entre el uso de antibiéticos en las crias de
animales y el brote de cepas resistentes en los alimentos derivado de los mismos,
y posteriormente en el tracto gastrointestinal de humanos (Castro et al., 2004).

Por lo tanto, el control de la presencia de enterococos en los alimentos es
importante, constituyendo un reto especial debido a su naturaleza, amplia

distribucion y estabilidad en el entorno extra entérico (Franz et al., 1999).

1.7 Tipificacién por secuencias multilocus (MLST)

El conocimiento alcanzado respecto a la epidemiologia de los patdégenos
nosocomiales, revela que son unos pocos grupos clonales los responsables de la
mayoria de los brotes en varios paises. Por lo que, el control de las infecciones
nosocomiales han dejado de ser una cuestion a resolver por un programa local,
surgiendo la necesidad de tener en cuenta la colaboracién entre laboratorios; se
cred asi el desarrollo de sistemas informéticos que permiten el monitoreo de
patégenos con alta capacidad de diseminacion y multirresistencia. Al ser de gran
importancia, se requiere de una correcta identificacion bacteriana a nivel de

especie (Lépez-Cerero et al., 2013).

Los métodos mas utiles incluyen el analisis del ADN cromosomal (con enzimas de
restriccién) y la técnica de PFGE (Electroforesis en gel de campo pulsado), asi
como la PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) y RAPD-PCR (DNA
polimérfico modificado al azar). Por su efectividad, las dos udltimas técnicas se
consideran las mas adecuadas para el andlisis de los brotes asociados a
Enterococcus vancomicina resistentes; sin embargo, dentro de sus limitaciones
estan: el costo elevado del equipo, lo laborioso del estudio y el tiempo necesario
de andlisis, ademas de que no son adecuados para determinar el grado de

relacion epidemiolégica.

El MLST, representa la técnica mas adecuada para el estudio de especies a nivel
cepay el andlisis de evolucidn genética. Esta técnica analiza la variabilidad alélica

en secuencias conservadas, con la ventaja de asociar cada alelo a un cddigo
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numerico que es perfectamente exportable y almacenable. Ademas, se pueden
generar algoritmos matematicos (eBURST) que establezcan las relaciones entre
las clonas. Actualmente se encuentran disponibles en linea 27 perfiles MLST de
especies de bacterias, como: Bacillus cereus, Campylobacter jejuni y Helicobacter
pylori, por mencionar algunas (Lopez-Cerero et al., 2013; Garza-Velasco, 2015).

El MLST es un método de caracterizacion de distintas cepas dentro de una misma
especie; implica la secuenciacion de varios genes de mantenimiento basico celular
de un organismo determinado y compara sus secuencias con los genes
equivalentes de otra cepa del mismo organismo. Los genes de mantenimiento
basico codifican funciones esenciales de las células y se localizan frecuentemente
en el cromosoma y no en los plasmidos. De cada gen se amplifican por PCR entre
500 a 600 pb aproximadamente, a las que posteriormente se les realizara la
secuenciacion. Las secuencias de nucledtidos obtenidas se comparan y observan
las diferencias, cada diferencia, o variante de secuencia, es considerada como un
nuevo alelo del gen y se le asigna un namero. Por tanto, a cada cepa se le asigna
una serie de numeros que constituyen su perfil alélico; en otras palabras, su
tipificacion de secuencia multilocus. En la técnica del MLST dos cepas con
secuencias idénticas en un determinado gen tendran asignado el mismo numero
alélico para dicho gen, y dos cepas con secuencias idénticas en todos sus genes
tendran el mismo perfil alélico y, por tanto, se consideraran idénticas segun este
método. El grado de relacion entre los distintos perfiles alélicos se representa en
forma de un dendograma, grafico representativo de este tipo de analisis (Madigan
et al., 2009).

En microbiologia clinica, la técnica del MLST ha permitido diferenciar entre cepas
de un mismo patdgeno. Esto es algo muy importante porque ciertas cepas de una
misma especie pueden ser inofensivas, mientras que otras pueden ser patdgenas
e incluso mortales. EI MLST también es muy importante para estudios
epidemioldgicos, para rastrear una cepa virulenta de un determinado patégeno
conforme se extiende por una poblacién, y para estudios medio ambientales;
definir la distribucién geogréfica de las distintas cepas. Sin embargo, el MLST no
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es util para comparar organismos mas alla del nivel de especie; su nivel de
resolucion es excesivo para proporcionar informacion significativa respecto a

grupos de mayor nivel, es decir, género o familia. (Madigan et al., 2009).

Los analisis mediante MLST también han revelado algunos patrones interesantes
en bacterias, donde se muestran muy pocas variaciones en el analisis y en otros
organismos una gran variabilidad, lo cual implica que han experimentado un flujo
mayor de trasferencia horizontal de genes, o bien que sus genes acumulan

mutaciones a un ritmo mayor (Madigan et al., 2009).

El estudio de la estructura poblacional de E. faecium ha revelado la asociacion del
complejo clonal 17 (CC17), con distintos huéspedes y nichos ecoldgicos; siendo la
mayoria provenientes de aislados clinicos resistentes a antibioticos. Se propuso
gue estos linajes genéticos se originaron por la presion selectiva de los hospitales
y se han ido seleccionando de otras poblaciones (Torres et al., 2009; Burgos et al.,
20014).
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2. Antecedentes

2.1 Queso

El queso es un alimento universal que se produce a partir de leche de diversas
especies de mamiferos. Es una forma de conservacion de los dos componentes
insolubles de la leche: la caseina y la materia grasa (Alais, 1985). El queso es el
resultado de la concentracion selectiva de la leche por coagulacion de las
caseinas. Estas atrapan a la mayor parte de la grasa y una pequefia porcion del
azucar de la leche (lactosa), el agua y de las proteinas del suero (albuminas y
globulinas); la mayor parte del agua y de las sustancias solubles en la misma se
eliminan con el suero durante la manipulacion que se efectla con la cuajada, en

una proporcion distinta en cada variedad de quesos (Dumais, 1991).

El agua que queda retenida en el queso desempefia un papel muy importante: es
esencial para el desarrollo de microorganismos y determina la velocidad de las
fermentaciones y de la maduracion, el tiempo de conservacion, la textura del
qgueso Yy el rendimiento del proceso de elaboracion. La materia grasa influye en la
textura, el sabor, el rendimiento y en el color del queso. La lactosa es el sustrato
para la formacion de &cido lactico y, por lo tanto, interviene en la coagulaciéon de la
leche, el desuerado y la textura de la cuajada, y también en el crecimiento de los
microorganismos. La caseina coagulada constituye la base de la pasta quesera y
en su degradacion se originan diversos compuestos aromaticos. Las proteinas del
suero que quedan incluidas en la cuajada contribuyen al valor nutritivo del queso y
tienen mucha importancia en el proceso de maduracion. Los minerales participan
en la coagulacion de la leche e influyen sobre el desuerado y la textura del queso
(Dumais, 1991).

2.2 Quesos mexicanos genuinos

En la actualidad, se producen en México cerca de cuarenta variedades de quesos
genuinos, de los cuales el queso Cotija y el queso bola de Ocosingo forman parte.
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Algunos gozan de una amplia difusion y altos volumenes de produccion, otros

solamente se conocen y consumen en ciertas regiones.

Se denominan quesos mexicanos genuinos, a aquellos que derivan de México y
poseen una fuerte raiz histérica nacional, ya que se elaboran desde los tiempos de
la colonia, o datan de décadas mas recientes; fabricados dentro del territorio
nacional por mexicanos y elaborados a partir de leche de vaca o de cabra,
fundamentalmente cruda, con el empleo minimo de aditivos: cuajo, sal y

eventualmente CaCl,. Son el resultado de su propia historia, cultura y saber-hacer.

El queso Cotija de la Sierra de Jalmich (Jalisco y Michoacén), es el primer queso
mexicano genuino que logré una marca colectiva, la cual se denomina queso
Cotija “Regién de Origen”. Por otro lado, los quesos que han obtenido una marca
colectiva territorial son: el queso bola de Ocosingo (Chiapas), el queso poro de

Tabasco y, recientemente (2013), el queso crema de Chiapas.

Muchos quesos genuinos, en la actualidad, no tienen patrones muy claros de
elaboracién, no estan estandarizados, ni pueden usarse como referencia o
prototipo de los quesos de su especie para producirse de manera independiente.
Aln mas, en la mayoria de los casos, ni siquiera existe una norma técnica oficial
que se aplique en el &mbito nacional. Asi, la variabilidad en los productos y en los
procesos de elaboracion es la regla.

Es claro entonces que la mayor parte de los quesos mexicanos genuinos tiene su
origen en la produccion artesanal; es decir, en un proceso de manufactura que
emplea relativamente mucha mano de obra y escasa maquinaria, cuyos procesos
no son estandarizados, los cuales manejan bajos volumenes de produccién y cuya

tecnologia normalmente es obsoleta, aunque funcional (Cervantes, et al., 2013).

2.3 Queso bola

El queso bola es un queso atipico dentro de los quesos mexicanos; y se elabora
en el municipio de Ocosingo en el estado de Chiapas. Es una bola dura, con

diametro de entre 8 y 12 cm, y un peso entre 400 g y 1 Kg aproximadamente; se
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elabora con leche cruda de vaca de doble propésito, cruza de cebu y pardo suiza.
Es considerado como un queso doble, integrado por una pasta resultado del
cuajado mixto (por cuajo y acidez natural) madurado por 21 dias; y un forro creado
a partir de dos capas de pasta hilada caliente de leche descremada, que al
enfriarse forma una corteza de caseina muy consistente, a manera de una dura
cascara, que encierra la pasta del queso propiamente dicho (Figuras 2 y 3)
(Cervantes et al., 2013).

Figura 2. Queso bola de Ocosingo, Chiapas.
(Villegas de Gante et al, 2014).

Este queso es fabricado solamente por unos cuantos queseros artesanales, cuyo
conocimiento técnico ha pasado por tradiciébn oral y practica de generacion en
generacion (Villegas de Gante et al, 2014).

En el 2016, Grajales y Ramos en proceso de la Universidad de Ciencias y Artes de
Chiapas aislaron cepas de Enterococcus faecium del queso bola de Ocosingo, las

cuales se identificaron mediante la secuenciacion del gen ADNr 16S.
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Queso bola

\

Recepcion de la leche
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cuajada) Enfriado
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Escurrido 20-24h descremada

Figura 3. Diagrama de flujo para la elaboracion del queso bola.
(Cervantes et al., 2013).

2.4 Enterococcus en el queso Cotija

Estudios realizados por nuestro grupo de trabajo se enfocaron en el analisis del
queso Cotija, uno de los principales quesos mexicanos genuinos. Producto
elaborado a partir de leche bronca y entera, no adicionado con cultivos iniciadores,
sin la aplicacién de tratamiento térmico y de minimo 3 meses de maduracion
(Cervantes et al., 2013).

Dentro de estos estudios, Guzman en el 2015 realizdé una caracterizacion de las
cepas de E. faecium provenientes de queso Cotija “Region de Origen”, utilizando
técnicas de tipificacion MLST, con el fin de diferenciarlas de las STs que integran
el complejo clonal asociado a hospitales, y determinar la existencia de un complejo

clonal asociado a alimentos.

Los resultados obtenidos, ademas del enriguecimiento de la base de datos con
aislados de alimentos, revelaron que las cepas aisladas del queso no se
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encuentran relacionadas con las clonas asociadas a un origen hospitalario. Para
este andlisis se seleccionaron siete cepas, de las cuales tres se identificaron
presuntivamente como E. faecium mediante PCR punto final especie — especifica
como: cepas QD-2, Q E-2 y QG-5. Las cuatro restantes se aislaron y se
caracterizaron por otro miembro del grupo de trabajo (Bravo, 2008), se
identificaron como: cepas B, C, D y G. Estas siete cepas fueron incluidas en el
estudio de evaluacion de inocuidad de Enterococcus spp. por Olvera-Garcia en
2013; en éste, se llevo a cabo la evaluacion del potencial de virulencia, mediante
la deteccion y evaluacion de la expresion de genes que codifican para factores de
virulencia como: citolisina, proteina de superficie enterocécica y sustancia de
agregacion; enterocinas (A y AS-48) y peptidoglucano hidrolasas (AtlA); asimismo
se evaluo la resistencia al antibiético vancomicina usando la concentracion minima
inhibitoria (MIC) recomendada por el Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) que es de 256 pg/mL, y una segunda concentracién previamente
descrita en el grupo de trabajo (20 pg/mL) por Bravo en 2008. Los resultados
revelaron que ninguna cepa tiene capacidad de crecer en presencia de las

concentraciones evaluadas del antibiético vancomicina.
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3. Justificacion

E. faecium es una bacteria que puede vivir en condiciones ambientales adversas,
lo que le permite prevalecer y estar ampliamente distribuido en la naturaleza,
incluyendo en alimentos fermentados de manera natural. Sin embargo, es capaz
de adquirir factores de virulencia y genes de resistencia a antibioticos, lo que ha
generado cepas multirresistentes de origen nosocomial consideradas como un

problema de salud emergente a nivel mundial.

Lo que se busca en el presente trabajo es encontrar las posibles semejanzas entre
las cepas de E. faecium aisladas de quesos artesanales mexicanos, conocer Si
existe relacion con otras cepas aisladas de alimentos y saber la relacion de éstas
con el complejo clonal de alto riesgo (CC17) asociado a aislados de origen
nosocomial. Para lo cual cepas aisladas del queso bola de Ocosingo se evaluaran
mediante un método de tipificacion molecular (MLST) capaz de diferenciar cepas

dentro de una misma especie.

4. Hipobtesis
Los Enterococcus faecium aislados del queso bola de Ocosingo se encontraran

alejados del complejo clonal al que pertenecen las cepas patdgenas, y en su lugar

tendran relaciéon con las cepas aisladas de alimentos.
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5. Objetivos

5.1 General
Tipificar cepas de E. faecium aisladas del queso bola de Ocosingo.

5.2 Particulares
e Caracterizar fenotipicamente las cepas de E. faecium, en términos de:

capacidad de crecimiento a diferentes temperaturas, valores de pH,
concentracion de NaCl y de sales biliares.

e Caracterizar genotipicamente, mediante la amplificacion y purificacion de
siete genes de mantenimiento (atpA, ddl, purk, gyd, pstS y adk) para
realizar la tipificacion por MLST. Andlisis para definir estructura poblacional.

e Evaluar la presencia de factores de virulencia y resistencia a antibioticos.
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6. Metodologia

Enterococcus faecium aislados del queso
bola de Ocosingo, Chiapas.

Etapa1t
v Etapa 2 l Etapa 3 ¢

Caracterizacion

| Factores de Resistencia a
* * Virulencia Antibidticos
Fenotipica Malecular l .
* Aminoglucosidos
Evaluacian cualitativa de la | Extraccion de ADN ‘ | Extraccion de ADN | —
capacidad de crecimiento & = B-lactamicos
PCR
> H4-9 PCRT =
PR ‘ P ‘ —> Macrilidos
l — Sustancia de
——3 Sales biliares Agregacidn asa 1 A
al 3% | Purficacion | 3 Glucopéptidos |
— NaCl al l —)I Citolisina A cyld I _4 Tetraciclina
6.5% .
Secuenciacion
— H|d_rq||9|s de sales Proteina de superice
hiliares (HSE) :
enterococcica esp
Analisis MLST
Temperatura
— (4, 3Ty

Figura 4. Diagrama general del trabajo.

La metodologia planteada se divide en tres etapas (Figura 4): etapa 1) La
caracterizacion fenotipica de las cepas, la cual se evaludé primeramente por la
tincion de Gram, presencia de la enzima catalasa, capacidad de hidrolisis de sales
biliares, capacidad de crecimiento bajo ciertas condiciones de temperatura,
salinidad y pH, asi como la caracterizacion genotipica a través del analisis MLST
basado en el andlisis de secuencia de siete fragmentos de ADN; etapa 2) Se
efectio el analisis del potencial de patogenicidad a través de la amplificacion de
genes codificantes para factores de virulencia como son: asa 1, esp y cylA; etapa

3) Se evaluo la resistencia a antibioticos.
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6.1 Caracterizacion del microorganismo objeto de estudio

Se cuenta con cinco cepas aisladas del queso bola de Ocosingo Chiapas,
secuenciadas e identificadas por el gen marcador ADNr 16S como E. faecium
(cepas registradas como 10, 9, 6, 3 y 2), las cuales se reactivaron en medio
selectivo MRS (de Man, Rogosa y Sharpe; Oxoid, Basingstoke) a 37°C por 24 h.
Posteriormente se realizaron tinciones de Gram para verificar su morfologia
microscopica. Ademas, se cultivaron en placas de medio selectivo y diferencial,
Kanamicina-esculina-azida de sodio (KAA-Oxoid), las cuales se incubaron a 37°C
por 24 h. A partir del crecimiento de colonias caracteristicas de Enterococcus
(circulares, blancas o grises con un diametro de alrededor de 2 mm, rodeadas de
zonas negras de al menos 1 cm de didmetro), se realizd la prueba de catalasa
usando peroxido de hidrégeno al 30% (v/v).

Fundamento del medio Kanamicina-Esculina-Azida de Sodio (KAA): el agar
Esculina-Azida de Sodio es un medio selectivo cuando se usa un suplemento de
kanamicina y se emplea para aislamiento de Enterococcus en alimentos. El medio
contiene los componentes inhibitorios de kanamicina y azida de sodio. También
contiene un sistema indicador para detectar el crecimiento de estreptococos
hidrolizantes de esculina. Se forman colonias con areas negras alrededor de las
colonias debido a la formacion de compuestos fenélicos de hierro, productos de la
hidrélisis de esculina y Fe?* (Mac Faddin, 2003; The OXOID Manual, 2006).

6.2 Conservacion de la cepa objeto de estudio

Se reactivaron las cepas en tubos con 5 mL de MRS e incubaron por 5 ha 37°Cy
250 rpm. Posteriormente se transfirieron a viales criogénicos con 600 uL de cultivo
y 300 pL de glicerol al 80% (v/v), con una concentracion final de glicerol del 27% y

se almacenaron a -20°C.

6.3 Caracterizacion fenotipica

De las cajas con medio KAA se tomd una asada y las bacterias se inocularon en
medio MRS para evaluar su capacidad de crecimiento: a 37°C, 45°C y 4°C, asi
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como en 6.5 % de NaCl, 3% de sales biliares y un rango de pH 4 a 9, el cual se
ajusté con HCI y NaOH concentrados. Se incubaron en estatico a 37°C y se
midieron a las 24 y 48 h, estos experimentos se realizaron por triplicado, la

presencia de turbidez en el medio de cultivo indicaba un crecimiento positivo.

Por otro lado, se evaluo la capacidad de hidrdlisis de sales biliares en placas de
MRS con agar a una concentracion de 0.5% (m/v) de sales biliares (glicolato de
sodio y taurocolato de sodio) y CaCl, 0.37% (m/v), incubadas en jarra bajo
condiciones de anaerobiosis (oxoid anaerobic system; Basingstoke Reino Unido)
por 48 h a 37°C. Para ello, se reactivaron las cepas objeto de estudio, tomando 20
uL de cada glicerol, con el propdsito de llevar a cabo un cultivo en 5 mL de MRS a
37°C por 24 h. De estos tubos se tomaron alicuotas de 100 pL para su crecimiento
final en 5 mL de MRS a 37°C por 4 h; preparacion de la cual se tomaron 20 pL
para su absorcion en el agar dispuesto para la prueba de la hidrélisis de sales
biliares. Se cuantificd cualitativamente su capacidad de hidrdlisis con base al
tamafo de la zona de precipitacion alrededor de las colonias (Franz et al., 2001).
Asimismo se verificé su capacidad de supervivencia al calentamiento a 60°C por
30 min en un bafio maria (Stabletemp); posterior a ello se realiz6 extension en
placa, para la cual se tomaron 50 pL de cultivo y se incub6é a 37°C durante 48
horas, tiempo al cual se realiz6 una cuenta de UFC (unidades formadoras de

colonia) / mL presentes en la placa, para determinar las células viables.

6.4 Extraccion del ADN

Cada una de las cepas se reactivd en 5 mL de medio MRS durante 24 h a 37°C,
posteriormente se tomo6 1 mL de cada cultivo y se inoculé en matraces con 50 mL
de medio MRS para después incubar por 16 h a 37°C. Para la extraccion de ADN
se emple6é el estuche Fast ID Genomic DNA Extraction (Genetic ID, EUA),
siguiendo las instrucciones del proveedor. Una vez obtenido el ADN de cada cepa
se cuantificé y se evalué su calidad, mediante la relacion de la absorbancia 260 y
280 nm, utilizando el espectrofotometro con el uso de microplacas Take3 Epoch

(Bio Tek, EUA). Para verificar la integridad del ADN extraido se realizd
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electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v), tefiido con bromuro de etidio al 0.1%.
Para aquellas extracciones cuya concentracion era baja, se empled el
concentrador de ADN (Modelo DNA plus-VRMini, marca Heto), para reducir su

volumen a la mitad.

6.5 Amplificacion de 7 genes altamente conservados por PCR punto
final
Para cada cepa se amplificaron siete genes altamente conservados: atpA (ATP

sintasa, subunidad alfa), ddl (Ligasa D-alanina:D-alanina), purK (subunidad
deshidrogenasa), gyd (gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa), pstS
(transportador ABC), adk (adenilato cinasa) y gdh (glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa); usando los cebadores respectivos (Tabla 1) (Homan et al.,
2002).

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 50 pL con las siguientes
concentraciones finales: amortiguador Phusion (1x), cebador directo y reversa (0.2
uM), desoxinucleétidos trifosfato (dNTPs) (0.2 mM), Phusion High Fidelity
polimerasa 0.625 u/ uL y ADN 100 ng/uL.

La polimerasa Phusion HighFidelity es una enzima de alta fidelidad usada para
aplicaciones que requieren alta precision durante la amplificaciéon del ADN, tales
como clonacion, secuenciacion o] mutagénesis sitio dirigidas
(http://www.thermofisher.com); en este estudio fue necesaria su aplicacion debido
a la amplificacion y posterior secuenciacién de genes, en busca de mutaciones

puntuales, por lo que se requeria de bajas tasas de error durante la amplificacion.

Las condiciones de la reaccién fueron: desnaturalizacion inicial a 98°C durante 30
s, seguida de 30 ciclos de desnaturalizacién a 98°C durante 10 s, alineamiento o
hibridacion a 50°C durante 30 s, y polimerizacion o extensién a 72°C durante 15s;

y una extension final a 72°C durante 10 minutos.
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Tabla 1. Lista de cebadores para los genes a evaluar por MLST.

_ ) Tamario de
Gen Cebador Secuencia 5-3 o
amplicon (pb)
adk adk; TATGAACCTCATTTTAATGGG 437
(adenilato cinasa) adk, GTTGACTGCCAAACGATTTT
atpA atpA;
_ CGGTTCATACGGAATGGCACA
(ATP sintasa, atpA, 556
_ AAGTTCACGATAAGCCACGG
subunidad alfa)
ddl ddl,
_ _ GAGACATTGAATATGCCTTATG
(Ligasa D-alanina: ddl, 465
_ AAAAAGAAATCGCACCG
D-alanina)
gdh gdh,
GGCGCACTAAAAGATATGGT
(glucosa-6-fosfato gdh, 530
_ CCAAGATTGGGCAACTTCGTCCCA
deshidrogenasa)
gyd gyd,
(gliceraldehido- gyd, CAAACTGCTTAGCTCCAATGGC 305
3fosfato CATTTCGTTGTCATACCAAGC
deshidrogenasa)
purK purKn,
) CAGATTGGCACATTGAAAG
(subunidad purKn, 492
_ TTCATTCACATATAGCCCG
deshidrogenasa)
pstS pstS;
TTGAGCCAAGTCGAAGCTGGAG
(transportador pstS, 538
ABC) CGTGATCACGTTCTACTTCC

(Homan et al., 2002).

Después de la amplificacién, los productos de la PCR se examinaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v), teflidos con bromuro de etidio al
0.1%, empleando como marcador de peso molecular una escala de ADN de bajo
peso molecular (Thermo Fisher Scientific). Una vez corroborada la amplificacion y
peso correspondiente, se realizé una purificacion con el estuche DNA Clean &
Concentrator' -5 (Zymo Research, Irvine, CA, EUA). Para los genes que
presentaron mas de una banda, se realizo su purificaciéon de banda con el estuche

Gene Jet Gel Extraction (Thermo Fisher Scientific; Lituania, Unién Europea), en
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ambos casos se siguieron las indicaciones del proveedor. La concentracion de los
productos se cuantifico utilizando el espectrofotometro para microplacas Epoch
Take3 (Bio Tek, EUA); para su posterior secuenciacion en Macrogen Inc. (Seul,

Corea del Sur), mediante el método Sanger.

6.6 Analisis de MLST de Enterococcus faecium

Una vez recibidos los resultados de la secuenciacion, se llevd a cabo el
alineamiento utilizando el programa en linea MultAlin
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/). Cada amplicén obtenido se aline6 con el
cebador directo e indirecto y la secuencia de referencia provista por la base de

datos en (http://efaecium.mlst.net/), con el fin de obtener una secuencia consenso.

Obtenida la secuencia consenso, se compard con las presentes en la base de
datos la cual asigné un numero de alelo en caso de coincidir con alguna ya
existente. En caso contrario, es necesario consultar al curador para la asignacion
e incorporacion del nuevo alelo a la base. A la combinacion de los siete valores de
los alelos agrupados en un orden determinado (atpA, ddl, gdh, purk, gyd, pstS,
adk) se le denomina perfil alélico (genotipo), al cual le es asignado un niamero de
secuencia tipo (ST). Una vez determinada la ST para cada cepa, se realiz6 el
diagrama de estructura poblacional bajo el algoritmo eBURST, el cual esta
disefiado para datos generados por MLST. Este se representa como un diagrama
radial, centrado en el genotipo fundador, donde todos los miembros asignados al

mismo grupo comparten alelos idénticos en 6 de los 7 loci.

6.7 Deteccidn de genes de virulencia por PCR punto final

La deteccién de los genes que codifican para factores de virulencia se realiz6 a
través de reacciones de PCR punto final con los cebadores especificos descritos
por Vankerckhoven et al. (2004), para los siguientes genes: asa 1, esp y cylA, los
cuales codifican para sustancia de agregacion, proteina de superficie de

enterococos Yy citolisina A del operon cyl, respectivamente (Tabla 2 ). Las cepas
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gue se emplearon como control positivo son: la cepa ATCC 29212 para el gen
asal, Enterococcus faecalis cepa A para el gen esp, y la cepa de Enterococcus
faecalis NCIMB-700585 para cylA.

Las condiciones de la reaccion fueron: desnaturalizacion inicial a 95°C durante 3
min, seguida de 30 ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 30 s, alineamiento
o hibridacion, dependiendo de la Tm del gen a amplificar durante 45 s (Tabla 2) y
polimerizacion o extension a 72°C durante 1 min, y una extension final a 72°C

durante 10 min.

Tabla 2. Lista de cebadores para cada factor de patogenicidad.

T.de | Tamaifo
S hibrida del
Gene Cebador Secuencia 5’-3 _cién | amplicon
°C (pb)
asal
_ asaz GCACGCTATTACGAACTATGA
(Sustancia de 46 375
) asap TAAGAAAGAACATCACCACGA
Agregacion)
cylA cylA; TGGATGATAGTGATAGGAAGT 49 517
(Citolisina) cylA; TCTACAGTAAATCTTTCGTCA
esp
(Proteina de esp: AGATTTCATCTTTGATTCTTGG 41 510
superficie espz AATTGATTCTTTAGCATCTGG
enterococcica)

(Eaton y Gasson, 2001; Vankerckhoven et al. 2004).

La reaccién de PCR se llevd a cabo en un volumen final de 25 pyL usando (1x) de
amortiguador Pfu+ MgSQOy, (0.2 mM) de dNTPs, 50 ng de ADN para cada muestra,
0.625 U/uL de Pfu polimerasa (Thermo Fisher Scientific), (0.2 uM) de cebadores
para cylA, esp, y (0.1 uM) para asa.

Después de la amplificacién, los productos de PCR se examinaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) teflidos con bromuro de etidio 0.1%.

Los geles se examinaron en un transiluminador (Hoefer UVTM, EUA).
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6.8 Prueba de resistencia a antibioticos por inhibiciéon

Se reactivaron las cepas objeto de estudio, y de cada una se realizdé una dilucién
de 10" con solucién salina (NaCl al 0.85%), de éstas se tomaron 20 pL,
respectivamente y se inocularon en 10 mL de MRS con agar al 0.8%; esto se virtid
sobre cajas petri previamente preparadas con 15 mL de MRS al 1% de agar. Se
realizo la evaluacion de resistencia y susceptibilidad a cada antibiético mediante la
tecnica de difusion de disco; para ello, se afiadiéron concentraciones conocidas
del antibiético en discos de papel filtro, que se colocaron en la superficie del agar.

Las cajas se dividieron de acuerdo al nimero de antibioticos a evaluar.

Los antibioticos evaluados fueron: aminoglucésidos (kanamicina 8 pg/mL,
espectinomicina 1 mg/mL, estreptromicina 1 mg/mL), macrolidos (eritromicina 8
pg/mL), B-lactamicos (ampicilina 16 pg/mL, penicilina 8 pg/mL), glucopéptido
(vancomicina 32 pg/mL) y tetracilcina 16 pg/mL se incubaron a 37°C durante 24 h.
Estas concentraciones son especificas e inhibitorias para E. faecium, reportadas
por el CLSI (2015).

Durante la incubacién, el agente difunde desde el papel filtro al agar,
estableciendo un gradiente; la concentracién del agente disminuye a medida que
aumenta la distancia al papel filtro y alacanzando a una determinada distancia del
disco, a la que se le conoce como la Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI); y es
a partir de este punto que se presenta crecimiento microbiano, pero en la
proximidad del disco se presenta una inhibicion, esto en caso de ser el
microorganismo susceptible. Método util para ensayar la sensibilidad en
patdgenos a los antibidticos, basado en el crecimiento microbiano (Madigan et al.,
2009).
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7. Resultados

7.1 Caracterizacion de las cepas de E. faecium

A partir de las 5 cepas aisladas del queso bola de Ocosingo, Chiapas,
identificadas como E. faecium, mediante el analisis de ADNr 16S, por Grajales y
Ramos (2016) se procedidé a su reactivacion en caldo MRS, medio selectivo para
el crecimiento abundante de bacterias acido lacticas, debido a que éstas se
encontraban crioconservadas a -20°C. Posteriormente, se comprob6 su pureza
mediante su aislamiento en un medio selectivo y diferencial (KAA). Este medio es
selectivo dada la presencia del antibidtico kanamicina, y diferencial debido a la
capacidad de hidrdlisis de la esculina formando un halo negro alrededor de las
colonias con crecimiento caracteristico de Enterococcus (colonias puntiformes,
convexas, de color gris a blanco, con textura butirosa) (Figura 5). Como parte de
la caracterizacion fenotipica, se realizé una tincion de Gram para cada una de las
cepas, observando cocos y diplococos Gram positivos (Figura 6). Otra de las
pruebas realizadas comprobé la ausencia de la enzima catalasa, dando negativo
al entrar en contacto con el peréxido de hidrogeno (30% v/v) por parte de todas las
cepas; prueba caracteristica de este género y de las BAL. Esta enzima entra en
contacto con el (H,0,), forma oxigeno y agua, en caso de ser positiva su presencia
(Madigan et al., 2009) (Tabla 3).
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Figura 5. Crecimiento caracteristico de E. faecium en medio KAA.

Figura 6. Tincion de Gram de E. faecium.
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Tabla 3. Resultados de la tincion de Gram y prueba de catalasa de las cepas de E. faecium.

Morfologia | Prueba | Gram
Cepa ) o
microscopica| catalasa
10 Cocos Negativo G+
9 Cocos Negativo G+
6 Cocos Negativo G+
3 Cocos Negativo G+
2 Cocos Negativo G+

Los Enterococcus se caracterizan por tener la capacidad de crecer en ambientes
desfavorables (entre 10 y 45°C) ademas, pueden sobrevivir por lo menos 30
minutos a 60°C. Asimismo pueden proliferar en un intervalo de pH entre 4.0 y 9.0,
asi como en NaCl al 6.5%, y tener la capacidad de hidrolizar la esculina en
presencia de 3 % de sales biliares (Giraffa, 2003; Foulguie-Moreno et al., 2006).
Caracteristicas que los distinguen de otros cocos Gram positivos como los
estreptococos y lactococos. Estas caracteristicas justifican su continua presencia

en una amplia variedad de alimentos fermentados (Giraffa, 2003).

Por lo anterior, se evalud cualitativamente su capacidad de crecimiento bajo
dichas condiciones. Para los rangos de temperatura y concentracion de sales se
obtuvieron resultados positivos; sin embargo, en cuanto a su crecimiento en el
rango de pH evaluado, se observé una disminucion de éste a pH 5 con ausencia

del mismo a pH 4, con un crecimiento mas favorable a pH basico (Tabla 4).
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Tabla 4. Evaluacion del crecimiento de las cepas de E. faecium bajo condiciones extremas de temperatura,
pH y osmolaridad.

Cepa
o 10 9 6 3 2
/Condicién
45°C + + + + +
4°C (48 h.) + + + + +
Sales Biliares
+ + + + +
al 3%

NaCl al 6.5% + + + + +
pH9 + + + + +
pH8 + + + + +
pH7 + + + + +
pH6 + + + + +
pH5 + + + + +
pH4 - - - - -

Se muestra el anélisis por triplicado. Crecimiento a 24 h a menos que se indique lo contrario.

Asi mismo, se evalué cualitativamente su tolerancia a una temperatura de

pasteurizacion lenta (60°C por 30 minutos); prueba en la que, posterior a la

extension en placa e incubacién, se observd la supervivencia de todas las cepas

(Figura 7). Ademas, se realizé un conteo de colonias en el que se obtuvieron
3000, 1320, 520, 400 y 180 UFC/mL para las cepas 3, 10, 6, 2 y 9, en el orden

respectivo.
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Cepa 10 Cepa 9

Cepa 6 Cepa 3

Figura 7. Crecimiento de las cepas E. faecium bajo
tratamiento térmico a 60°C por 30 minutos.

Cepa 2
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Las cepas con capacidades probiéticas incluyen caracteristicas fisiologicas y
propiedades funcionales promotoras de la salud, como son la inhibicién de
microorganismos patégenos, el fortalecimiento de la mucosa intestinal, el aumento
de la respuesta inmune y la reduccion de los niveles de colesterol en sangre.
Estos ultimos se han relacionado con la capacidad de las bacterias de hidrolizar
las sales biliares (HSB). Esta actividad estd mediada por varias bacterias
intestinales Gram positivas, incluyendo miembros del género Enterococcus. La
desconjugacion de las sales biliares por accion de la enzima coloilglicina hidrolasa
(E.C. 3.5.1.24), liberan glicina y/o taurina de la cadena lateral del nicleo esteroide.
Se plantea que la desconjugacion de las sales biliares puede contribuir a reducir
los niveles de colesterol debido a que los &cidos biliares libres pueden ser
excretados mas facilmente del tracto gastrointestinal que las sales biliares
conjugadas. Si se produce una mayor pérdida fecal de acidos biliares como
resultado de la HSB, puede aumentar la demanda de colesterol como precursor de
la nueva sintesis de sales biliares, lo que a su vez puede reducir los niveles de

colesterol (Franz et al., 2001).

Debido a lo anterior, se realiz6 una evaluacion en cuanto a la capacidad de
hidrolisis de sales biliares (HSB) de las cepas del queso bola, las cuales fueron
capaces de crecer en presencia de las sales biliares (excepto la cepa 9) y tuvieron

baja capacidad HSB, al mostrar un ligero precipitado (Figura 8).

Estos resultados preliminares indican que poseen una baja actividad HSB. Se
tomd como referencia el estudio realizado por Franz et al. (2001), el cual muestra
la capacidad e incidencia de la HSB; en él participaron 117 cepas de enterococos
aislados de alimentos y se clasificaron en funcion al tamafio de la zona de
precipitacion generada, con la mayor incidencia de actividad por parte de E.
faecalis (81%) seguida por E. faecium (50%) y E. durans (44%).
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Figura 8. Evaluacion de la capacidad de hidrolisis de sales biliares.

Se sugiere confirmar estos resultados por un método analitico, como la

determinacién de taurina o glicina por HPLC.

Una vez verificada la pureza y caracteristicas fenotipicas propias de las cepas de
E. faecium, se realiz6 la extraccion del ADN, (Figura 9); mostrando rendimientos

suficientes en cuanto a calidad y cantidad (Tabla 5).

M 10 9 6 3 2

Figura 9. Gel de agarosa al 1% (p/v) obtenido del ADN extraido para las cepas de E. faecium.
La M denota el marcador molecular (GeneRuler 1 kb), a continuacién, las cepas 10, 9, 6, 3y 2.
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Tabla 5. Concentracion de ADN de las cepas aisladas de E. faecium.

Relacion

Cepa nofl A 260/ A 280
10 44.979 2.238
9 71.602 2.236
6 34.901 2.012
3 99.815 2.091
2 13.829 1.981

7.2 Analisis MLST

Las cinco cepas aisladas del queso bola se analizaron mediante el método de
tipificacion molecular MLST enfocado a E. faecium (http://efaecium.mlist.net/);
(Homan et al., 2002); para ello, se llevaron a cabo las reacciones de PCR punto
final con los cebadores reportados en http://efaecium.mlst.net/misc/info.asp, a fin
de amplificar siete genes de mantenimiento basico celular. En todas las cepas,
cada gen fue amplificado y secuenciado con el cebador directo e inverso. Las
secuencias obtenidas se subieron a la base de datos de E. faecium
(http://efaecium.mlst.net/) para la asignacion de alelos a cada locus y generar asi
la secuencia tipo (ST). El analisis de agrupacion de las STs fue desarrollado a
partir de la base de datos del MLST y el algoritmo eBURST.

Para saber si la reaccion habia trascurrido eficientemente, los amplicones se
visualizaron a través de electroforesis en geles de agarosa. Cuando los
amplicones son corridos en el gel, deben ser cargados junto con un marcador
molecular que contenga un numero de segmentos de ADN conocidos, lo que
facilitara su identificacion y si su tamafio corresponde. El tamafio se otorga debido

al numero de pares de bases (pb) del amplicon (Tamay et al., 2013).
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Se obtuvieron los amplicones esperados para cada gen, se observo la presencia
de una banda de tamafio correspondiente al nimero de pares de bases (pb) de
referencia (Figura 10, b, ¢) Y 11a). En caso de observarse mas de una banda, se
procedi6 a purificar la banda de interés, seleccionada por su tamafio (Figuras 11b
y 11c).

M adk purk ddl gyd gdh

1031
900
800
700
600
500
400

| |
437pb 492pb  465pb 395pb 530pb

Figura 10a Gel de agarosa de PCR punto final obtenido para los genes: adk, purK, ddl, gyd y gdh de la cepa
3 de E. faecium.

556 pb

stS
10 b P 10 ¢ atpA

Figura 10b y 10c. Geles de agarosa de PCR punto final obtenidos para los alelos: pstS y atpA de la cepa 3

de E. faecium.
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492 pb

465 pb

purkK ddl

a) b)

430pb

Figura 11. Geles de agarosa de PCR punto final obtenidos para los genes: purk, ddly gdh de las cinco cepas
de E. faecium.

Se puede observar en la Figura 11a el gel de agarosa para el amplicon del gen
purK con un peso de 492 pb; posteriormente en la Figura 11b se muestra el gel
de agarosa para el amplicén del gen ddl de 465 pb; finalmente en la Figura 11c se
puede visualizar el gel de agarosa para el amplicon del gen gdh de 530pb.

Una vez obtenidos los amplicones, se realizé una purificacion con el propésito de
eliminar los subproductos de la reaccién efectuada, como son: cebadores y
dNTPs; en caso de realizar purificacién de banda, ésta sirve ademas para eliminar
la agarosa, todos ellos factores que afectan la secuenciacion. Las concentraciones
obtenidas se muestran en la Tabla 6, las cuales fueron adecuadas en cantidad y
calidad para la secuenciacion.
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Tabla 6. Concentracién de los amplicones obtenidos, para los siete genes empleados en el MLST, de las
cepas de E. faecium aisladas del queso bola.

Gen |Cepa| ng/ul |Gen|Cepa| ng/ul |Gen|Cepa| ng/ul
10 | 81.090 10 | 51.641 10 |44.807
9 88.463 9 95.791 9 145.981
purK| 6 |873.322|adk| 6 83.228 |pstS| 6 [41.257
3 52.984 3 29.616 3 |28.421
2 1100.842 2 |129.005 2 |39.521
10 | 39.861 10 | 68.363
9 43.551 9 34.548
gdh 6 52.504 | ddi 6 54.714
3 | 13.665 3 | 18.053
2 49.005 2 37.592
10 | 47.914 10 | 44.127
9 | 16.618 9 | 52.557
atpA| 6 |[39.737 |gyd| 6 | 35.023
3 20.262 3 36.851
2 27.520 2 37.353

Obtenida la secuencia de los fragmentos internos de los siete genes: atpA (ATP
sintasa, subunidad alfa), ddl (Ligasa D-alanina: D-alanina), purK (subunidad
deshidrogenasa), gyd (gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa), pstS
(transportador ABC) y adk (adenilato cinasa), se realizdé su alineamiento con una
secuencia de referencia tomada de la base de datos respectiva al gen a alinear,
para mantener el tamafio del amplicon marcado por la referencia, ya que las
secuencias obtenidas son mas grandes a las marcadas por la base de datos y el
programa limita su reconocimiento. Cabe mencionar que para cada gen existen un

namero limitado de alelos, los cuales se identifican con un nimero (Tabla 7).
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Tabla 7. Alelos descritos por la base de datos del MLST con fecha de ultima actualizacion Octubre del

2017.

Locus Alelos
atpA 105
ddl 97
gdh 86
purk 98
gyd 54
pstS 127
adk 49

La base de datos verifica una coincidencia exacta entre cada loci y las

coincidencias mas cercanas se identifican otorgando un numero de alelo. Al

conjunto de alelos ordenados de forma especifica se les conoce como perfil

alélico;

cada perfil

alélico obtenido se comparé con

la base de datos

(http://efaecium.mlst.net/), ésta asigndé un niamero de secuencia tipo (ST) producto

del conjunto de numeros otorgados a los siete alelos (Tablas 8 y 9). Estas ST nos
permiten la rapida comparacion entre aislados de diferentes ambientes y la

asociacion a complejos clonales.

Tabla 8. Perfiles alélicos de las cepas de E. faecium asiladas del queso bola de Ocosingo.

Cepa atpA ddl gdh purK gyd pstS adk
10 8 4 12 9 1 1 5
9 8 4 12 9 1 1 5
6 8 4 12 9 1 123 5
3 8 4 12 9 53 124 5
2 8 4 12 6 53 1 5

Sombreados los nuevos alelos obtenidos.
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Tabla 9. Secuencias tipo asignada a cada una de las cepas de E. faecium.

Cepa Secuencia Tipo (ST)
10 130
9 130
*6 1293
*3 1294
*2 1295

*La STs obtenida para las cepas 6, 3 y 2 no habian sido previamente reportadas.

De las ST obtenidas, la ST130 de la base de datos presenta tres aislados de dos
fuentes distintas, la primera en ser reportada el 20 /01 /2015, pertenece a un
aislado de sangre de un paciente hospitalizado de Alemania, la cual no especifica
las razones de ingreso o si sufria de algun padecimiento. Las otras fuentes
corresponden a nuestros aislados, a las cepas 10 y 9 obtenidas en el presente

trabajo.

En la Figura 12 se observa el alineamiento de ambas hebras de la secuencia
obtenida para el gen gdh, pertenecientes a la cepa 9 con su referencia. Los
nucleotidos en color rojo muestran el inicio y final del alelo de referencia; las bases
marcadas de color negro al inicio del alineamiento indican el tamafio real de la
secuencia experimental. Dentro de la secuencia delimitada en color rojo, la base
color negra ubicada entre los nucle6tidos 300 y 310, indica una diferencia con la
referencia, y las marcadas en azul, muestran igualdad entre ambas hebras. Se

muestra la secuencia consenso por debajo de la referencia.
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Figura 12. Alineamiento de las secuencia para el gen gdh de la cepa 9 con su referencia (tomada de la

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
1 I
AARGGTTTTARGGTTGTAGCAT TACTTGCARTGGARCCGCCAGTAGCATTTTCCGAARARGARATCCETACAGARAAGATCARA
ACARATACTTTTTTTTTTGGCGGCATTTARAGATATGGTGCAARATCATATTTTACAGGTTGTAGCATTACTTGCARTGGARCCGCCAGTAGCAT TTTCCGAARARGARATCCGTACAGARARGATCARA
CCGCCAGTAGCAT TTTCCGARRARGARATCCGTACAGARARGATCARA

............................................... a...ttt, . aggttgtageattacttgeaat ggaal CGCCAGTAGCATTTTCCEAARARGARATCCETACAGARAAGATCARA

131 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260

]

GCATTGARAGCTATCCGCATT TATARCGRAGAAGAAGT GTTAGARARCTTCGT TCGCGGGCARTATGC TCARGGT GARTTGGATGETGTACAATTCARGGGCTATCGCGARGARGACARAGTGGATGCTC
GCATTGARAGCTATCCGCATT TATARCGRAGAAGAAGT GTTAGARARC TTCGT TCGCGGGCAATATGC TCARGGT GARTTGGATGE TG TACAATTCARGGGCTATCGCGARGARGACARAGTGGATGCTC
GCATTGARAGCTATCCGCATTTATAACGRAGAAGAAGT GTTAGARAARC TTCGT TCGCGGGCAATATGCTCARGGTGARTTGGATGETGTACAATTCAAGGGC TATCGCGARGARGACARAGTGGATGCTC
GCATTGARAGCTATCCGCATTTATAACGRAGAAGAAGT GTTAGARARCTTCGT TCGCGGGCAATATGCTCARGGTGARTTGEATGETGTACARTTCAAGGGCTATCGCGARGARGACARAGTGEATGCTC

261 270 280 290 y 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| |
ARTCAGAGACTGARACATTCGTCECAGGCARATTCACTAYCGACARCTTCCET TGETCAGGTGTTCCT TTCTATGTACGTACAGGCARACETT TGACT GARARRGEGACTCGGAT CAACATCGTATTCAR
ARTCAGAGACTGARRCATTCGTCECAGGCARRTTCACTATCEACAACTTCCET TGETCAGGTGTTCCT TTCTATGTACGTACAGGCARACETTTGACT GARAARGEGACTCGGATCAACATCGTATTCAA
AATCAGAGACTGARACAT TCGTCECAGGCARAT TCACTATCGATAACT TCCRT TGRTCAGGTGTTCCT TTCTATGTACGTACAGGCARRCGTT TGACT GARAARGGGACTCGGAT CAACATCGTATTCAR
ARTCAGAGACTGARRCAT TCGTCECAGGCARAT TCACTATCGAGAACT TCCRT TR TCAGGTGTTCCT TTCTATGTACGTACAGGCARACETT TGACT GARAARGGGACTCGGAT CAACATCGTATTCAR

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
1 I
ACARGTTCCTGTTAATGTATTCARAACATCTGTCGATGAACCATGTGACGATACGACACTTCCACCTARTGTTCTARCGATCTATATTCAGCCARCTGAAGGATTTTCTTTATCCTTGAATGGGARAGAA
ACARGTTCCTGTTARTGTATTCARAACATCTGTCGATGAACCATGTGACGATACGACACTTCCACCTARTGTTCTARCGATCTATATTCAGCCAACTGAAGGATTTTCTTTATCCTTGAATGGGARAGAA
ACARGTTCCTGTTARTGTATTCARAACATCTGTCGATGARCCATGTGACGATACGACACTTCCACCTARTGTTCTARCGATCTATATTCAGCCAACTGAAGGATTTTCTTTATCCTTGAATGGGARAGAA
ACARGTTCCTGTTARTGTATTCARAACATCTGTCGATGARCCATGTGACGATACGACACTTCCACCTARTGTTCTARCGATCTATATTCAGCCARCTGAAGGATTTTCTTTATCCTTGAATGGGARAGAA

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
1 I
GTAGGGCAAGGAT T TGAAACGGARCCARTCARATTGGARTT TAGAAARTAGT GCAGARATGG T TGAARATAGCCCAGARGCT TACGAAARATTACTATTAGATGCG TTGAATGGTGATGGARCGAACTTCT
GTAGGGCAAGGAT T TGAAACGGARCCARTCARATTGGARTT TAGAAARTAGT GCAGARATGG T TGARRATAGCCCAGAAGC T TACGAAARATTACTATTAGATGCG T-GAATGGTGATGTARCGA-CTCTT
GTAGGGCAAGGAT T TGARACGGARCCAATCARATTGGARTT TAGAAATAGT GCAGARATGG T TGAARATAGCCCAGAAGC T TACGRRARATT

GTAGGGCAAGGATTTGAAACGGARCCARTCARATTGGARTT TAGAAARTAGT GCAGARATGG T TGAARATAGCCCAGARGCT TACGAAARAT Tact attagatgegt . gaatggbgatg, aacga, ct., b

651 660 670 680 690 700 710 716

|
CTCATTGGGACGARTTCCCCARTCCTTGGGARCARARARCGAARARGGAGGGTGGACAGCARGEAG
AGCTT

esCoby

base de datos).

La secuencia consenso del gen gdh que pertenece a la cepa 9, se sube a la base

de datos, y ésta otorga el nimero de alelo al que pertenece, en cuyo caso nos

indica homologia con el alelo gdh 12. Al alinear ambos se confirma su igualdad no

observando nucleétidos diferentes (Figura 13); en caso contrario es necesario

contactar al curador para que le sea otorgado un nuevo numero de alelo y con ello

la nueva secuencia tipo.
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1 10 20 30 a0 50 60 70 80 90 100 110 120 130
1 [}
gdh9F ARAGGTTTTARGGTTGTAGCATTACTTGCARTGGARCCGCCAGTAGCAT TTTCCGAARRAGARATCCGTACAGAARRGATCARR

gdh9R  ACAAATACTTTTTTTTTTGGCGGCATTTARAGATATGGTGCARRATCATATTTTACAGGTTGTAGCATTACTTGCARTGGARCCGCCAGTAGCAT TTTCCGAAAARAGARATCCGTACAGAARRGATCARR
REFERENCIA_12 CCGCCAGTAGCATTTTCCGRARRRGARATCCGTACAGARAAGATCARR
CONSENSUS  +iyisssnsssnsssnssssrsssssssrsassrsssssssrsnss a...bEE, agptbgbageattacttgcaatggaal CGCCAGTAGCATTTTCCGAAARRAGARATCCGTACAGAARRGATCARR
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

I I
edhdF  GCATTGARAGCTATCCGCATTTATAACGAAGAAGARGTGTTAGARAACTTCGTTCGCGGGCANTATGCTCARGGTGAAT TEGATGGTGTACARTTCARGGGCTATCGCGARGARGACARAGTGGATGCTC
gdhR  GCATTGARAGCTATCCGCATTTATAACGAAGAAGARGTGTTAGARAACTTCGTTCGCGGGCAATATGCTCARGGTGAAT TEGATGGTGTACARTTCARGGGCTATCGCGARGARGACARAGTGGATGCTC

REFERENCIA_12 GCATTGARAGCTATCCGCATTTATAACGAAGAAGARGTGTTAGAAAACTTCGTTCGCGGRCAATATGCTCARGGTGAATTGGATGGTGTACARTTCARGGGCTATCGCGAAGARGACARAGTGGATGCTC
Consensus GCATTGAARGCTATCCGCATTTATAACGAAGAAGARGTGTTAGARAACTTCGTTCGLGGGCARTATGCTCARGGTGAAT TGGATGGTGTACARTTCARGGGCTATCGCGAAGARGACARAGTGGATGLTC

261 270 280 230 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

I I
gdhdF  ARTCAGAGAC TGARRCATTCGTCGCAGGCARAT TCACTATCGACAACTTCCGTTGRTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCAAACGT TTGACTGARRARGGGAC TCGGATCARCATCGTATTCAR
gdh3R  ARTCAGAGAC TGARRCATTCGTCGCAGGCARAT TCACTATCGACAACTTCCGTTGRTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCARACGT TTGACTGARRARGGGAC TCGGATCARCATCGTATTCAR

REFERENCIA_1Z AATCAGAGACTGAARCATTCGTCGCAGGCARATTCACTATCGACAACTTCCGTTGGTCAGGRTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCARACGTTTGACTGARRAAGGGAC TCGGATCARCATCGTATTCAR
Consensus ARTCAGAGACTGARACATTCGTCGCAGGCARAT TCACTATCGACARCTTCCGTTGETCAGGETGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCAARCGT TTGACTGARRARGGGAC TCGGATCARCATCGTATTCAR

391 400 d10 420 430 440 450 d60 470 480 430 500 510 520

I I
gdhdF ACAAGTTCCTGTTARTGTATTCARAACATCTGTCGATGARCCATGTGACGATACGACACTTCCACCTARTGTTCTARCGATCTATATTCAGCCAACTGAAGGATTTTCTTTATCCTTGAATGGGARAGAR
gdh3R  ACAAGTTCCTGTTARTGTATTCARAACATCTGTCGATGARCCATGTGACGATACGACACTTCCACCTARTGTTCTARCGATCTATATTCAGCCAACTGAAGGATTTTCTTTATCCTTGAATGGGARAGAR

REFERENCIA_1Z ACAAGTTCCTGTTARTGTATTCARAACATCTGTCGATGARCCATGTGACGATACGACACTTCCACCTARTGTTCTARCGATCTATATTCAGCCAACTGAAGGATTTTCTTTATCCTTGAATGGGARAGAR
Consensus  ACARGTTCCTGTTARTGTATTCARAACATCTGTCGATGARCCATGTGACGATACGACACTTCCACCTARTGTTCTARCGATCTATATTCAGCCARCTGARGGATTTTCTTTATCCTTGARTGGGARRGAR

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

| |

gdh9F GTAGGGCAAGGATTTGARACGGARCCARTCARATTGGAATTTAGAAATAGTGCAGARATGGT TGAAARTAGCCCAGRAGC TTACGARARRT TACTATTAGATGCGTTGARTGG TGATGGARCGAACTTCT

gdh9R  GTAGGGCAAGGATTTGARACGGARCCARTCARATTGGAATTTAGAAATAGTGCAGARATGGT TGAAARTAGCCCAGRAGC TTACGARARRT TACTATTAGATGCGT-GARTGGTGATGTARCGA-CTCTT
REFERENCIA_12 GTAGGGCAAGGATTTGAAACGGARCCARTCARATTGGAATTTAGARATAGTGCAGARATGGT TGAARATAGCCCAGAAGCTTACGARRARTT

Consensus GTAGGGCAAGGATTTGARACGGARCCAARTCARAT TGGARTTTAGAAATAGTGCAGARATGGT TGAAAATAGCCCAGAAGCTTACGAAARAT Tactattagatgegt .gaat ggtgate.aacga.ct.. .t

651 660 670 680 690 700 710 716
1 1
gdhdF  CTCATTGGGACGARTTCCCCARTCCTTGGGARCARRARRC AGCARGGAI
gdhdR  AGCTT
REFERENCIA_12
Consensus .. C.baieissnessnsasarssssessssassrsassssssssassranssssssssssssrsass

Figura 13. Alineamiento entre el alelo gdh perteneciente a la cepa 9, con el alelo existente designado
por la base de datos como gdh 12.

En el presente estudio se identificaron tres nuevos alelos: dos para el gen pstS
(cepas 6, 3) y uno para gyd (cepa 3, 2). Tras contactar al curador se otorgaron los
siguientes numeros de alelo: pstS 123 y 124; gyd 53 respectivamente; como parte
de la identificacion de los nuevos alelos, se asignaron tres nuevas secuencias tipo
ST1293, ST1294 y ST1295.

7.3 Estructura poblacional de E. faecium (Analisis de las ST obtenidas
de las cepas aisladas del queso bola)

Una vez obtenidas las STs de cada una de las cepas, se elabor6 el dendograma
de la estructura poblacional de E. faecium mediante el uso del algoritmo eBURST,
atil para ubicar y relacionar cada ST dentro de los complejos clonales,
particularmente con el CC17 asociado a aislados de origen nosocomial. Como
primer paso, el algoritmo eBURST divide las STs en grupos; el usuario define el
namero de alelos en comdn que presentara cada ST dentro de un grupo. En este
trabajo fue necesario ajustar la definicion de grupo con la especificacion de

agrupamiento mas relajada a un valor de 4 de los 7 loci. (Figura 14).
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Figura 14. Dendograma de la estructura poblacional de E. faecium; ubicadas las STs del queso bola y del
queso Cotija.

Enmarcadas y con flechas naranja las STs del queso bola de Ocosingo; en color verde las del queso Cotija. Sefialadas con
flechas rojas las STs (78, 17 y 18) que integran el CC17.
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En el dendograma se puede observar que las STs correspondientes a las cepas
de los quesos mexicanos analizadas, se encuentran lejos de las STs que integran
el CC17. Agrupandose cuatro de las doce secuencias dentro del complejo clonal

cinco (CC5). La restantes se ubican como secuencias aisladas.

La estructura poblacional de E. faecium comprende una amplia diversidad de STs
las cuales se agrupan en complejos clonales como son: el CC5 asociado a cerdos;
CC9, a aves de corral; CC1, a terneras; y los CC17, CC22, CC94 asociados a los
seres humanos. Se consideran como riesgosas aquellas ST que en su mayoria
son provenientes de aislados clinicos, como es el caso de las secuencias tipo

agrupadas por el CC17.

Un complejo clonal se define como el conjunto de STs relacionados entre si,
descendientes de un mismo genotipo fundador, que comparte al menos 5 de los 7
alelos con otras STs. Los CC llevan implicito un concepto evolucionista ya que
estas STs se han diversificado a partir de un ancestro comun; considerandose
como posible secuencia tipo fundadora de un CC a aquella que presenta un mayor
namero de ST dentro de un mismo grupo que se diversifican entre si, en un solo
alelo Single Locus Variant (SLV). A las ST que no pueden ser asignadas a algun
CC se les denomina solitarias (Singletones). Los grandes CC contienen subgrupos
y, por lo tanto, tienen fundadores primarios y subgrupos; por ejemplo, un SLV del
fundador principal puede haber aumentado en frecuencia y diversificado para
generar un numero de sus propios SLV, convirtiendose asi en fundador de
subgrupos. La promocion de una ST a fundador de un subgrupo depende de la
cantidad de SLV (Feil et al., 2004; Ruiz-Garbajosa et al., 2007).

El estudio realizado por Freitas et al. (2009) describe la estructura poblacional de
E. faecium aislados de diferentes origenes y localidades dentro de Portugal.
Sefala que las cepas aisladas cuyas STs pertenecen al CC5, no contienen los
factores de virulencia putativos probados: proteina de superficie enterocécica
(codificada por esp), hialuronidasa (codificada por hyl), citolisina (codificada por

cyl), gelatinasa (codificada por gel); sin embargo, exhiben varios fenotipos de
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resistencia como: vancomicina, ampicilina, eritromicina, teicoplanina y tetraciclina.
Cabe mencionar que la asociacion entre los cerdos y aves de corral como
reservorios y fuente de trasmision de cepas patdogenas de E. faecium a los seres
humanos, vinculan en ciertos casos a personas relacionadas con actividades en

las que es necesario su contacto.

Las ST1045 del queso Cotija y ST130 del queso bola estan relacionadas con el
CC5 a través de las ST156, con la que comparte 6 alelos, y con la ST150 con 5

alelos en comuan (Tabla 10).

Tabla 10. Secuencias tipo relacionadas con el CC5.

ST atpA ddl gdh purK gyd pstS adk
*156 5 2 12 9 1 1 5
1045 51 2 12 9 1 1 5
*150 5 4 12 9 1 1 5

130 4 12 9 1 1 5

** ST5 del CC5; *ST156 (SLV) del CC5; *ST150 (DLV) del CC5.

En la Figura 15 se presentan las STs que comparten 4 alelos en comdn con la
ST130; de las cuales se tiene identificadas 137 STs. En conjunto las STs aisladas
no poseen origen de hospitales en un 79%; de las 11 cepas que provienen de los
alimentos, 2 de ellas fueron aisladas del queso Cotija ST1045 y 1048, cinco del

queso bola, dos de Italia, una de Noruega y una de Alemania.
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Figura 15. Fuentes de los aislamientos reportados por la base de datos que integran las STs que
comparten 4 de los 7 alelos con la ST130 (Frecuencias-Porcentaje).
Consultado en octubre del 2017 en: https://pubmist.org/bigsdb?db=pubmlst_efaecium_isolates&page=profiles.

De las 7 cepas aisladas del queso Cotija —ente Bravo en 2008 y Guzman en
2015, y tipificadas mediante el MLST por éste ultimo— se observd que comparten
Gnicamente un alelo (gyd), con cierta relacion entre las cepas que provenian de
una misma colecta. Las cepas C y G presentaron la misma ST (1045); las cepas B
y D se encontraron estrechamente relacionadas, al compartir 6 de los 7 alelos (ddl,
gdh, purK, pstS, gyd, adk). Estas cepas fueron aisladas de dos quesos distintos,
uno de la rancheria “La Tinaja” en Michoacan y otro de Santa Maria del Oro en
Jalisco durante una misma colecta en el 2005; entre ellas comparten dos alelos en
comun (gyd y pstS). Las cepas QD-2 y QE-2 aisladas de dos quesos provenientes
de una mismo lugar, pero elaborados por productores diferentes, comparten 5
alelos entre si (atpA, ddl, purK, gyd, adK). La cepa QG-5, aislada de un queso de
Santa Maria del Oro en 2011, comparte 4 alelos (gdh, gyd, pstS, adK) con las
cepas C y G, y solamente un alelo (gyd) con las cepas QD-2 y QE-2 aisladas el

mismo afo.

El analisis MLST de las siete cepas de E. faecium aisladas de queso Cotija
“‘Regién de Origen” reveld cuatro secuencias tipo nuevas (ST1045, ST1046,
ST1047 y ST1048), el hallazgo de un nuevo alelo para el gen ddl (74) y dos cepas
reportadas en la base de datos: la cepa B (ST820) y la cepa QD-2 (ST135). Los
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resultados sugieren que las cepas de E. facecium no estdn relacionadas

directamente con el complejo clonal 17 (CC17) (Guzméan, 2015).

Las cepas aisladas del queso bola se encuentran mayormente relacionadas que
las del queso Cotija, puesto que entre ellas comparten 5 de 7 alelos (atpA, ddl,
gdh, purK y adk) a excepcion de la cepa 2, que no comparte el mismo alelo en el

gen purK.

Al comparar los alelos de las STs asignadas a las cepas aisladas del queso Cotija,
con las del queso bola, se econtré que comparten alelos entre si. Este es el caso
de la ST1045 (cepas G, C) y ST1048 (cepa QG-5) aisladas del queso Cotija, las
cuales comparten seis y cuatro de los siete alelos en comun con los de la ST130
(cepas 10 y 9) del queso bola en los genes: gdh, adk, gyd,pst, purK y atpA. La
ST1048 es la de mayor relacion alélica con la ST1295 (cepa 2) con 6 alelos en
comun (Tabla 11). Las ST de las cepas aisladas de ambos quesos tienen en
comun el alelo gyd, a excepcion de la nuevas secuencias tipo (ST1294 y ST1295)

cuyo alélo (gyd 53).no habia sido previamente reportado.
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Tabla 11. Secuencias tipo obtenidas de las cepas de E. faecium aisladas del queso Cotija y queso bola.

Queso | Cepa ST atpA ddl gdh purk gyd pstS adk

o B 820 5 7 5 7 1 1 1

T w0

s § C 1045 51 2 12 9 1 1 5

&c’;’ = D 1046 3 7 5 7 1 1 1

5 5 G | 1045 | 51 2 12 9 1 1 5

:5 5

S 2 | QD2 | 135 27 3 1 2 1 1 1
[

2 & | QE-2 | 1047 27 3 25 2 1 12 1

& O [ QG5 | 1048 8 74 12 6 1 1 5

10 130 8 4 7 9 1 1 5 |

(]

S o 9 130 8 4 12 9 1 1 5

— (@)

2 £ 6 1293 8 4 12 9 1 123 5

(@] o

$ S 3 1294 8 4 12 9 53 124 5

4 2 1295 8 4 12 6 53 1 5

Se resaltan los alélos homélogos entre si. En marco rojo el gen purK definido como marcador epidemiolégico.

Los alelos que integran los perfiles alélicos de las ST de cada una de las cepas en

ambos quesos, presentan diferencias con los alelos que conforman las ST que

integran al CC17 (Tabla 12). Especificamente con el alelo purK (1), definido como

marcador epidemiol6gico de tipificacion dentro del grupo de E. faecium resistentes

a vancomicina, asociado a los genotipos Van A y Van B. Algunos estudios han

observado la relacion del alelo purK (1) con la presencia del gen esp; puesto que

las cepas que presentan este alelo pertenecen en su mayoria a aislados de origen

hospitalario. Su empleo sirve asi, diferenciador de aquellas cepas de origen

distinto (Willems et al., 2001; Camargo et al., 2006; Torres et al., 2009; Galloway-
Pefia et al., 2012).
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Tabla 12. Secuencias tipo y perfil alélico que conforman el CC17.

ST atpA ddl gdh purKn gyd pstS adk
17 1 1 1 1 1 1 1
18 7 1 1 1 5 1 1
78 15 1 1 1 1 1 1

Reportado por la base de datos del MLST de E. faecium.

Los numeros alélicos 9 y 6 obtenidos para el gen purK por parte de las cepas del

queso bola, comparado con el analisis informado por Biavasco et al. (2007), se les

asocian con cepas provenientes de aves de corral y puerco respectivamente.

La base de datos del MLST integra hasta ahora 51 secuencias tipo aisladas de
alimentos; éstas a su vez expresan la presencia de determinados alelos para cada
gen reiteradamente, con 42 valores unicos. En la Figura 16, se presentan los

alelos presentes para cada gen dentro de aislados de alimentos. Los alelos

asignados que conforman los perfiles alélicos de las secuencias tipo de las cepas

aisladas de ambos quesos artesanales mexicanos, se encuentran entre los mas

recurrentes dentro de las secuencias tipo de la base de datos que comprenden los

51 aislados de alimentos (Tabla 13).

MLST
Fields Alleles

ST 42 13 atpA 11 e F.3

ddl 10 [ &

gdh 11 [ &

pLrk 10 [ E3

gyd 3] & &

pstS 13 1] F.3

adk 8 ik F3

Figura 16. Captura de pantalla de las variantes alélicas presentes para cada gen dentro de los aislados de

alimentos de E. faecium el 1/11/2017.

Fuente: https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmist_efaecium_isolates&page=query
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Tabla 13. Frecuencia de los alelos presentes en las secuencias tipo de ambos quesos en relacion con los
aislados de alimentos que integran la base de datos.

Genes
Alelo atpA ddl gdh
.| Porcentaje | Alelo .| Porcentaje | Alelos .| Porcentaje
Frecuencia Frecuencia Frecuencia
% % %
90c 12 23.53 20c 21 41.8 loc 17 33.33
808 7 13.73 *408 10 41.18 120‘2“ 9 17.65
3ac 4 7.84 3ac 8 15.69 50c 2 3.92
5108 1 1.96 7oc 1 1.9 250c 1 1.96
2708 1 1.96 740c 1 1.96
gyd pstS adk
Alelo .| Porcentaje | Alelo ._ | Porcentaje | Alelos .| Porcentaje
Frecuencia Frecuencia Frecuencia
% % %
losyoc| 42 82.35 18? 20 39.22 | loc 29 56.86
*
5308 2 392 | 120c 1 1.96 55? 13 25.49
purk 12308 1 1.96
Alelos . '
Frecuencia| ' ' 0 | 124ge 1 1.96
*6 12 23.53
2 7 13.73
9 7 13.73
7 2 3.92

QC queso Cotija; QB queso bola.

alimentos y con * el segundo lugar.

Sombreados aquellos alelos mas frecuentes en la base de datos originarios de

Mediante este analisis fue posible observar que las secuencias tipo de las cepas

aisladas de ambos quesos artesanales mexicanos presentan relacion entre ellas;

asi como con otras secuencias tipo con alelos en comdn, las que en su mayoria

forman parte de aislados agricolas, alimentos y en menor frecuencia de origen

hospitalario. Ademas tiene alelos en comun con todas los aislados de alimentos

presentes en la base de datos.
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7.4 Factores de virulencia

Los genes que codifican para factores de virulencia son generalmente detectados
en aislados clinicos; sin embargo, los estudios realizados sobre su prevalencia en
alimentos sugieren que algunas cepas de estos aislados las albergan (Bhardwaj et
al., 2008). Eaton y Gasson en 2001 demostraron la presencia de factores de
virulencia en cepas de enterococos proveniente de aislados clinicos y de
alimentos, encontraron que el mayor contenido de dichos factores esta presente
en E. faecalis, con una incidencia mayor en cepas clinicas que en cepas de
alimentos. Las cepas E. faecium estdan generalmente libres de factores de
virulencia, pero hay notables excepciones cuya presencia puede estar relacionada

con la transformacion de cepas inocuas a patdégenas.

Debido a la presencia de factores de virulencia en algunas cepas aisladas de
alimentos, y su capacidad para transferirlos a otras, se evalud la presencia de tres
factores de virulencia que en conjunto potencian su patogenicidad en relacién con
cualquiera de los factores de forma individual (Gilmore, 2002). EI gen cylA que
codifica para la citolisina / hemolisina, es una enterocina de tipo lantibiético de
gran importancia debido a su capacidad de lisis celular, y agravamiento de la
infeccion (Franz et al., 2003); por otro lado, se evalué la presencia del gen esp que
codifica para la proteina de superficie y el gen asal para la sustancia de
agregacion. Ambos relacionados con la capacidad de colonizar (Franz et al., 2003;
Vankerckhoven et al., 2004). Para ello se realizaron reacciones de PCR punto final
empleando los cebadores especificos de cada gen, y como control positivo se
emplearon cepas de coleccion bajo la presencia de dicho factor.

Los resultados revelaron la ausencia de estos factores de virulencia al no
obtenerse algun producto de amplificacién. Las bandas que se observan en los
genes cylA y esp son de caracter inespecifico pues no comparten el peso

molecular esperado para el factor de virulencia analizado (Figura 17).
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375pb

517pb

cylA b)
a)

510pb

esp

Figura 17. Productos de la reaccion de PCR para los factores de virulencia evaluados: cylA, esp y asal.
Inciso a) Presencia del gen asal por parte de la cepa control (ATCC 29212) en 375pb; inciso b) Presencia del gen cylA por
la cepa control de E. faecalis (NCIMB-700585); e inciso c) Presencia del gen esp dado por la cepa A de E. faecalis. La M,
denota el marcadory la C, la cepa control.

Olvera-Garcia en el 2013, analizé la relacion del potencial de virulencia y del
efecto antimicrobiano, sin detectar el gen que codifica para la citolisina A (cylA) en
las cepas aisladas del queso Cotija. Las cepas B, QD-2, QE-2 y QG-5 amplificaron
para el gen que codifica a la sustancia de agregacién (asa) y la proteina de
superficie (esp). Olvera-Garcia concluy6 que los factores de virulencia detectados
se relacionan con la capacidad de colonizar y no existe riesgo de una infecciéon
producida por estas cepas (Doman, et al., 2007). Ademas del papel protagénico
gue los enterococos pueden desarrollar en la inocuidad del producto, hace que el
riesgo de una infeccién enterococal por el consumo de queso Cotija, sea baja
(Tabla 14) (Gilmore, 2002).

A pesar de lo que puede representar la deteccion de factores de virulencia en
cepas aisladas de alimentos, no se ha mostrado relacion alguna entre el consumo
de alimentos que los contengan, y la aparicion de infecciones producidas por ellos.
Ademas, la presencia de genes de virulencia no asegura su funcionalidad, pues
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los factores ambientales influyen en su expresion genética, y las condiciones
utilizadas para las pruebas fenotipicas son diferentes de las que se encuentran en
el cuerpo humano (Eaton y Gasson, 2001; Castro et al., 2004; Ogier y Serror et al.,
2008).

Tabla 14. Presencia de los genes (cylA, esp y asal) que codifican para factores de virulencia en las cepas de
E. faecium del queso Cotija y el queso bola.

Queso Cepa cylA asal esp

B - + +
C - - -
D - - -
G - - -
QD-2 -
QE-2 - + +
QG-5 - + +

Garcia), 2013)

Queso Cotija (Olvera-

Queso bola

NlW| o O
]
]
]

7.5 Resistencia a los antibioticos

La resistencia a los antibiéticos es un aspecto relevante en microbiologia clinica
debido a que este género es ampliamente reportado dentro de los
microorganismos resistentes, lo cual afecta no solo a pacientes vulnerables, sino a

todos los seres humanos, ya que limita el uso a ciertos antibidticos.

Se realizd una evaluacion cualitativa basada en la capacidad de resistencia o
susceptibilidad expresada por las cepas de estudio. Se entiende por resistencia a
la capacidad adquirida de un microorganismo para crecer en presencia de un
antibiotico, al que habitualmente es sensible, y por susceptibilidad a la ausencia

del gen que lo hace resistente (Madigan et al., 2009).

57



Para ello se realiz6 una prueba por difusion de disco, en ella se puede observar la
generacion de un halo inhibitorio generado por el antibiético en caso de

susceptibilidad; de no ser asi se observa crecimiento normal.

Todas las cepas del queso bola presentaron resistencia a aminoglucosidos como:
kanamicina (8 pg/mL), estreptomicina (1 mg/mL) y espectinomicina (1mg/mL); por
el contrario para los beta lactdmicos todas fueron susceptibles a ampicilina (16
pg/mL), pero las cepas 9 y 3 presentaron resistencia a penicilina (8 pg/mL) con
inhibicion parcial por parte de la cepa 2; para el macrélido evaluado (Eritromicina 8
pg/mL) Unicamente la cepa 9 presentd inhibicion parcial; en el caso de la
tetraciclina (16 pg/mL) las cepas 10 y 9 fueron resistentes. La cepa 9 fue la Unica
resistente a vancomicina (32 pg/mL) (Figura 18); lo cual significa muy
probablemente que adquiri6 un gen de resistencia, ya sea mediante plasmidos o
transposones, inhibiendo de esta manera sus capacidad de uso como probidtica o
cultivo adjunto (Tabla 15). Las cepas aisladas del queso bola mostraron mayor

resistencia variable a los antibiéticos que las del queso Cotija (Guzméan, 2015).

Del estudio realizado por Olvera-Garcia en el 2013 sobre la evaluacion de la
inocuidad de Enterococcus spp. aislados del queso Coatija, los resultados revelaron
que ninguna cepa poseia la capacidad de crecer en presencia de las

concentraciones evaluadas del antibiético vancomicina.

La deteccién frecuente de resistencia a los antibioticos entre los enterococos de
origen lacteo probablemente se deba a los mecanismos de transferencia de los
genes de resistencia a través de plasmidos conjugativos y transposones.
Convirtiendo a los alimentos en fuentes de diseminacion tanto de factores de
virulencia, como de genes resistentes a antibidticos sin ser causa directa de

infeccion (Ogier y Serror, 2008).
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Tabla 15. Antibidticos evaluados en las cepas de E. faecium aisladas del queso bola y queso Cotija.

Antibidticos

*Aminoglucoésidos Glucopéptido Blactamicos
@
£ z <
s | 5 | 5 g o g | & s
S £ I= E = £ © S
S = Q
Queso | Cepa £ £ 2 S 2 2 £ S
< Q o c € o = =
(3] (5] = < < o = (&)
XY % 7] > L ~
N L
QC 8ug/mL | Img/mL | Img/mL 32pg/mL 16pg/mL | 8pug/mL | 8pug/mL | 16pg/mL
(Olvera-
; B R R R
Garcia,
2013) C R R R
D R R R
G R R R
QD-2 R R R
QE-2 R R R
QG-5 R R
10 R R R R R
9 R R R R R P R
QB 6 R R R R
3 R R R R R
2 R R R IP R

R= Resistencia *Resistencia intrinseca; S= Susceptible; IP= Inhibicion Parcial
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Cepa 3

Figura 18. Prueba de resistencia a antibiéticos por difusion en disco de las cepas 9, 6y 3 de E.
faecium.
Los antibiéticos enumerados kanamicina (1); eritromicina (2); estreptomicina (3); vancomicina (4); penicilina (6);

Espectinomicina (7); tetraciclina (8).
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8. Reflexion final

Si bien, algunas cepas aisladas de queso presentaron resistencia a los antibioticos
evaluados, estas concentraciones son bajas en comparacion a las toleradas por
cepas de hospitales. Esta resistencia confiere una propiedad ventajosa, la cual
ejerce una presion selectiva y favorece a la cepa portadora del plasmido:
capacidad adquirida que facilita la oportunidad de causar enfermedad por aquellas
cepas que ademas poseen factores de virulencia; por lo que a nivel mundial el

brote de estas cepas es importante (Ryan et al., 2010).

El aumento de las infecciones por enterococos adquiridas en el hospital ha sido,
en parte, debido al aumento del uso de antibiéticos de amplio espectro por el
creciente numero de pacientes gravemente enfermos y en alimentos para
animales. Los enterococos no soOlo son intrinsecamente resistentes a varios
antibiéticos, también se caracterizan por una capacidad potente y Unica para
transferir material genético, debido a que los determinantes genéticos de
resistencia de estas bacterias se encuentran generalmente en plasmidos
conjugativos o transposones, propensos a transferencia genética (Gomes et al.,
2008). El incremento de la presencia de cepas resistentes a la ampicilina,
aminoglucésidos y glucopéptidos (vancomicina) plantea serias dificultades en la
terapia clinica. Ademas, la presion selectiva ejercida por el uso de antibiéticos
como promotores del crecimiento en animales destinados al consumo humano,
parece haber creado grandes reservas de resistencia a los mismos, transferibles a
diversos ecosistemas. Por lo tanto, la barrera que separa los enterococos como
contaminantes inofensivos de cepas patégenas parece mas fragil. En el caso de
Enterococcus resistentes a la vancomicina, la mayor amenaza es la posibilidad de
transferir sus genes de resistencia a bacterias Gram-positivas patogenas, lo que
podria producir agentes infecciosos verdaderamente atemorizantes (Giraffa,
2002).

Afortunadamente, estas caracteristicas importantes son dependientes de la cepa.
Por estas razones, la seleccion de cepas de Enterococcus de interés en la

industria alimentaria, como probi6tico o cultivo iniciador, debe basarse en la
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ausencia de cualquier posible propiedad patogénica, o de genes de resistencia a

antibioticos transferibles (Foulquié et al., 2006).
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9. Conclusiones

e Las cepas de E. faecium aisladas del queso bola de Ocosingo presentaron
colonias tipicas en medio KAA, morfologia propia (cocos y diplococos),
Gram positivos, catalasa negativos, asi como el crecimiento en intervalos
de temperatura, pH y concentracion de NaCl que los diferencia de otros
cocos Gram positivos.

e La caracterizacion genotipica realizada mediante el MLST a cada cepa,
dieron origen a tres alelos nuevos gyd (53) y pstS (123 y 124), los cuales
originaron tres nuevas secuencias tipo (ST) 1293, 1294 y 1295; y la ST 130
previamente descrita por la base de datos.

e EXxiste relacion alélica entre las STs del queso bola con las presentes en la
base de datos asociadas a alimentos, como con las del queso Cotija
evaluado por Guzman en 2015.

e Los perfiles alélicos de las cepas analizadas, resultado de su tipificacion
genotipica, las hacen diferentes al CC17 atribuido a cepas causantes de
infecciones en pacientes hospitalizados.

e Considerando la ausencia de factores de virulencia y baja resistencia
adquirida a los antibioticos, se podria considerar que las cepas aisladas del
queso bola de Ocosingo no representan un riesgo para la salud del

consumidor.
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13. Anexo

Secuenciacion y alineamiento de los siete genes de mantenimiento necesarios

para la tipificacibn por secuenciacion multilocus (MLST),

procedentes del

aislamiento de las cinco cepas evaluadas en el presente estudio. Todas alineadas

con el alelo presente por la base de datos.

Cepa 10

Alineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen adk de la cepa 10

adk10F
adk10R
REFEEHCIA

Consensus

adk10F
adk10R
REFEENCIA
Consensus

adk10F
adk10R
REFEENCIA
Consensus

adk10F
adk10R
REFEEHCIA

Consensus

adk10F
adk10R
REFEENCIA
Consensus

gyd10R
REFEREHCIA_1
Consensus

gyd10R
REFEREHCIA_1
Consensus

gyd10R
REFEREHCIA_1
Consensus

gyd10R
REFEREHCIA_1
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
| |

GGCCGTATGACCAGCTGATARR-TCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCAACAGGAGATATGTTCCGCGCAGCAATGCARA
TICTTTTATTAARCCTTCCATTTAATGGGGC TGCCAGGCGCAGGTARAGGAACACARGCTGARARARTCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGGAGATATGTTCCGCGCAGCAATGCARA

RGCTGARARRATCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCAACAGGAGATATGT TCCGCGCAGCAATGCARA
................................................ g.a, ,ac,AGCTGAaARRATCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGGAGATATGT TCCGCGCAGCAATGCARR
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| |
ACGARACAGCTCTTGGCCTGGARGCARAGTCTTATATGGATARAGGTGCATTAGT TCCTGATGARGTAACARATGGAATCGTGARAGAGCGAC TAGC TGAACCAGATACAGAGARAGGC TTCTTATTAGA

ACGARACAGCTCTTGGCCTGGARGCARAGTCT TATATGGATARAGGTGCATTAGTTCCTGATGARGTARCARATGGARTCGTGARAGAGCGACTAGC TGAACCAGATACAGAGAAAGGCTTCTTATTAGA
ACGARACAGCTCTTGGCCTGGARGCARAGTCTTATATGGATARAGGTGCATTAGTTCCTGATGARGTAACARATGGAATCGTGARAGAGCGACTAGC TGAACCAGATACAGAGARAGGCTTCTTATTAGA
RCGARACAGCTCTTGGCCTGGARGCARAGTCTTATATGGATARAGGTGCATTAGTTCCTGATGARGTAACARATGGAATCGTGARAGAGCGAC TAGC TGAACCAGATACAGAGARAGGCTTCTTATTAGA

261 270 280 230 300 il 320 330 340 350 360 370 380 330

| |
TGGCTTTCCACGTACGC TAGATCARGCARARGC TCTGGACGCAATGCTARARGATTTGAATARARRAATTGATGCTGTCATCGATATCCATGTTGGTGARGARATCTTGGTCGARCGTCTRGCCGGCCGA
TGGCTTTCCACGTACGCTAGATCARGCARARGC TCTGGACGCAATGCTARARGATTTGAATARARRAAT TGATGCTGTCATCGATATCCATGT TGGTGARGARATCTTGGTCGARCGTCTRGCCGGCCGA
TGGCTTTCCACGTACGCTAGATCARGCARARGC TCTGGACGCAATGCTARAAGATTTGAATARARAAATTGATGCTGTCATCGATATCCATGTTGGTGARGARATCTTGGTCGARCGTCTRGCCGGCCGA
TGGCTTTCCACGTACGCTAGATCARGCARAAGC TCTGGACGCAATGCTARARGATTTGAATARAARRATTGATGCTGTCATCGATATCCATGT TGGTGAAGARATCTTGGTCGARCGTCTAGCCGGCCGA

351 400 410 420 430 4do 450 460 470 480 430 500 510 520
| |
TTTATCTGCAGCARTTGTGGAGCARCTTACCATARARTTTTCAACCCTACARAAGT TGAAGACACATGTGATCGTTGCGGTGGGCATGARTTCTATCARAGAGAAGATGATARACCTGAGACGGT TRARA
TTTATCTGCAGCARTTGTGGAGCARCTTACCATARARTTTTCARCCCTACAAAAGT TGARGACACATGTGATCATTGCGGTGGGCATGARTTCTATCARAGAGARGA--GTAGCCGTG
TTTATCTGCAGCARTTGTGGAGCARCTTACCATARARTTTTCAACCCTACAAAAGT TGARGACACATGTGATCGTTGCGGTGGGCATGARTTCTATCARAGAG
TTTATCTGCAGCARTTGTGGAGCARCTTACCATARARTTTTCARCCCTACARAAGT TGARGACACATGTGATCGTTGCGRTGGGCATGARTTCTATCARAGAGaaga, . ta, .Cibgrsssrrrrsss

521 530 540 547
| I
ATCGTGGEARCTTTCACACARARATAR

Alineamiento de las secuencias ( reversa) del gen gyd de la cepa 10

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
| |
TCARRCTGCTTAGCTCCARTGGCTARARCAT TGARCGACAART TTGETGT TGTTGRAAGGATTARTGACARCTATCCACGCTTACACAGGTGACCARATGACTCTAGACGGACCTCATCCTARRGGTGACT

TGTTGAAGGATTARTGACARCTATCCACGCTTACACAGGTGACCARATGACTCTAGACGGACCTCATCCTARRGGTGACT
besreseerrasrestarsrstesteasresrersearesreassessesl010ANGGATTARTGACARCTATCCACGCTTACACAGGTGACCARATGACTCTAGACGGACCTCATCCTARRGGTGACT

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| |
TCCGCCGTGCACGCGCTRCTRCTGCARACATCGTTCCTARCTCARCAGGTGCTGCTARRGCTATCGGTTTAGTARTTCCTGAAT TGARCGGTARRTTAGACGGRGCTGCTCARCGTRTTCCTGTACCARC
TCCGCCGTGCACGCGCTGCTGCTGCARACATCGTTCCTARCTCARCAGGTGCTGCTARRGCTATCGGTTTAGTARTTCCTGART TGARCGGTARRTTAGACGGRAGCTGCTCARCGTGTTCCTGTACCARC
TCCGCCGTGCACGCGCTGCTRCTGCARACATCGTTCCTARCTCARCAGGTGCTGCTARAGCTATCGGTTTAGTARTTCCTGART TGARCGGTARRTTAGACGGRGCTRCTCARCGTATTCCTGTACCAAC

261 270 280 290 300 10 320 330 340 350 360 370 380 390
| |
AGGTTCATTARCAGRATTAGTARCAGT TCTTGAARARGARGTARCTGTTGACGRAARTCARTGCAGCAATGARAGARGCTTCARACGARTCT TACGGATACARCACAGACGARRTCGTTTCTTCAGATATC
AGGTTCATTARCAGRATTAGTARCAGT TCTTGAARARGARGTARCTGTTGACGRAARTCARTGCAGCAATGARAGARGCTTCARACGARTCT TACGGATACARCACAGACGARATCGTTTCTTCAGATATC
AGGTTCATTARCAGRATTAGTARCAGTTCTTGAARARGAAGTARCTGTTGACGAARTCARTGCAGCAATGARAGARGL TTCARACGARTCTTACGGATACARCRCAGACGARATCGTTTCTTCAGATATC

391 400 410 420 430 440 450 460 464
| |
GTTGETATGACTTACGGTTCATTATTTRATGCTACACARACTARAGTARTGACAGTGGCGACARACATTTGTTA
GTTGGTATGACTTACGGTTCATTATTTGATGCTACACARACTARAGTARTGACAG

GTTGETATGACTTACGGTTCATTATTTGATGCTACACARACTARAGTAATGACAG, 4 v ssverarserserses
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Alineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen psts de la cepa 10

stS10F
REFEREN[IIH 1
pstS10R
Congensus

stS10F
REFERENEIR 1
pst510R
Consensus

pst510F
REFERENCIA_L
pstS10R
Congensus

pst510F
REFERENCIA_L
pst510R
Consensus

pst510F
REFERENCIA_L
pstS10R
Consensus

pst510F
REFERENCIA_L
pst510R
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

|
GCACATTTCGGA--CTCTGATGTATTTGCAGARGAR-GAGACGGAGTTGATGCTTCARRATT
GTTACTATCGGARACTCTGATGTATTTGCAGARGARAGAGACGGAGTTGATGCTTCARAATT
GTGECTGTTTCCARCCCCCAGAACARGCACAGCTTTTTTTTTTTTTGGCCCARRT TGARGC TGGAGCAGTTACTATCGGARACTCTGATGTATTTGCAGAAGARAGAGACGGAGT TGATGCTTCARAARTT
.................................................................... GttacTaTCGGAaaCTCTGATGTATTTGCAGAAGARAGAGACGGAGTTGATGCTTCARRATT

131 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260

|
AGTGGATCATAARGTAGCAGTGGTCGEGATGGCACCARTCGTCARTARAGATACAGATGTCARAGATATCACCARACAGGART TGATTGATATCTTTACAGGEARARATCAC TAACTGGARGGARGT TGGC
AGTGGATCATARAGTAGCAGTGGT CGGGATGGCACCARTCGTCARTARRGATACAGATGTCARAGATATCACCARACAGGAAT TGATTGATATCTTTACAGGARARATCAC TARCTGGARGGAAGT TGGC
AGTGGATCATARAGTAGCAGTGGTCGGGATGGCACCARTCGTCARTARRGATACAGATGTCARAGATATCACCARACAGGAATTGATTGATATCTTTACAGGARARATCAC TARCTGGARGGAAGT TGGC
AGTGGATCATAARGTAGCAGTGGTCGEGATGGCACCARTCGTCARTARAGATACAGATGTCARAGATATCACCARACAGGART TGATTGATATCTTTACAGEARARATCAC TAACTGGARGGARGT TGGC

261 210 280 290 300 310 320 330 340 350 360 310 380 390
I |
GGGARAGATCARRRARTCARCGTCGTGARCCGTGCAARCGGCAGCGGTACCCGCGCGACATTCGARARATGGGGAC TGGATGGTGL TACCCCTGTGCAGTCCCARGARCARGATTCATCAGGARCAGTTC
GGGAARGATCAARARATCAACGTCGTGARCCGTGCAARCGGCAGCGGTACCCGCGCGACATTCGAARAATGGGGACTGGATGGTGCTACCCCTGTGCAGTCCCARGARCARGAT TCATCAGGARCAGTTC
GGGAARGATCAARARRTCARCGTCGTGARCCGTGCARACGGCAGCGGTACCCGCGCGACATTCGARARATGEGGAC TGEATGGTGCTACCCCTGTGCAGTCCCARGARCARGATTCATCAGGARCAGTTE
GGGARAGATCARARARTCARCGTCGTGARCCGTGCAARCGGCAGCGGTACCCGCGCGACATTCGARARATGGGGACTGGATGETGC TACCCCTGTGCAGTCCCARGARCARGATTCATCAGGARCAGTTC

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520
1 1
GECAGCTGETAAGTCARACACCAGGAGCAATCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGAT TCCACACARGCACTARGTATCGACGE TG TAGAACCARARGARGAGAATG TAGCAGATAACAGCTGGGG
GGCAGCTGETAAGTCARACACCAGGAGCARTCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGAT TCCACACARGCACTARGTATCGACGETETAGARCCARRAGARGAGARTGTAGCAGATAACAGLTGGGG
GECAGCTGETAAGTCARACACCAGGAGCAATCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGAT TCCACACARGCACTARGTATCGACGE TG TAGAACCARARGARGAGARTG TAGCAGATAACAGCTGGGG
GECAGCTGETAAGTCARACACCAGGAGCARTCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGAT TCCACACARGCACTARGTATCGACGETGTAGARCCARRAGARGAGARTGTAGCAGATAACAGLTGGGG

521 530 540 550 560 570 580 590 60O 610 620 630 640 650
1

I |
ARTCTGGTCATATGARCATATGTACACGAACGGARRACCTTCCCCTGARGTCCARRAATTCTTAGACTACATGATGACAGAAGAARTCCARGARGGACCTGTCAARGART TGGGCTATTTACCARTCACA
ARTCTGGTCATATGARCATATGTACACGAACGGARAACCTTCCCCTGARGTCCARRAATTCTTAGACTACATGATGACAGAAGAARATCCARGARGGACCTGTCAARGART TGGGCTATTTACCARTCACA
ARTCTGGTCATATGARCATATGTACACGARCGGARRACCTTCCCCTGARGTCCARRAARTTCT TAGACTACATGATGACAGAAGARRTCCARGARGGACC TGTCAARGART TGGACA

ARTCTGGTCATATGARCATATGTACACGAACGGARRACCTTCCCCTGARGTCCARRAATTCTTAGACTACATGATGACAGAAGARATCCARGARGGACCTGTCAARGARTTGGgCLatLLaccaat.caca

651 660 670 680 630 700 710 720 730 736

|
ATGATGGARGTARGATGGGTTTCCCGGGAATARTGTGEGTARGGTGTGTTGET TATARATARRAGGT TTGGGGCGGGAGGEGEGEA
A

L P T

Alineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen atpA de la cepa 10

atpALOF
atpALOR
REFERENCAI_8
Consensus

atpAL0OF
atpALOR
REFEREHCAI_S
Consensus

atpAL0OF
atpAL0R
REFERENCAI_S
Consensus

atpA10F
atpAL0R
REFERENCAI_8
Consensus

atpALOF
atpALOR
REFERENCAI_8
Consensus

atpALOF
atpAL0R
REFERENCAI_8
Consensus

1 10 20 30 40 50 1] 70 80 90 100 110 1200 130
| |
AATCARAGTGTCATTCGGTA---GTCCCATCTGECATGTACGGCATGTCTTCTTCTGEARCGACGATAGA---ARCCGGCCCCTTGTTC
TTARARGAATTTTARTTTCCGGGTTCATACGGARTGGCACARARCT TAGAGTCARATGATGTAGETATCATTATCCTTGGCGATTTCGAGTCCATTCGTGARGGAGATARAGTARRACGARCAGGTARGA
TCATTATCCTTGGCGATTTCGAGTCCATTCGTGAAGGAGATARAGTARARCGARCAGGTARGA

aa,c,.ag,gtea. . ,g.b,,. . gt LCATLALcCEThgegatbt.eGagTeCaTbeG gRaGgaGATAaAgt aARaCGaaCaggTaaga

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 2500 260
| |
CCRTGECTTATC--GT--GARCTTAGATGATCGGTCGGETAGTCGATCCGC TAGGTCAACCARTCGACGGAC TAGETGARRTCGT TACTGACARAGC TCGTCCAGTAGARGTARTGGCACCAGGCGTTAT
TCATGGARGTTCCAGTTGGAGAGGCCT TGATCGGTCGGGTAGTCARTCCGL TAGGTCARCCARTCGACGGAC TAGETGARRTCGT TACTGACARAGC TCGTCCAGTAGARGCGATGGCACCAGGCGTTAT
TCATGEARGTTCCAGTTGGAGAGGCCTTGATCGGTCGGETAGTCARTCCGC TAGGTCAACCARTCGACGGAC TAGETGARRTCGT TACTGACARAGC TCGTCCAGTAGARGCGATGGCACCAGGCGTTAT
tLaTGBaagt TCcabTeeGAgagecet TRATCGATCGGATAGTCAATCCGC TAGGTCARCCARTCGACGGACTAGETGARRTCGT TACTGACARAGC TCGTCCAGTAGARGE¢ATGGCACCAGGCGTTAT

261 2m 280 290 300 310 320 330 340 350 360 30 380 390
| |
GCARCGTARRTCTGT TARCGARCCARTGCARACAGGGC TARRAGCGATCGACGCCCTTGTGCCARTCGEACGCAGACAACGTEARTTAGTCATCGGTGACCGTARRACAGGGARRACTTCTATTGCGATL
GCARCGTARRTCTGT TARCGARCCARTGCARACAGGGC TARRAGCGATCGACGCCCTTGTGCCARTCGEACGCGGACAACGTGARTTAGTCATCGGTGACCGTARRACAGGGARRACTTCTATTGCGATL
GCARCGTARRTCTGT TARCGARCCARTGCARACAGGGC TARRAGCGATCGACGCCCTTGTGCCARTCGEACGCAGACAACGTEARTTAGTCATCGGTGACCGTARRACAGGGARRACTTCTATTGCGATL
GCARCGTARATCTGT TARCGARCCARTGCARACAGGGE TARRAGCGATCGACGCCCTTGTGCCARTCGEACGCGGACAACGTGARTTAGTCATCGGTGACCGTARRACAGGGARRACTTCTATTGCGATE

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520
| |
GATACGATCATTARCCAARARGGTCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCAATCGGACARARAGAT TCTACAGTTCGTACACARGT TGAAACAT TGARRARATATGGCGCARTGGATTACACARTCGTTE
GATACGATCATTARCCARRARGGTCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCARTCGGACARARAGAT TCTACAGTTCGTACACAAGT TGARACAT TGARRARATATGGCGCARTGGATTACACARTCGTTE
GATACGATCATTARCCARRARGGTCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCAATCGGACARARAGAT TCTACAGTTCGTACACAAGT TGARACAT TGARRARATATGGCGCARTGGATTACACARTCGTTE
GATACGATCATTARCCARRARGGTCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCARTCGGACARARAGAT TCTACAGTTCGTACACARGT TGARACAT TGARRARATATGGCGCARTGGATTACACARTCGTTE

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
| |
TGAATGCCGGTGCGTCTCARCCAGCACCATTGCTTTA-~TATCGCACCATATGCTGGTAC TGCARTGGGTGARGART TCATGTACARCGGTARRCATGTATTGATCATTTTTGATGATCTTTCARRACAR
TGAATGCCGGTGCGTCTGTTCATACGGAATGGCACACCCATTGETGCCAGCATARTGT-CARTTGEGEGTCCCATCTGRCATGTACGGCAGTATCGTCTRARCGACGATCT
TGARTGCCGGTGCGTCTCARCCAGCACCATTGCTTTA--TATCGCACCATATGCTGGTACTRCARTGGETGAAGARTTCATGTACARCGGTARRCATGTATTGAT
TGAATGCCGGRTGCGTCTcaaCcaglaccATLGCLE L, ,taTchecalCAtatgct gGTalt gcaat Ghgtgafgaatt CATGTACaalgGTAaacabgbALLEAL LAty s s s s esssrassrssnsssns

651 660 670 680 630 636

|
GCCGTRGCTTTCCGTTGARCTTTARATARARAGGAARTTTTAATAT
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Alineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen gdh de la cepa 10

1 10 20 30 a0 50 60 70 80 90 100 110 120 130

1 1

gdh10F ATGTTTARGGGTGTAGCATTACTTGCARTGGAACCGCC-GTAGCATTTTCCGARARAGARATCCGTACA

gdh10R  TCCATTTTACTARTAGARARCTTTTTTTTTGGCCCCATTTAARGATATGGTGCARRATCATATT TTACAGET TGTAGCATTACTTGCARTGGAACCGCCAG TAGCAT TTTCCGAARRAGARATCCGTACA
REFERENCIA_12 CCGCCAGTAGCATTTTCCGAARRAGARATCCGTACA

CONSENSUS  +isvsvarssssressssssrsssessssssssssesrsssssnssesrssssssssessadb.bb, agg botageattacttgcaatggaalCGCCaGTAGCATTTTCCGAAARAGARATCCGTACA

|
gdhl10F GARARGATCARAGCATTGARAGCTATCCGCATTTATAACGAAGAAGARGTGTTAGAARACTTCGTTCGCGGGCARTATGCTCARGGTGAATTGGATGGTGTACAATTCARGGGCTATCGCGARGAAGACA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

GARARGATCARAGCATTGARAGC TATCCGCATTTATAACGAAGAAGARGTGTTAGARRACTTCGTTCGCGEGCAATATGCTCARGGTGAATTGGATGGTGTACAATTCARGGGCTATCGCGARGAAGACA

gdhl10R
REFERENCIA_12 GARARGATCARAGCATTGARAGCTATCCGCATTTATAACGAAGAAGARGTGTTAGAARRCTTCGTTCGLGGGCAATATGCTCARGETGAATTGGATGGTGTACAATTCARGGGCTATCGCGARGAAGACA
Consensus  GAAARGATCARAGCATTGARAGCTATCCGCATTTATAACGAAGARGARGTGTTAGAARACTTCGTTCGLGGGCAATATGLTCARGETGAATTGGATEGTGTACAATTCARGGGCTATCRCGARGAAGACA

|
gdh10F AAGTGGATGCTCAATCAGAGACTGARACATTCGTCGCAGGCARAT TCACTATCGACARCTTCCGTTGGTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGECAARCGTTTGACTGAARAAGGEACTCGGATCAR
gdh10R AAGTGGATGCTCAATCAGAGACTGARACCTTCGTCGCAGGCARAT TCACTATCGACARCTTCCGTTGGTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGECAARCGTTTGACTGAARAAGGEACTCGGATCAR

261 270 280 290 300 3o 320 330 340 350 360 370 380 390

REFERENCIA_12 AAGTGGATGCTCAATCAGAGACTGARACATTCGTCGCAGGCARAT TCACTATCGACARCTTCCGTTGGTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCARACGTT TGACTGARARAAGGGACTCGGATCAR
Consensus AAGTGGATGCTCAATCAGAGACTGARACATTCGTCGCAGGCARATTCACTATCGACARCT TCCGTTGGTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCARACGTT TGACTGAARARGGGACTCGGATCAR

391 400 a10 420 430 ado 450 460 aro 480 430 500 510 520
1 1

gdh10F  CATCGTATTCARRCARGTTCCTGTTARTGTATTCAARACATCTGTCGATGARCCATGTGACGATACGACACT TCCACCTARTGTTCTARCGATCTATATTCAGCCARCTGARGGATTTTCTTTATCCTTG
gdh10R  CATCGTATTCARRCARGTTCCTGTTARTGTATTCAARACATCTGTCGATGARCCATGTGACGATACGACACT TCCACCTARTGTTCTARCGATCTATATTCAGCCARCTGARGGATTTTCTTTATCCTTG

REFERENCIA_1Z2 CATCGTATTCAARCARGTTCCTGTTAATGTATTCAARACATCTGTCGATGARCCATGTGACGATACGACACTTCCACCTAATGTTCTARCGATCTATATTCAGCCARCTGARGGATTTTCTTTATCCTTG
Consensus CATCGTATTCAARCARGTTCCTGTTAATGTATTCAARACATCTGTCGATGARCCATGTGACGATACGACACTTCCACCTAATGTTCTARCGATCTATATTCAGCCAACTGARGGATTTTCTTTATCCTTG

|
gdhl10F AATGGGAARGAAGTAGGGCARGGATTTGARACGGAACCAATCARATTGGAATT TAGARATAGTGCAGARATGGTTGARARTAGCCCAGAAGC TTACGARARAT TACTATTAGATGCGT TGAATGGTGATG

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

ARTGGGAARGAAGTAGGGCAAGGAT TTGARACGGAACCAATCARATTGGAATT TAGARATAGTGCAGARATGGTTGARARTAGCCCAGAAGC TTACGARARRT TACTATTAGATGCGT-GAATGGTGATG

gdhl10R
REFERENCIA_12 AATGGGAARGAAGTAGGGCAAGGAT TTGARRCGGAACCAATCAAATTGGAATT TAGARATAGTGCAGARATGGTTGARARTAGCCCAGAAGC TTACGARARRTT
Consensus  AATGGGAARGAAGTAGGGCAAGGAT TTGARACGGAACCAATCARATTGGAATTTAGARATAGTGCAGARATGGTTGARARTAGCCCAGAAGCTTACGARARAT Tack aktagat gcgt . gaat ggtgaty

gdh10)
REFERENCIA_12

651 BEO 670 €80 690 700 709

| |
gdh10F GARCGARCTTCTCTCATTGEGACGARGTTCCCCARTCT TGGGAGGAARARAGARGGAGE

R -ARCGACTCCCCCTC

Consensus  ,88CEA. .. C.ChCuiiiaiaistassrsasstassratassnssrstasarassnas

Alineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen ddl de la cepa 10

dd110F
dd110R
REFERENCIA_4
Consensus

dd110F
dd110R
REFERENCIA_4
Consensus

dd110F
dd110R
REFERENCIA_4
Consensus

dd110F
dd110R
REFERENCIA_4
Consensus

dd110F
dd110R
REFERENCIA_4
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

1 1
ATTTTTTGAGAGACCARTTTGETATGCCTTATGTCRGCGCAGGCGTATTGACCAGTGCATGTGCCATGGATARAATCATGACCARATATATTTTACAAGCTGCTGGTGTGCCGCARGTTCCTTATGTACC
AGGGCGTATTGAC-AGTGCATGTGCCATGGATAAR-TCATGACCARATATATTTTACARGC TRCTGGTGTGCCGCARGTTCCTTATGTACT
TTGACCAGTGCATGTGCCATGGATARAATCATGACCARRTATATTTTACAAGCTGCTGGTGTGCCGCARGTTCCTTATGTACT
srrrsrssrersrssssrsrssrsrsrssrarsrssssssE2CELATTGACCAGTGCATGTGCCATGEATARRATCATGACCARATATATTTTACAAGCTGCTGGTGTGCCGCARGTTCCTTATGTACT

i3 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| |
AGTACTTARGAATCARTGGARRGARARTCCTARRRRAGTATTTGATCARTGTGARGGTTCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCARACCGGCGARTATGGGT TCTAGTGTCGGCAT TACARAGGCAGAARAL
AGTACTTARGARTCARTGGARRGARARTCCTARRRRAGTATTTGATCARTGTGARGGTTCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCARACCGGCGARTATGGGTTCTAGTGTCGGCAT TACARAGGCAGAARAL
AGTACTTARGARTCARTGGARRGARARTCCTARRRRAGTATTTGATCARTGTGARGGTTCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCARACCGGCGARTATGGGTTCTAGTGTCGGCAT TACARAGGCAGAARAL
AGTACTTARGARTCAATGGARRGARARTCCTARRRRAGTATTTGATCARTGTGARGGTTCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCARACCGGCGARTATGGGTTCTAGTGTCGGCATTACARAGGCAGAARAL

261 210 280 290 300 30 320 330 340 350 360 370 380 390

| |
CGAGAAGAGCTGCARARTGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCGAGCARTCGTTGARCARGGART TGARGCGCGCGARATCGARGT TGCTGTATTAGGAAATGARGATGTTCGGACGACTTTGL
CGAGAAGAGCTGCARARTGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCGAGCARTCGTTGARCARGGART TGARGCGCGCGARATCGARGT TGCTGTATTAGGAAATGARGATGTTCGGACGACTTTGL
CGAGARGAGCTGCARARTGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCGAGCARTCGTTGARCARGGART TGARGCGCGCGARATCGARGT TGCTGTATTAGGARATGARGATGTTCGGACGACTTTGL
CGAGAAGAGCTGCARARTGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCGAGCARTCGTTGAACARGGAAT TGAAGCGCGCGRAAATCGARGT TGCTGTATTAGGARATGARGATGT TCGGACGACTTTGL

3 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520
1 1
CTGGCGARGTCGTARARGACGTAGCATTCTATGATTATGARGCARAATATATCARTARTARAATCGARRTGCAGAT TCCAGCCGARGTGCCAGAARGAAGT TTATCARARAGCACARGAGTACGCGARGTT
CTGGCGARGTCGTARAAGACGTAGCATTCTATGATTATGAAGCARAATATATCAATARTARAAT CGARATGCAGAT TCCAGCCARRGTGCCAGARGARGT TTATCARARAGCACARGAGTACGCGARGTT
CTGGCGARGTCGTARARGACGTAGCATTCTATGATTATGARGCARRATATATCARTARTARART CGARATGCAGAT TCCAGCCGARGTGCCAGARGARGTTTATCARARAGCACARGAGTAC

CTGGCGARGTCGTARARGACGTAGCATTCTATGATTATGARGCARRATATATCARTARTARART CGARRTGCAGATTCCAGCCgARGTGCCAGARGARGT TTATCARARAGCACARGAGTACgcgaagtt

521 530 540 550 560 570 580 590593
I

|
AGCT-ACACGAGTAGCGACGC
AGCTTACACGATGTTAGGCGGARGCGGATTGAGCCGGTCGATTTTCTTTTTARARARARAAGGGGGGGGEGGEG

BPCL  ACACEA 4ss s BalBosrortsrstorittssstssrosstsstosstrstosttrssstssttssts
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Alineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen purk de la cepa 10

purk10F
PURKLOR
REFEREHCTIA
Consensus

purk10F
PURKLOR
REFERENCTIA
Consensus

purk10F
PURKLOR
REFERENCTIA
Consensus

purk10F
PURKLOR
REFERENCTIA
Consensus

purk10F
PURKLOR
REFERENCTIA
Consensus

purk10F
PURKLOR
REFERENCTIA
Consensus

Cepa9

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

I
TTTTTGCGCTGGARGAGCTTGCCAGARGAACAGATGTCATTACCTATGAATTCGARAATGTCAGTGTAGAGGCGTTAAA
TITTTTTTTCCCCCATCGATGAGT TEGGCACCCARRAGTGTCTATGATGACACCTTTGCGC TGARAGAGC T TECCAGARGAACAGATGTCATTACCTATGARTTCGARAATGTCAGTGTAGAGGCGT TAAR

CGTCAGTGTAGAGGCGTTAAA
_____________________________________________________ tttgcgcty, aagagctt gtcattacctatgaattcgaaaat GTCAGTGTAGAGGCGTTAAA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1 |
TGCGATTTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACTTGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGTTAGARARATCTTTTTTGGAARCGARCARCATCGTGATTGCTCCTTATGCARCGATCGTCAGT
TGCGATTTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACTTGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGTTAGARARATCTTTTTTGGARACGARCARCATCGTGATTGCTCCTTATGCARCGATCGTCAGT
TGCGATTTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACTTGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGTTAGARARATCTTTTTTGGAARCGARTARCATCGTGATTGCTCCTTATGCAACGATCGTCAGT
TGCGATTTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGEGACAGACTTGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGTTAGARARATCTTTTTTGGARACGARCARCATCGTGATTGCTCCTTATGCARCGATCGTCAGT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
1 I
CCGACGGATATCCARGATGCGAT TGACGGGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGARARCCACTCGAGETGGCTATGATGGCARGGEGCAGTATGTTTTGARAAGTCGGGCGGATCTAGCTCCTGCCATGGACC
CCGACGGATATCCARGATGCGAT TGACGGGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGARAACCACTCGAGETGECTATGATGGCARGGEGCAGTATGTTTTGARAAGTCGGGCGGATCTAGCTCCTGCCATGGACC
CCGACGGATATCCARGATGCGAT TGACGGEATCGGCTATCCTTGTGTTTTGARARCCACTCGAGGCGGCTATGATGGCAAGGEGCAGTATGTTTTGAARAGTCGGGCGGATCTAGCTCCTGCCATGGACC
CCGACGGATATCCARGATECGAT TGACGGEATCGGCTATCCTTGTGTTTTGARAACCACTCGAGEE GECTATGATGGCARGGEGCAGTATGTTTTGARARGTCGGGCGGATCTAGCTCCTGCCATGGACE

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520
1 I
TTTTAAGAGARGGARCCTETGTTTTAGARGCATGGATCCCGTTTGARAARGAGATTTCGATCATGGTGGCAGGARATGETCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARARCATCCACCACAACAR
TTTTAAGAGAAGGAACCTGTGT TTTAGRAGCATGGATCCCGT T TGARARAGAGATTTCGATCATGGTGGCAGGARATGETCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARAACATCCACCACAACAR
TTTTAAGAGARGGARCCTGTGTTTTAGARGCATGGATCCCGTTTGARAARGAGATTTCGATCATGGTGGCAGGARATGGTCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARARCATCCACCACAACAR
TTTTAAGAGAAGGARCCTETGTTTTAGRAGCATGGATCCCGTTTGARARAGAGATTTCGATCATGGTGGCAGGARATGETCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARAACATCCACCACARCAR

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
1 |
TATTCTTCATGAAACGATTGCTCCAGCTGCGATTGATCAGGATETGATTGARGAGGC TGAGCGTATTGCCCGTGTGATTGCAGARGCAGTARGCCTTTCAGGTGCTTTAGGGGTAGARATGTTTTTARCA
TATTCTTCATGAARCGATTGCTCCAGCTGCGAT TGATCAGGATETGATTGARGAGGC TGAGCGTATTGCCCETGTGATTGCAGARGCAGTARGCCTT-CAGGTGCGTTTAGGGGGE
TATTCTTCATGARACGATTGCTCCAGCCGCGAT TGATCAGGATGTGATCGAGGAGGC TGAGCGTATTGCCCGTGTGATTGE

TATTCTTCATGAARCGATTGCTCCAGCLGCGATTGATCAGGATGTGATELGAaGAGGC TGAGCGTATTGCCCGTGTGATTGC: aagectb.caggbge.tb. geg.. g

651 660 670 680 687
1
ARAACAGGCGGGCTTTGTTGGATGARARARARGAARR

Alineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen adk de la cepa 9

adk9F

adk3R
REFERENCIA_S
Consensus

adk3IF
adkIR
REFEREHCTA_S

Consensus

adk3F

adk3R
REFERENCIA_S
Consensus

adk3F

adk9R
REFERENCIA_S
Consensus
adk9F

a
REFERENCIA_S
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 a0 90 100 110 120 130
I

|
GGGGEACGGTARGG——AC-CARGCTGARARR-TCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGGAGATATGTTCCGCGCAGCARTGCA
TTGTTTGGTATTTTTACCCTCATTTAATTEGTCTGCCAGGCGCAGGTARAGGAACACARGC TEGARARARTCAT TGATGCT TATGGTATTCCGCACATCTCARCAGGAGATATGT TCCGCGCAGCARTGEA
AGCTGARARRATCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGGAGATATGTTCCGCGCAGCARTGCA

...................................... gg.%..#gtaa.g. .ac.calGLTGARAARRATCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGGAGATATGTTCCGCGCAGCARTGCA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

|

ARACGARACAGCTCTTGGCCTGGARGCARRGTCTTATATGGATAAAGGTGCATTAGTTCCTGATGARGTAACARATGGARTCGTGAARGAGCGAC TAGCTGARCCAGATACAGAGARAGGCTTCTTATTA
ARACGARACAGCTCTTGGCCTGEARGCARRGTCTTATATGGATAAAGGTGCATTAGTTCCTGATGARGTAARCARATGGARTCGTGARRGAGCEACTAGCTGARCCAGATACAGAGARAGGCTTCTTATTA
ARACGARACAGCTCTTGGCCTGGARGCARRGTCTTATATGGATARAGGTGCATTAGTTCCTGATGARGTARCARATGGAATCGTGAARGAGCGACTAGCTGARCCAGATACAGAGARAGGCTTCTTATTA
ARACGARACAGCTCTTGGCCTGGARGCARAGTCTTATATGGATAAAGGTGCATTAGT TCCTGATGARGTARCARATGGAATCGTGAARGAGCGACTAGCTGARCCAGATACAGAGARAGGCTTCTTATTA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 3930
|

GATGGCTTTCCACGTACGCTAGATCARGCAARAGC TCTGGACGCAATGC TAAARGAT TTGARTARARRRAT TGATGCTGTCATCGATATCCATGTTGGTGARGARATCTTGGTCGARCGTCTAGCCGGCC
GATGGCTTTCCACGTACGCTAGATCAAGCAAAAGC TCTGGACGCAATGC TAAARGAT TTGAATARARRART TGATGCTGTCATCGATATCCATGTTGGTGARGARATCTTGGTCGARCGTCTAGCCGGCC
GATGGCTTTCCACGTACGCTAGATCARGCAAAAGC TCTGGACGCAATGC TARARGATTTGAATARARAART TGATGCTGTCATCGATATCCATGTTGGTGARGAAATCTTGGTCGARCGTCTAGCCGGCL
GATGGCTTTCCACGTACGCTAGATCARGCAAAAGCTCTGGACGCAATGCTARARGATTTGAATARRAAAATTGATGCTGTCATCGATATCCATGTTGGTGARGAAATCTTGGTCGARCGTCTAGCCGGCT

391 400 q10 420 430 440 450 460 q70 480 430 500 510 520

|

GATTTATCTGCAGCARTTGTGGAGCARCTTACCATARARTTTTCAACCCTACARARGT TGARGACACATGTGATCGTTGCGGTGGGCATGARTTC TATCAARGAGARGATGATARACC TGAGACGGTTAR
GATTTATCTGCAGCARTTETGGAGCARCTTACCATARARTTTTCAACCCTACARARGT TGARGACACATGTGATCGTTGCGETGGECATGARTTCTATCARAGAGARGAG---TAACGTG
GATTTATCTGCAGCARTTGTGGAGCAACTTACCATARARTTTTCAACCCTACARARGT TGARGACACATGTGATCGT TRCGGTGGECATGARTTCTATCARRGAG
GATTTATCTGCAGCARTTGTGGAGCAACTTACCATARARTTTTCAACCCTACARAAGT TGARGACACATGTGATCGTTRCGETGGECATGARTTCTATCAAAGAGaaga. . .. .83C. ke sessaess

521 530 540 55852
1

|
ARATCGTTGGCAGGTTCARCAARARARAARGL

74



Alineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen gyd de la cepa 9

eyd9_CONSENSD
REFERENCIA_1
Consensus

gydI_CONSENSO
REFEREHCTA_1
Consensus

eyd9_CONSENSD
REFERENCIA_1
Consensus

gydI_CONSENSO
REFEREHCTA_1
Consensus

Ali

psLSIF
pstS9R
REFERENCIA_1
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
1

|
TGTTGARGGATTARTGACAACTATCCACGCT TACACAGGTGACCARATGACTC TAGACGEACCTCATCCTARAGGTGACTTCCGCCGTGCACGCGCTGCTGC TGCARACATCGTTCCTAACTCARCAGGT
TGTTGARGGATTARTGACAACTATCCACGCTTACACAGGTGACCARATGACTCTAGACGEACCTCATCCTARAGGTGACTTCCGCCGTGCACGCGCTGCTGCTGCARACATCGTTCCTAACTCARCAGGT
TGTTGARGGATTARTGACAACTATCCACGCTTACACAGGTGACCARATGACTCTAGACGEACCTCATCCTARRGGTGACTTCCGCCGTGCACGCGCTGCTGCTGCARACATCGTTCCTAACTCARCAGGT

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1

|
GCTGCTARAGCTATCGGTTTAGTAATTCCTGARTTGAACGGTARATTAGACGGAGCTGCTCARCGTGTTCCTGTACCARCAGGTTCATTAACAGAATTAGTARCAGTTCTTGARARAGAAGTAACTGTTG
GCTGCTARAGCTATCGGTTTAGTARTTCCTGAATTGAACGGETARAT TAGACGGAGCTGCTCARCGTETTCCTGTACCARCAGGTTCATTAACAGAATTAGTAACAGTTCTTGARARAGAAGTAACTGTTE
GCTGCTARAGCTATCGGTTTAGTARTTCCTGAAT TGAACGGTARAT TAGACGGAGC TGCTCARCGTGTTCCTGTACCARCAGGTTCATTAACAGAATTAGTAACAGTTCT TGARARAGAAGTAACTGTTE

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
1

|
ACGAARTCAATGCAGCARTGARAGARGC T TCARACGAATCTTACGGATACARCACAGACGARATCGTTTCTTCAGATATCGTTGGTATGACT TACGGTTCATTATTTGATGCTACACARATTAARGTART
ACGAARTCAATGCAGCARTGARAGARGCTTCARRCGAATCTTACGGATACARCACAGACGARATCGTTTCTTCAGATATCGTTGGTATGACTTACGETTCATTATTTGATGCTACACARACTAARGTART
ACGARATCAATGCAGCARTGARAGARGCTTCARRCGAATCTTACGGATACARCACAGACGARATCGTTTCTTCAGATATCGTTGGTATGACTTACGETTCATTATTTGATGCTACACARACTAARGTAART

neamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen pstS de la cepa 9

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
I

|

CTCCTGATGTATTTGCAGAAGAA-GAGACGGAGT TGATGCTTCARARTTAGTGGATCATA
ATTTTTTTACTTTTTACCAGGTTTTTTTTTTTTTGGACCACARAT TGAGC TGGAGCAGT TACTATCGGARACTCTGATGTAT T TGCAGAAGAARGAGACGGAGTTGATGCTTCARARTTAGTGGATCATA
GTTACTATCGGAARCTCTGATGTATTTGCAGARGAAAGAGACGGAGTTGATGCTTCARRATTAGTGGATCATA

wrererreserarreserasrerersrrrrrrererssrasarranersssssesssBilactabeggaaact CTEATGTATTTGCAGARGARAGAGACGGAGTTGATGCTTCARARTTAGTGGATCATA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |
AAGTAGCAGTGGTCGGGATGGCACCARTCGTCARTARRGATACAGATGTCARAGATATCACCARACAGGART TGATTGATATCTTTACAGGAARAATCACTARCTGGAAGGAAGT TGGCGGGARRGATCA
AAGTAGCAGTGGTCGGGATGGCACCARTCGTCARTARRGATACAGATGTCARAGATATCACCARACAGGART TGATTGATATCTTTACAGGARRAATCACTARCTGGAAGGAAGT TGGCGGGARAGATCA
AAGTAGCAGTGGTCGGGATGGCACCARTCGTCARTARAGATACAGATGTCARAGATATCACCARACAGGART TGATTGATATCTTTACAGGAARAATCACTARC TGGAAGGAAGT TGGCGGGARAGATCA
AAGTAGCAGTGGTCGEGGATGGCACCARTCGTCARTARAGATACAGATGTCARAGATATCACCARACAGGART TGATTGATATCTTTACAGGAARAATCACTARCTGGAAGGAAGT TGGCGGGARAGATCA

pstSIF
pstSIR
REFEREHCIA_1
Consensus

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| |
AARAATCAACGTCGTGAACCGTGCARACGGCAGCGG TACCCGCGCGACAT TCGARARATGGGGACTGGATEGTGCTACCCCTGTGCAGT CCCARGAACARGAT TCATCAGGAACAGT TCGGCAGCTGGTA
AARAATCAACGTCGTGARCCGTGCARACGGCAGCGG TACCCGCGCGACAT TCGARARATGGGGACTGGATEGTGCTACCCCTGTGCAGT CCCARGAACARGAT TCATCAGGAACAGT TCGGCAGCTGGTA
AAAAATCARCGTCGTGARCCGTGCARACGGCAGCGGTACCCGCGCGACATTCGARARATGGGGACTGGATEGTGCTACCCCTGTGCAGTCCCARGARCARGATTCATCAGGAACAGTTCGGCAGCTGGTA
AAAAATCARCGTCGTGARCCGTGCARACGGCAGCGGTACCCGCGCGACATTCGARARATGGGGACTGGATEGTGCTACCCCTGTGCAGTCCCARGARCARGATTCATCAGGAACAGT TCGGCAGCTGGTA

psLSIF
pstS9R
REFERENCIA_1
Consensus

39 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

| |
AGTCARACACCAGGAGCARTCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACARGCACTARGTATCGACGGTGTAGAACCARAAGAAGAGAATGTAGCAGATAACAGC TGGGGAATCTGGTCAT
AGTCARACACCAGGAGCARTCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACARGCACTARGTATCGACGGTGTAGARCCARAAGAAGAGAATGTAGCAGATARCAGCTGGGGAATCTGGTCAT
AGTCARACACCAGGAGCARTCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACARGCACTARGTATCGACGGTGTAGARCCARAAGAAGAGAATGTAGCAGATARCAGC TGGGGARTCTGGTCAT
AGTCARACACCAGGAGCARTCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACARGCACTARGTATCGACGGTGTAGARCCARAAGAAGAGAATGTAGCAGATARCAGC TGGGGARTCTGGTCAT

pstSIF
pstSI9R
REFEREHCIA_1
Consensus

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

| |
ATGARCATATGTACACGAACGGAAAACCTTCCCCTGARGTCCARARATTCT TAGACTACATGATGACAGAAGARATCCARGARGGACCTGTCARAGAAT TEGGCTATTTACCAATCACARTGATGGAATA
ATGAARCATATGTACACGARCGGARRRCCTTCCCCTGARGTCCARRARTTCT TAGACTACATGATGACAGARGARATCCARGAAGGACCTGTCARAGARTTGT=CTTTT
ATGARCATATGTACACGARCGGAARACCTTCCCCTGARGTCCARRAATTCTTAGACTACATGATGACAGARGARATCCAAGARGGACCTGTCARAGARTTGGGCTATTTACCAATCACAR
ATGARCATATGTACACGARCGGAARACCTTCCCCTGARGTCCARRAATTCTTAGACTACATGATGACAGARGARATCCARGARGGACCTGTCARAGAATTGgECTaTTLaccaakcacad. e eeesres

psLSIF
pstS9R
REFERENCIA_1
Consensus

651 ] 670 680 690 700 704

|
pstS9F  ARAGGGGTTTCCCGEGGGARACCCCCARAAGARAARARAAAAAGEARAGGAGGT

pstSI9R
REFEREHCIA_1
Consensus
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Alineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen atpA de la cepa 9

akpAIF
REFERENCAIA_8
atpAIR

Consensus

atpRIF
REFEREHCAIA_8
abpRIR
Consensus

atpAIF
REFERENCAIA_8
atpAIR

Consensus

atpRIF
REFEREHCAIA_8
atpAIR
Consensus

atpAIF
REFERENCAIA_8
atpAIR
Consensus
atpRIF
REFEREHCAIA_8

atpAIR
Consensus

1 10 20 30 40 50 E0 70 80 a0 100 110 120 130
1 1
TACGGCCAGGAGACGGGCGARG-~-GEGACTARTCGGGATGGARGGGAAGGT TATCTTGGGCAGAGAACGAGAGGTARA

TCATTATCCTTGGCGATTTCGAGTCCATTCRTGAAGGAGATAARGTARARC: ~GAACAGGTARGATC
TCCGTATCGGGTTCATTACGGARTGGCACARARCTTAGAGTCARATGATGTAGGTATCATTATCCTTGGCGATTTCGAGTCCATTCGTGAAGGAGATAAAGTARARC: ~GAACAGGTARGATC
srrerrrassrerrerstasrarrratrersrrsrrrasrrsrrarnssssssessblatbabecbbGECGALEEcGaGE CoAETCGEGAaGGAgat. aRAAGEaaRaC., , . . . .. ..GAACagGtaagAte

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| I
TAGGACTGTGGCTAGCGCGAGEGCGGAGATCGGTCTGGTACTCGATCCGCTAGGTCARCATGCCGACAGACTARGTGAARTCGTTACTGACAARGCTCTTCCAGTGARRTTGATGGCACCAGGCGTTATG
ATGGAR-GTTCCAGT TGGAGAGGCCTTGATCGGTCGGGTAGTCARTCCGCTAGGTCARCCARTCGACGGACTAGGTGARATCGTTACTGACAARGC TCGTCCAGTAGARGCGATGGCACCAGGCGTTATG
ATGGAR=-GTTCCAGT TGGAGAGGCCTTGATCGGTCGGGTAGTCARTCCGC TAGGTCARCCARTCGACGGACTAGGTGARRTCGTTACTGACAARGC TCGTCCAGTAGARGCGATGGCACCAGGCGTTATG
atGGAa.6TecCagktGgagabhlottGATCGGTCEGETAETCAATCCGCTAGGTCAAC caat CGACEGACTAEGTGAARTCGTTACTGACAAAGC TCETCCAGTagARgcGATGGCACCAGGCGTTATG

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
1 1
CARCGTARATCTGT TAACGAACCARTGCARACAGGGC TARARGCGATCGACGCCCTTGTGCCARTCGGACECGGACARCGTGARTTAGTCATCGGTGACCGTARARCAGGGAAARCTTCTATTGCGATCG
CARCGTARATCTGTTAACGAACCARTGCARRCAGGGC TAARAAGCGATCGACGCCCTTGTGCCARTCGGACGCGGACARCGTGARTTAGTCATCGGTGACCETARARCAGGGAAARCTTCTATTGCGATCG
CAACGTARATCTGTTAACGAACCARTGCARRCAGGGC TARARGCGATCGACGCCCTTGTGCCARTCGGACGCGGACARCGTGAATTAGTCATCGGTGACCGTARARCAGGGAAARCTTCTATTCGGATCG
CARCGTARATCTGT TAACGAACCAATGCARACAGGGC TARAAGCGATCGACGCCCTTGTGCCARTCGGACGCGGACAACGTGAAT TAGTCATCGGTGACCGTARARCAGGGARAACTTCTATTgeGATCG

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

| |
ATACGATCATTAACCAARAAGGTCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCAATCGGACARAARGATTCTACAGTTCGTACACARGT TGARACAT TGARARARTATGGCE-CARTGEATTACACARTCGTTG
ATACGATCATTARCCAAARAGG TCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCAATCGGACARAAAGAT TCTACAGT TCGTACACARGT TGARACAT TGARARARTATGGCG-CARTGGATTACACARTCGTTG
ATACGATCATTARCCARARAGG TCARGATATGATGTGTATGTATGTAGCARTCGGATCGGT TCATACGGAATGGCACA-ACACCARGTCGART TGGCTTATATCAGCGACCCTGGC~-~CACA=-TCGCTT
ATACGATCATTAACCAARARGGTCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCAATCGGAcaaaaagNTECEacAgtLLgtAcACAagttGaaacATTGaaaafatab GG, CaaTGGatLaCACAATCGE Ty

521 530 540 550 560 570 580 590 GO0 610 620 630 640 650
1 I
TGAATGCCGGTGCGTCTCARCCAGCACCATTGCTTTATATCGCACCATATGC TGGTACTGCARTGGGTGARGAATTCATGTACAARCGGTARACATGTATTGATCATTTTTGATGATCTTTCAARRACAAGC
TGAATGCCGGTGCGTCTCARCCAGCACCATTGCTTTATATCGCACCATATGC TGGTACTGCAATGGGTGARGAATTCATGTACARCGGTARACATGTATTGAT

ACTTTTCCGGA-—--TACTTCC—-CTCCTCCTCATAATACCACCCC--———f CTTATTCAGCCTATCTCGTTTCTCCCCTCTAC-~-CTTTCGACAT--TTTGTTGCTTTTACARCCTCTAT-ACTCCTTTC
tgaalgCLGGLgegt.ct.CaalCagCaCCattgCETEATAECgCaCCat.at.gCTggTalt GLaat.gpgpt.Gaagaatt.CaTgTACaaCggTaaACATgt.aTTGal, EEEE, . a,, tct b &, ., .C,.,.C

651 660 670 680 630 698

| 1
TGTGGCTARCGTGGARATTAARRARARTARRATAATTTTTTTTATTTT
T

besescssseastasssssscssssssssssnssssssnsnsssses

Alineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen gdh de la cepa 9

gdh9F

gdh9R
REFEREHCIA_12
Consensus

2dhgF
gdh3R
REFERENCIA_12
Consensus

gdh9F

gdh9R
REFEREHCIA_12
Consensus

gdhgF
gdh3R
REFERENCIA_12
Consensus

gdh9F

gdh9R
REFEREHCIA_12
Consensus
gdhgF

gdh3R
REFERENCIA_12
Consensus

1 10 20 30 40 50 [:11) 70 80 90 100 110 120 130

|
ARRGGTTTTARGGTTGTAGCATTACTTGCAATGGARCCGCCAGTAGCATTTTCCGAARAAGARATCCGTACAGARARGATCAAR
ACARATACTTTTTTTTTTGGCGECATTTARAGATATEGTGCARAATCATATTTTACAGGTTGTAGCATTACT TECARTGGAACCGCCAGTAGCATTTTCCGARRARGARATCCGTACAGARARGATCARR
CCGCCAGTAGCATTTTCCGAARAAGARATCCG TACAGARRAGATCARA

sssssssssssssssstsssssstsssssssssssassssssnssssdaesbbb. aggtbgbagcattacttgcaat ggaalCGCCAGTAGCATTTTCCGAARARGARATCCGTACAGAARAGATCARA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1

|
GCATTGAAAGCTATCCGCATTTATARCGARGARGARGTGT TAGAARACTTCGTTCGCGGECARTATGCTCARGGTGAAT TGGATGGTGTACART TCAAGGGC TATCGCGARGARGACARAGTGGATGCTC
GCATTGARAGCTATCCGCATTTATARCGARGARGARGTGT TAGARARCTTCGTTCGCGGECARTATGCTCARGGTGAART TGGATGGTGTACARTTCAAGGGC TATCGCGARGARGACARAGTGGATGCTC
GCATTGARAGCTATCCGCATTTATARCGARGARGARGTGT TAGARARCTTCGTTCGCGGECARTATGCTCARGGTGART TGGATGGTGTACARTTCAAGGGC TATCGCGARGARGACARAGTGGATGCTC
GCATTGARAGCTATCCGCATTTATARCGARGARGARGTGTTAGARARCTTCGTTCGCGGECARTATECTCARGETGAAT TEGATGGTGTACARTTCAAGGGC TATCGCGARGARGACARAGTGGATGCTC

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330
1

|
AATCAGAGACTGARACATTCGTCGCAGGCAAATTCACTATCGACAACTTCCGTTGGTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCARACGT TTGACTGARAARGGGACTCGGATCARCATCGTATTCAR
ARTCAGAGACTGARACATTCGTCGCAGGCAAATTCACTATCGACAACTTCCGTTGETCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCARACGT TTGACTGARAARGGGAC TCGGATCARCATCGTATTCAR
ARTCAGAGACTGARACATTCGTCGCAGGCARATTCACTATCGACARCTTCCGTTGGTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCARACGT TTGAC TGARAAAGGGACTCGGATCARCATCGTATTCAA
AATCAGAGACTGARACATTCGTCGCAGGCARATTCACTATCGACARCTTCCGTTGGTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCARACGT TTGACTGARAAAGGGAC TCGGATCARCATCGTATTCAA

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
1 1
ACARGTTCCTGTTARTGTATTCARRACATCTGTCGATGAACCATGTGACGATACGACACTTCCACCTARTGT TCTARCGATCTATATTCAGCCAACTGARGGATTTTCTTTATCCTTGAATGGGAAAGAA
ACARGTTCCTGTTARTGTATTCAARRCATCTGTCGATGARCCATGTGACGATACGACACTTCCACCTARTGTTCTARCGATCTATATTCAGCCARCTGARGGATTTTCTTTATCCTTGAATGGGARARGAR
ACARGTTCCTGTTARTGTATTCAARRCATCTGTCGATGARCCATGTGACGATACGACACTTCCACCTARTGTTCTARCGATCTATATTCAGCCARCTGARGGATTTTCTTTATCCTTGAATGGGARRGAR
ACARGTTCCTETTARTGTATTCAARRCATCTGTCGATGARCCATGTGACGATACGACACTTCCACCTARTGTTCTARCGATCTATATTCAGCCAACTGARGGATTTTCTTTATCCTTGAATGEGARAGAR

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 B30 640 650
1

1
GTAGGGCAAGGATTTGARACGGAACCARTCARRTTGGARTTTAGARATAGTGCAGAAATGGT TGARRATAGCCCAGARGCTTACGAARARTTACTATTAGATGCGTTGAATGGTGATGGARCGARCTTCT
GTAGGGCAAGGATTTGARACGGAACCARTCARATTGGARTTTAGARATAGTGCAGAAATGGT TGARRATAGCCCAGARGCTTACGAARARTTACTATTAGATGCGT-GAATGGTGATGTARCGA-CTCTT
GTAGGGCARGGAT T TGARACGGAACCAATCARAT TGGART TTAGARATAGTGCAGAAATGGT TGARAATAGCCCAGAAGCTTACGARAARTT
GTAGGGCAAGGATTTGARACGGAACCARTCARATTGGARTTTAGARATAGTGCAGAAATGGT TGARRATAGCCCAGARGCTTACGAARART Tact attagatgcgt .gaatggtyaty. aacga.ct. b

651 1] 670 680 690 700 0 716
1 1
CTCATTGGGACGARTTCCCCARTCCTTGGGARCARARARCGAAARAGGAGEGTGGACAGCARGGAG
AGCTT

B T T LT T T B L L LT T T
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Alineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen ddl de la cepa 9

dd19F

dd19R
REFEREHCIA_4
Consensus
dd19F

dd19R
REFEREHCIA_4

Consensus

dd19F

dd19R
REFEREHCIA_4
Consensus

dd19F

dd19R
REFEREHCIA_4
Consensus
dd19F

dd19R
REFEREHCIA_4
Consensus

1 10 20 30 40 50 [:11) 70 80 90 100 110 120 130

|
AGGGCGTATTGAC-AGTGCATGTGCCATGGATARR-TCATGACCARATATATTTTACARGCTGCT
CCCTTTCCCCCCCCCCCCCARARTCCATTTTTTTTTGAGACCATTGGATATGCCTTATGTCGGCGCAGGCGTATTGACCAGTGCATGTGCCATGGATARRATCATGACCARATATATTTTACAAGCTGET
TTGACCAGTGCATGTGCCATGGATARAATCATGACCARATATATTTTACARGCTGCT
rssssssssssessstasessstesttssttsstasstsssnssssssesssssssssssesssssBECELATTGACCAGTGCATGTGCCATGGATAARATCATGACCARATATATTTTACARGCTGCT

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1 |
GGTGTGCCGCARGTTCCTTATGTACCAGTACTTAAGAATCAATGGARRGARARTCCTARRARRGTATTTGATCAATGTGARGGTTCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCARACCGGCGARTATGGGTTCTA
GRTETGCCGCARGTTCCTTATGTACCAGTACTTAAGARTCARTGGARRGARARTCCTARRARAGTATTTGATCAATGTGARGGTTCTTTGRCTTTATCCGATGTTTGTCARACCGGCGARTATGGGTTCTA
GGTGETGCCGCARGTTCCTTATGTACCAGTACT TAAGAATCARTGGARRGARAATCCTARAARAGTATTTGATCAATGTGARGGTTCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCARACCGGCGAATATGGGTTCTA
GGTGTGCCGCARGTTCCTTATGTACCAGTACTTAAGAATCARTGGARRGARARTCCTARRARAGTATTTGATCAATGTGARGGTTCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCARRCCGGCGARTATGGGTTCTA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330
1 |
GTGTCGGCATTACARAGGCAGARAACCGAGARGAGC TGCARAATGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCGAGCARTCGT TGAACARGGAATTGARGCGCGCGAARTCGAAGTTGCTGTATTAGE
GTGTCGGCATTACARAGGCAGARARCCGAGARGAGC TGCARAATGCTTTAGCAACAGCCTATCAGTATGATTCTCGAGCARTCGT TGAACARGGAAT TGARGCGCGCGAARTCGARGTTGCTGTATTAGE
GTGTCGGCATTACARAGGCAGAAAACCGAGARGAGC TGCARAATGCTTTAGCAACAGCCTATCAGTATGAT TCTCGAGCARTCGY TGAACARGGAAT TGARGCGCGCGARATCGAAGT TGCTGTATTAGE
GTGTCGGCATTACARAGGCAGARAACCGAGARGAGCTGCARAATGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCGAGCARTCGT TGAACARGGAATTGARGCGCGCGARATCGARGTTGCTGTATTAGE

391 4a00 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520
1 |
ARATGARGATGTTCGGACGACTTTGCCTGECGARGTCGTARAAGACGTAGCATTCTATGAT TATGARGCARAATATATCARTARTAARATCGAAATGCAGATTCCAGCCARAGTGCCAGARGAAGTTTAT
ARATGARGATGTTCGGACGACTTTGCCTGECGARGTCGTARAAGACGTAGCATTCTATGAT TATGARGCARRATATATCARTARTAARATCGAAATGCAGATTCCAGCCGARGTGCCAGARGAAGTTTAT
ARATGARGATGTTCGGACGACT TTGCCTGECGARGTCGTARAAGACGTAGCATTCTATGAT TATGAAGCARRATATATCARTARTAARATCGAAATGCAGAT TCCAGCCGARGTGCCAGARGARGTTTAT
ARATGARGATGTTCGGACGACTTTGCCTGECGARGTCGTARAAGACGTAGCATTCTATGAT TATGARGCARAATATATCARTARTAARATCGAAATECAGATTCCAGCC¢ARGTGCCAGARGARGTTTAT

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 6139
CARRAAGCACAAGAGTACGCGARGTTAGCTTACACGATGT TAGGCGGARGCGGATTGAGCCGGTCGATTTTCTTTTT GGG
CARARRGCACARGAGTACGCGARGTTAGCTTACACGATTTTTGT

CARARRGCACAAGAGTAC

CARAAAGCACAAGAGTACECEaagtlagchlacacgab bl fu esisssssssssssssssesssssssssstossssssssssassssssnsssss

Alineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen purk de la cepa 9

purkdF
PURKIR
REFERENCIA

Consensus

purk3F
PURKSR
REFERENCIA
Consensus

purkdF
PURKIR
REFEREHCIA
Consensus

purkdF
PURKIR
REFERENCIA
Consensus

purkdF
PURKIR
REFEREHCIA
Consensus

purkdF
PURKIR
REFERENCIA
Consensus

1 10 20 30 40 50 1) 70 80 0 100 110 120 130
1

1
TTCCTTTTGGCGCTGAR-GAGCTTGCCAGARGAACAGATGTCATTACCTATGARTTCGAARATGTCAGTGTAGAGGCGTTARATGEG
CTTTTTCGTCCCCGAGABTGGEGCCARTGARAGTGTC TATGATGACACCTTTECECTGARAGAGCT TGCCAGARGAACAGATGTCATTACCTATGARTTCGAARATGTCAGTGTAGAGGCGTTANATGCG

CGTCAGTGTAGAGGCGTTARATGCG
teteretesesressssssesisatsrsssrsasesreresssssCesibb,gopctyaa,gagetlgccagaagaacagatgtoattacctat gaatt cgaaaat GTCAGTETAGAGGCGTTARATGEG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1 I
ATTTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACTTGCTTGCGATTACGCAAGACCGCCTGT TAGAAARATCTTTTTTGGAARCGARCARCATCGTGATTGCTCCTTATGCARCGATCGTCAGTCCGA
ATTTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACT TGCTTGCGATTACGCAAGACCGCCTGT TAGARARATCTTTTTTGGAARCGAACARCATCGTGATTGCTCCTTATGCARCGATCGTCAGTCCGA
ATTTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACTTGCTTGCGATTACGCAAGACCGCCTGTTAGARARATCTTTTTTGGAARCGARTARCATCGTGATTGCTCCTTATGCARCGATCGTCAGTCCGA
ATTTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACTTGCTTGCGATTACGCAAGACCGCCTGTTAGARARATCTTTTTTGGAARCGARCARCATCGTGATTGCTCCTTATGCARCGATCGTCAGTCCGA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

1 |
CGGATATCCARGATGCGATTGACGGGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGARARCCACTCGAGGTGECTATGATGGCARGGGGCAGTATGTTTTGAAARGTCGGGCGGATCTAGCTCCTGCCATGGACCTTTT
CGGATATCCARGATGCGATTGACGGGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGARARCCACTCGAGGTGECTATGATGGCARGGGGCAGTATGTTTTGAAAARGTCGGGCGGATCTAGCTCCTGCCATGGACCTTTT
CGGATATCCARGATGCGAT TGACGGGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGAAAACCACTCGAGGCGECTATGATGGCARGGEGGCAGTATGTTTTGAAARGTCGGGCEGATCTAGCTCCTGCCATGGACCTTTT
CGGATATCCARGATGCGAT TGACGGGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGAAAACCACTCGAGGLGECTATGATGGCARGEGGCAGTATGTTTTGAAARGTCGGGCEGATCTAGCTCCTGCCATGGACCTTTT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

1 |
AAGAGARGGARCCTGTGTTTTAGAAGCATGGATCCCGTTTGARRAAGAGAT T TCGATCATGGTGGCAGGARATGGTCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARRACATCCACCACAACARTATT
AAGAGARGGARCCTGTGTTTTAGARGCATGGATCCCGTTTGARAAAGAGAT T TCGATCATGGTEGCAGGARATGGTCAAGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGAARACATCCACCACAACARTATT
AAGAGARGGARCCTGTGTTTTAGARGCATGGATCCCGTTTGARRARGAGATTTCGATCATGGTEGCAGGARATGGTCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARARCATCCACCACARCARTATT
ARGAGARGGARCCTGTGTTTTAGARGCATGGATCCCGTTTGARRARGAGATTTCGATCATGGTEGCAGGARATGGTCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARARCATCCACCACARCARTATT

621 630 540 560 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

1 1
CTTCATGAAACGATTGCTCCAGCTGCGATTGATCAGGATGTGATTGAAGAGGC TGAGCGTATTGCCCGTGTGATTGCAGARGCAGTARGCCTTTCAGGTGCTTTAGGEGTAGARATGTTTTTARCARARA
CTTCATGARACGATTGCTCCAGCTGCGATTGATCAGGATGTGATTGARGAGGC TGAGCGTATTECCCGTGTGATTGCAGAAGCAGTAAGCCTT-CAGGTGCTTTAGGEGTAGAARTA
CTTCATGARACGATTGCTCCAGCCGCGATTGATCAGGATGTGATCGAGGAGGC TGAGCGTATTGCCCGTGTGATTGL
CTTCATGARACGATTGCTCCAGCLGCGATTGATCAGGATGTGATEGAaGAGGC TGAGCGTATTGCCCGTGTGATTGCagaageagtaageckt . caggbpctbbagppptagasat, s ssssss

651 660 670 680 685

1
CAGGCGGGTTTTTGTGATARARAARARRARAGARRA
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Cepa 6

Alineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen adk de la cepa 6

adkEF

a
REFERENCIA_S
Consensus

adk6F

adk6R
REFERENCIA_S
Consensus
adkBF

adk6R
REFERENCIA_S
Consensus
adk6F

adk6R
REFERENCIA_S
Consensus
adk6F

adk6R
REFERENCIA_S
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90
I

100 110 120 130

|
GGGCCGTAGGACACARGCTGATARA-TCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGGAGATATGTTCCGECGCAGCARTGCARR
GGTACTTTTTTARRACCCTCCATARTGGGECTECCAGGCGCAGGE TARAGGARCACAAGCTGARARARTCAT TGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGGAGATATGT TCCGCGCAGCAATGCARR
AGCTGARARAATCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGGAGATATGT TCCGCGCAGCAATGCARR
sssssssssssssssssnssstssessstassssssasssesffessssg.acacalGCTGAaAAAATCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGGAGATATGTTCCGCGCAGCARTGCAAR

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1 1
ACGARACAGCTCTGGGCCTGGARGCARRGTCTTATATGGATARRGGTGCATTAGTTCCTGATGARGTARCARATGGAATCGTGAARAGAGCGAC TAGC TGARCCAGATACAGAGAARGGCTTCTTATTAGA
ACGARACAGCTCTTGGCCTGGARGCARRGTCTTATATGGATARRGGTGCATTAGTTCCTGATGARGTAACARATGGAATCGTGAARAGAGCGACTAGC TGAACCAGATACAGAGAARGGCTTCTTATTAGA
ACGARRCAGCTCTTGGCCTGGARGCARRGTCTTATATGGATAARGGTGCATTAGTTCCTGATGARGTARCARATGGAATCETGARAGAGCGACTAGCTGARCCAGATACAGAGAARGGCTTCTTATTAGA
ACGARRCAGCTCTEGGCCTGGARGCARAGTCT TATATGGATARRGGTGCATTAGTTCCTGATGARGTARCARATGGAATCGTGAARAGAGCGAC TAGCTGAACCAGATACAGAGAARGGCTTCTTATTAGA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330

| |
TGGCTTTCCACGTACGCTAGATCARGCARRAGC TCTGGACGCARTGCTARRAGATTTGAATARARAARTTGATGCTRTCATCGATATCCATGTTGGTGARGARATCTTRGT CGAACGTCTAGCCGGCCGA
TGGCTTTCCACGTACGCTAGATCARGCARRAGC TCTGGACGCARTGCTARRAGATTTGAATARARARRT TGATGCTGTCATCGATATCCATGT TGGTGARGARAATCT TGGT CGAACGTCTAGCCGGCCGA
TGGCTTTCCACGTACGCTAGATCARGCARRAGC TCTGGACGCARTGC TARRAGATTTGAATARARRARTTGATGCTGTCATCGATATCCATGTTGGTGARGARATCTTGGTCGAACGTCTAGCCGGCCGA
TGGCTTTCCACGTACGCTAGATCARGCARRAGCTCTGGACGCARTGCTAARAGATTTGARTARARAAATTGATGCTGTCATCGATATCCATGTTGGTGARGARATCTTGGTCGAACGTCTAGCCGGCLGA

391 400 q10 420 430 440 450 460 q70 480 430 500 510 520

1 1
TTTATCTGCAGCARTTGTGGAGCARCTTACCATARARTTTTCARCCCTACARARGT TGARGACACATGTGATCGTTGCGGTGGGCATGAATTCTATCARRGAGAAGATGATAARCCTGAGACGGT TARAR
TTTATCTGCAGCARTTGTGGAGCARCTTACCATAAARTTTTCARCCCTACARARGT TGARGACACATGTGATCGTTGCGGTGGGCATGAATTCTATCARRGAGAAGATATGLG
TTTATCTGCAGCARTTGTGGAGCARCTTACCATARARTTTTCARCCCTACARARGT TGARGACACATGTGATCETTGCGGTGGGCATGARTTCTATCARAGAG

TTTATCTGCAGCART TGTGGAGCARCTTACCATARARTTTTCARCCCTACARARGT TGARGACACATGTGATCETTGCGGTGGGCATGARTTCTATCARAGAGAagat .o v v s v ssssnssssssnsss
530 540

| |
ATCGTGGGGAGGTCCCACCARARARTCA

Alineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen gyd de la cepa 6

gydb6F

2ydbR
REFERENCIA_1
Consensus

gyd6F

gyd6R
REFERENCIA_1
Consensus

gyd6F

2ydBR
REFERENCIA_1
Consensus

gydbF

gydBR
REFEREHCIA_1
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
1 1
ACARTTTGGTGTTGT TGA-GGATTAATGACARCTATCCACGCT TACACAGGTGACCARATGACTCTAGACGGACCTCATCCTARRGGT
GTGTTCCACARACGGTTGTCCARTGGCTARARCATTGAACGACARATTTGGTGTTGTTGAAGGATTAATGACARCTATCCACGCTTACACAGGTGACCARATGACTCTAGACGGACCTCATCCTAARGGT
TGTTGAAGGATTAATGACARCTATCCACGCTTACACAGGTGACCARATGACTCTAGACGGACCTCATCCTAARGGT

srresarrsarerrerarrsrrsarrassrsrrernsessssssdabbbgpbat TRTTGAAGGATTAATGACARCTATCCACGCTTACACAGGTGACCARATGACTCTAGACGGACCTCATCCTARRGGT

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1 |
GACTTCCGCCGTGCACGCGCTGCTGCTGCARACATCGTTCCTARCTCAACAGGTGCTGCTARAGC TATCGGTTTAGTAATTCCTGAAT TGARCGG TAART TAGACGGAGCTGCTCARCGTGT TCCTGTAC
GACTTCCGCCGTGCACGCGCTGCTGCTGCARACATCGTTCCTARCTCARCAGGTGCTGCTARRGC TATCGETTTAGTAATTCCTGAAT TGARCGGTAARTTAGACGGAGCTGCTCARCGTGTTCCTGTAC
GACTTCCGCCGTGCACGCGLTGCTGCTGCARACATCGTTCCTARCTCARCAGETGCTGCTARRGCTATCGGTTTAGTAATTCCTGAATTGARCGGTAARTTAGACGGAGCTGCTCARCGTGTTCCTRTAC
GACTTCCGCCETGCACGCGCTGCTGCTGCARACATCGTTCCTARCTCARCAGGTGCTGCTARRGCTATCGETTTAGTAATTCCTGAATTGARCGGTAARTTAGACGGAGCTGCTCARCGTGTTCCTGTAC

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

1 |
CARCAGGTTCATTARCAGARTTAGTARCAGTTCTTGARRARGARGTARCTGTTGACGARATCAATGCAGCARTGARAGARGCTTCAARCGARTCTTACGGATACARCACAGACGARATCGTTTCTTCAGA
CARCAGGT TCATTAACAGARTTAGTARCAGT TCTTGAARRARGARGTARCTGTTGACGARATCAATGCAGCARTGARAGARGCTTCAAACGARTCTTACGGATACARCACAGACGAAATCGTTTCTTCAGA
CARCAGGT TCATTARCAGARTTAGTARCAGTTCTTGARAARGARGTARCTGTTGACGARATCARTGCAGCARTGARRGAAGCTTCAARCGARTCTTACGGATACARCACAGACGAARTCGTTTCTTCAGA
CARCAGGTTCATTARCAGARTTAGTARCAGTTCTTGARAARGARGTARCTGTTGACGARATCARTGCAGCAATGARRGAAGCTTCAARCGARTCTTACGGATACARCACAGACGAAATCGTTTCTTCAGA

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 511

1 |
TATCGTTGGTATGACTTACGGTTCATTATTTGATGCTACACAARCTARAGTARTGACAGTTGGCGACARACAATTAGTTARAACTGTTGCTTGGTARCARARCCGARAATGARGAGARARA
TATCGTTGGTATGACTTACGGTTCATTATTTGATGCTACACAARCTARAGTARTGACAGT-GGCGACAR

TATCGTTGGTATGACTTACGGT TCATTATTTGATGCTACACARACTARAGTARTGACAG
TATCGTTGGTATGACTTACGGTTCATTATTTGATGC TACACAARC TARAGTAATGACAGE . £ECEACAA. cosstessssssssssssssssssssssssssssssssssstssssassss
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Alineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen pstS de la cepa 6

pstS6F
psLSER
REFERENCIA_1
Consensus

pstS6F
pstS6R
REFEREHCIA_1
Consensus

pstS6F
psLSER
REFERENCIA_1
Consensus

pstS6F
pstS6R
REFEREHCIA_1
Consensus

pstS6F
pstSER
REFERENCIA_1
Consensus

pstS6F
pstS6R
REFEREHCIA_1
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
I

I

CCTCCTGCATGTATTTGL GGAGTTGATGCTTCARARTTAGTGGATCATARAGTAGCAG
ATTTTARTCTCCACTTITTTTTTTTTGACCCARAT TGARGCTGGAGCAGT TACTATCGGARRCTTTGATGTATTTGCAGARGARAGAGACGEAGT TGATGCTTCARART TAGTGGATCATARAGTAGCAG
GTTACTATCGGARACTCTGATGTATTTGCAGAAGAARGAGACGGAGTTGATGCTTCARARTTAGTGGATCATARAGTAGCAG
wrsrarrererarrererasrrrererrrsrrasersanesanessesfibactabeggaaalttgATGTATTTEL GEAGTTGATGCTTCARAATTAGTGGATCATARAGTAGCAG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |
TGGTCGGGATGGCACCARTCGTCARTAARGATACAGATGTCARRGATATCACCARACAGGARTTGATTGATATCTT TACAGGAARARTCACTAACTGGARGGARGT TEGCGGGARAGATCARARAATCAR
TGGTCGGGATGGCACCARTCGTCARTAARGATACAGATGTCARRGATATCACCARACAGGARTTGATTGATATCTTTACAGGAARARTCACTAACTGGARGGARGT TEGCGGGARAGATCARARAATCAR
TGGTCGGGATGGCACCARTCGTCAATAARGATACAGATGTCARRGATATCACCARACAGGAATTGATTGATATCT T TACAGGARAARTCACTAACTGGARGGARGT TEGCGGGARAGATCARARAATCAA
TGGTCGGGATGGCACCARTCGTCAATARAGATACAGATGTCARRGATATCACCARACAGGARTTGATTGATATCTTTACAGGARAARTCACTAACTGGARGGARGT TEGCGGGARAGATCARARAATCAA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| |
CGTCGTGAACCGTGCAAACGGCAGCGETACCCGCGCGACATTCGARARATGGEGGACTGGATGGTGCTACCCCTGTGCAGTCCCARGARCARGAT TCATCAGGARCAGT TCGGCAGCTGGTARGTCAAACA
CGTCGTGAACCGTGCAAACGGCAGCGETACCCGCGCGACATTCGARARATGGEGGACTGGATGGTGCTACCCCTGTGCAGTCCCARGARCAAGAT TCATCAGGARCAGT TCGGCAGCTGGTARGTCAAACA
CGTCGTGARCCGTGCAARCGGCAGCGETACCCGCGCGACATTCGARARATGGGGACTGGATGGTGCTACCCCTGTGCAGTCCCARGARCAAGATTCATCAGGARCAGT TCGGCAGCTGGTARGTCARACA
CGTCGTGARCCGTGCAARCGGCAGCGETACCCGCGCGACATTCGARARATGEGGACTGGATGGTGCTACCCCTGTGCAGTCCCARGARCAAGATTCATCAGGARCAGTTCGGCAGCTGGTARGTCARACA

39 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

| |
CCAGGAGCARTCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACARGCACTARGTATCGACGGTGTAGARCCAARAGARGAGAATGTAGCAGATARCAGCTGEGGARTCTGGTCATATGARCATA
CCAGGAGCARTCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACARGCACTAAGTATCGACGGTGTAGARCCAARAGARGAGAATGTAGCAGATARCAGCTGEGGARTCTGGTCATATGARCATA
CCAGGAGCARTCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACARGCACTARGTATCGACGGTGTAGAACCARRAGARGAGAATGTAGCAGATARCAGC TGEGGARTCTGGTCATATGAACATA
CCAGGAGCARTCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACARGCACTAAGTATCGACGGTGTAGAACCARRAGARGAGAATGTAGCAGATARCAGCTGEGGARTCTGGTCATATGAACATA

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

| |
TGTACACGARCGGARAACCTTCCCCTGARGTCCARARART TCTTAGACTACATGATGACAGAAGAAATCCARGARGGACCTGT CARAGAAT TGGGCTATTTACCAATCACARTGATGGAATARARGGGGTT
TGTACACGARCGGARARCCTTCCCCTGARGTCCARRART TCTTAGACTACATGATGACAGARGAARTCCARGARGGACCTGTCARAGARTTTGEGACTTTTT
TGTACACGAACGGARAACCTTCCCCTGARGTCCARRRATTCTTAGACTACATGATGACAGAAGAARTCCARGARGGACCTGTCARAGARTTGGGCTATTTACCARTCACAR
TGTACACGAACGGARAACCTTCCCCTGARGTCCARRRATTCTTAGACTACATGATGACAGARGAARTCCARGARGGACCTGTCARAGAATTGECLaTTTaccaakcatateeeesesressranres

651 ] 670 680 690 636

I |
TTCCCGGGGGARATCCTCCARRARRARARARAAGARGAARGGARAR

Alineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen atpA de la cepa 6

atpAGF
REFERENCAIA_8
at.pAB

Consensus

at.pAGF
REFEREHCAIA_8
atpAGR
Consensus

atpAGF
REFERENCAIA_8
at.pAB

Consensus

atpRAGF
REFEREHCAIA_8
atpAGR
Consensus

atpAGF
REFERENCAIA_8
at.pAB
Consensus
atpRAGF
REFEREHCAIA_8

atpAGR
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 F 80 0 100 110 120 130
1 1
CATGAGAGCTAGTGTCATTGGGGTCCCATCTGGCATGTACG-GCATGTCTTCTTCTGGARCGACATGAARCCGTCCCC-TTGTTCC
TCATTATCCTTGGCGAT--TTCGAGTCCATTCGTGARGGAGATARAGTAARACGARCAGETARGATCATGGARGTTCC

TTCCGGTCCCTATARCGARTGECACAARACT TAGAGTCARATGATGTAGGTATCATTATCCTTGGCGAT--TTCGAGTCCATTCGTGARGGAGATAARGTARRACGARCAGGTARGATCATGGARGTTCC
riteresssissassrrssrsssrsssressssarnsssssssssbosge beALTaTCeTTGGeGaL , LT galkecaltCGLGaAghagalaaagTaaRACGAacabgtHagaTCatggaaiTTCC

1x 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

I 1
E[iTE[iETTHTEETEHHETTHEHTEHTEEETEEEETHETEHHTE[ZEETHEETEHHIZ[ZHHT[ZliFI[ZEEH[ZTHEETEHHHTEETTHETEHEHHHEET[2[iTIZ[ZH[iTHEHHE[ZEHTEEEHEEHEEEETTHTEEHHE

====TGGAGAGGCCT =GATCGGTCGEGTAGTCARTCCGCTAGG TCARCCARTCGACGGACTAGGTGARATCGT TACTGACARAGCTCGTCCAGTAGARGCGATGGCACCAGGCGTTATGCARC
HGT- =TGEAGAGGCCTT-=--~GATCGGTCGGGTAGTCAATCCGC TAGGTCARCCAATCGACGGACTAGGTGARATCGTTACTGACARAGC TCGTCCAGTAGARGCGATARCTCCAGGGTTGCCACGGT
aGT,...TggababGgclCTT, .. GATCGETCGGGTAGTCARTCCGCTAGGTCARCCARTCGACGGACTAGGTGARATCGTTACTGACARAGCTCGTCCAGTAGARGCGATggCalCAGGegTLatglaac

261 a2n 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| 1
GTAAATCTGTTARCGARCCARTGCARACAGGGC TARARGCGATCGACGCCCTTGTGCCAATCGGACGCGGACAACGTGARTTAGTCATCGGTGACCGTARAACAGGGARRACTTCTATTGCGATCGATAC
GTAAATCTGTTARCGARCCARTGCARACAGGGC TARARGCGATCGACGCCCTTGTGCCAATCGGACGCGGACAACGTGARTTAGTCATCGGTGACCGTARAARCAGGGARRACTTCTATTGCGATCGATAC
ATAARTACAC-ARCGTACCARTGGARACAGGGC TARARGCGATCGCATCCATGGTARCAATCGGACGCGGACAACGGGATTTAGTCATCGGAGACCGTARAGCAGGGAARARTTRTACTGCGGTAGATCC
gTAAATcL gt LARCGAACCARTGeARACAGGGC TARARGCGATCGacgCCeTLGT2cCAATCGGACGCGGACAACGE GAaT TAGTCATCGGEGACCGTARAACAGGGAAAACT TeTALTGCGaTcGATaC

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

I 1
GATCATTAACCARRARGGTCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCARTCGGACARARAGATTCTACAGTTCGTACACAARGT TGAAACAT TGARARAATATGGCGCARTGGATTACAC-ARTCGTTGTGAA
GATCATTAACCAARARGGTCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCARTCGGACARARAGATTCTACAGTTCGTACACARGT TGAAACAT TGARARAATATGGCGCARTGGATTACAC-AARTCGTTGTGAA
GTCTGTTAACCARARAGGTCGAGATATGATATGCATTTATGTAGCARTCGGACARARAGATTCTTCAGTTTGTACGCARGTGGARACATTGARRARATATGGCGCARCGGATTACACGAATCGTTGTGAA
GatcaTTAACCAAARAGGTCAAGATATGATCTGEATCTATGTAGCARTCGGACARARAGATTCTACAGTTcGTACACARGTEGARACATTGARRARATATGGCGCARLGGATTACAC  ARTCGTTGTGAA

521 530 540 650 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

1 1
TGLCGGTGCGTCTCARCCAGCACCATTGCTTTATATCGCACCATATGCTGGTACTGCARTGGGTGARGART TCATGTACAACGGTAAACATGTATTGATCATTTTTGATGATCTTTCARAACARGCCGTG
TGCCGGTGCGTCTCARCCAGCACCATTGCTTTATATCECACCATATGCTGETACTGCANTGGETGAAGART TCATGTACARCGGTARACATGTATTGAT

AAACGGTGTGTCGETTCATACGGART GECA=——-=-—= CACCCATTGGTG-~ACAGCATARTGTCAR---TTGGEGT CC-~CATATRGCATGTACGG--CA-----GGTCATCTTACTGGT
tgclGETGeGTCLcaaCcagCaceATLRCEE Lat.at.cgCACCataT GeTGgb ACLGCAat geGTgRfgaaT Teat GTaCaaCggtaaaCATETALEGAbCa, \ , +8.k.8bOEL €y ysrsrarssess

651 660 670 680 630 700 704
|

I
GCACCCCGGEGAACT TARRARARARATARARATARRARRARARARARAAGGARAR
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Alineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen gdh de la cepa 6

edhBF
gdh6R
REFERENCIA_12
Consensus

gdh6F

gdhBR
REFEREHCIA_12
Consensus

edhBF
gdh6R
REFERENCIA_12
Consensus

gdh6F

gdhBR
REFEREHCIA_12
Consensus

edhBF
gdh6R
REFERENCIA_12
Consensus
gdh6F

gdhBR
REFEREHCIA_12
Consensus

Al

dd16F

dd16R
REFERENCIA_4
Consensus

dd16F

dd16R
REFERENCIA_4
Consensus
dd16F

dd16R
REFERENCIA_4

Consensus

dd16F

dd16R
REFERENCIA_4
Consensus

dd16F

dd16R
REFERENCIA_4
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 a0 90 100 110 120 130
1

[}
TCCATTTTTTARGGGTTGTAGCATTACTTGCARTGGARCCGCC-GTAGCATTTTCCGARAARAGARRTCCGTACAGARARG
GGGGEGEGGGGARAGTTTTTTTTTGGECGCARC TARARGATATGGTGCARARTCATATTTTACAGGT TGTAGCATTACTTGCARTGGARCCGCCAGTAGCATTTTCCGARARAGAARTCCGTACAGAARAG

CCGCCAGTAGCATTTTCCGARARAGAARTCCGTACAGARAAG
stseseseereserreresessassrerresssasssrsressssessssssCab bbtba, gpttgtageattacttgcaat ggaalCGCCaGTAGCATTTTCCGARARAGAARTCCGTACAGAARAG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |
ATCARAGCATTGARAGCTATCCGCATTTATA-CGARGARGARGTGT TAGARAACTTCGTTCGCGGGCARTATGCTCARGGTGARTTGGATGGTGTACAAT TCARGGGC TATCGCGARGAAGACARAGT GG
ATCARAGCATTGARAGCTATCCGCATTTATARCGAAGARGARGTGT TAGARAACTTCGTTCGCGGGCARTATGE TCARGGTGART TGGATGGTGTACAAT TCARGGGC TATCGCGARGAAGACARAGT GG
ATCARRGCATTGARAGCTATCCGCATTTATARCGAAGARGARAGTGT TAGARAACTTCGTTCGCGGGCARTATGC TCAAGGTGART TGGATGGTGTACAAT TCAAGGGC TATCGCGARGAAGACARAGT GG
ATCARARGCATTGARAGCTATCCGCATTTATAACGARGARGAAGTGT TAGARAACTTCGTTCGCGGGCARTATGC TCARGGTGARTTGGATGGTGTACARTTCARGGEC TATCGCGARGAAGACARAGTGE

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

1 1
ATGCTCAATCAGAGACTGAARCATTCGTCGCAGGCARAT TCACTATCGACARCTTCCGTTGGTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCAARCGT TTGACTGAAARAGGGACTCGGATCAACATCGT
ATGCTCARTCAGAGACTGAARCCTTCGTCECAGGCARATTCACTATCGACARCTTCCGTTGGTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCAARCGT TTGACTGARARAGGGACTCGGATCARCATCGT
ATGCTCARTCAGAGAC TGAARCATTCGTCECAGGCARATTCACTATCGACARCTTCCGTTGGTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCAARCGTTTGACTGARARAGGGACTCGGATCARCATCGT
ATGCTCARTCAGAGACTGAARCATTCGTCECAGGCARATTCACTATCGACARCTTCCGTTGGTCAGGTGTTCCTTTCTATETACGTACAGGCAARCGT TTGACTGARARAGGGACTCGGATCARCATCGT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520

| |
ATTCARRCARGTTCCTGTTARTGTATTCARARCATCTGTCGATGAACCATGTGACGATACGACACTTCCACCTAATGTTCTAACGATCTATATTCAGCCCACTGARGGATTTTCTTTATCCTTGARTGGE
ATTCARACARGTTCCTGTTARTGTATTCARARCATCTGTCGATGAACCATGTGACGATACGACACTTCCACCTARTGTTCTAACGATCTATATTCAGCCARCTGARGGATTTTCTTTATCCTTGARTGGE
ATTCARACARGTTCCTGT TARTGTATTCARARCATCTGTCGATGAACCATGTGACGATACGACACTTCCACCTARTGTTCTAACGATCTATATTCAGCCAACTGARGGATTTTCTTTATCCT TGAATGGE
ATTCARRCARGTTCCTGTTARTGTATTCARARCATCTGTCGATGAACCATGTGACGATACGACACTTCCACCTARTGTTCTAACGATC TATATTCAGCCAACTGARGGATTTTCTTTATCCTTGARTGGE

521 530 540 550 560 570 580 590 6O 610 620 630 640 650

1 1
ARAGARGTAGGGCAAGGAT TTGAARACGGARCCARTCARRT TGGAATTTAGARATAGTGCAGARATGGT TGARAATAGCCCAGARGC T TACGARARAT TACTATTAGATGCGT TGARTGGTGATGGAACGA
ARRGARGTAGGGCARGGATTTGAARCGGARCCARTCAAATTGGAATTTAGARATAGTGCAGARATGGT TGARRRTAGCCCAGARGCTTACGARARATTACTATTAGATGCGT-GARTGETGATGAACCGA
ARRGARGTAGGGCARGGATTTGAARCGGARCCARTCAAATTGGAATTTAGARATAGTGCAGARATGGT TGARRRTAGCCCAGARGCTTACGARARATT

ARAGARGTAGGGCARGGATTTGAARCGGARCCARTCARATTGGAATTTAGARATAGTGCAGARATGGT TEARAATAGCCCAGARGCTTACGARARATTact attagatgegt .gaatggtgatg.a.cga

651 660 670 680 630 700 710 718

| |
ACTTCTCTCATTGGGACGAAGTTGCCCAATCTTGGGARARTAGARAGTTTARATAGT TGTGGTTGGGE
=CTTCCCTCCTC

B e N

ineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen ddl de la cepa 6

1 10 20 30 40 50 B 70 a0 90 100 110 120 130
I

|
GGGGGTATTTGACAGTGCATGTGCCATGGATARA-TCATGACCARATATATTTTACAAGCTGCTGGTGTGCCG
ARAATARACCARATARARATTTTTTTTGAGGACATTTGGAATGCCTTATGTCGGCECAGECGTATTEACCAGTECATGTGCCATGGATAAARTCATGACCARATATATTTTACAAGCTGCTGETGTGCCE
TTGACCAGTGCATGTGCCATGGATARAATCATGACCARATATATTTTACAAGCTGCTGGTGTGCCG
tassssssssssessessstsssssssssstassssssnsssssssssssssssssssEE.ELaTTgacCAGTGCATGTGCCATGGATARRATCATGACCARATATATTTTACARGCTGCTGETGTGCCE

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |
CARGTTCCTTATGTACCAGTACTTARGAATCARTGGAARGARARTCCTAARARAGTATTTGATCARTGTGARGGTTCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCAARCCGGCARATATGGGTTCTAGTGTCGGCA
CARGTTCCTTATGTACCAGTACTTARGAATCARTGGARAGARARTCCTAARARAGTATTTGATCARTGTGARGETTCTTTECTTTATCCGATETTTGTCAARCCGGCGARTATEGGTTCTAGTGTCGGCA
CARGTTCCTTATGTACCAGTACT TAAGAATCARTGGARRGARARTCCTARRARAGTATTTGATCARTGTGARGGTTCTTTGCTTTATCCGATGT TTGTCARRCCGGCGARTATGGGTTCTAGTGTCGGCA
CARGTTCCTTATGTACCAGTACTTARGAATCARTGGAARGARARTCCTAARARAGTATTTGATCARTGTGARGETTCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCAARCCGGCgARTATGGGTTCTAGTGTCGGCA

261 270 280 230 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| |
TTACAARGGCAGARARCCGAGARGAGCTGCARAATGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCGAGCARTCGT TGARCAAGGAAT TGARGCGCGCGAARTCGARGTTGCTGTATTAGGARATGAAGA
TTACARRGGCAGARARCCGAGARGAGCTGCARARTGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCEAGCARTCGT TGARCAAGGAAT TGARGCGCGCGAARTCGARGTTGCTETATTAGGARATGAAGA
TTACARAGGCAGARARCCGAGARGAGCTGCARARTGCTTTAGCAACAGCCTATCAGTATGATTCTCGAGCARTCGT TGARCAAGGAAT TGARGCGCGCGAARTCGAAGT TGCTGTATTAGGARATGAAGA
TTACAARGGCAGARARCCGAGARGAGCTGCARARTGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCGAGCARTCGT TGARCAAGGAAT TGARGCGCGCGAARTCGARGTTGCTGTATTAGGARATGARGA

391 400 410 420 430 44 450 460 470 480 430 500 510 520

| |
TGTTCGGACGACTTTGCCTGGCGARGTCGTARARGACGTAGCATTCTATGATTATGARGCARRATATATCARTAATARARTCGARATGCAGATTCCAGCCARAGTGCCAGAAGAAGTTTATCARRAAGCA
TGTTCGEACGACTTTGCCTGGCEARGTCGTARAAGACGTAGCATTCTATGATTATGARGCARRATATATCARTAATARAATCGARATGCAGATTCCAGCCGARGTGCCAGARGARGTTTATCARRAAGCA
TGTTCGGACGACTTTGCCTGGCGARGTCGTARARGACGTAGCATTCTATGAT TATGARGCARAATATATCARTAATARAATCGARATGCAGAT TCCAGCCGARGTGCCAGARGAAGTTTATCARRAAGCA
TGTTCGGACGACTTTGCCTGGCGARGTCGTARRRGACGTAGCATTCTATGATTATGARGCARRATATATCARTAATARARTCGARATGCAGATTCCAGCCgARGTGCCAGAAGAAGTTTATCARAAAGCA

521 530 540 550 560 570 580 590 B0 610 620 626

1 1
CAAGAGTACGCGARGTTAGCTTACACGATGTTAGGCGGARGCGGATTGAGCCGGTCGAATTTCCTTTTTARAARAARAGGGAAAGGGGGAGGANGGGGEGEGAGEG
CAAGAGTACGTGARGTGTCCTCAGCCG-—-TCAGTCTARGGEGCAT

CARGAGTAC

CARGAGTACE . gaagh .o Ol o0 s CEu s s b B0 s AugaBedhatisisssisssssssssssssssssssssssssnssstssessstssssssssssns
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Alineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen purk de la cepa 6

purkBf
purk6R
Referencia 9
Consensus

purk6f
purkER
Referencia_9
Consensus

purk6f
purkbR
Referencia 9
Consensus

purkGf
purkBR
Referencia_d
Consensus

purk6f
purkbR
Referencia 9
Consensus

purkbf
purkBR
Referencia_d
Consensus

Cepa 3

1 10 20 30 40 50 [21) 70 a0 90 100 110 120 130
1

[}
CTTTGCGCTGA--GAGCTTGCCAGAAGARCAGATGTCATTACCTATGARTTCGARAATGTCAGTGTAGAGGLGT TRARTGL
ACTTTTTTCACCCCCCCCCAGTGGGCCCCARRAGTGTCTATGATGACACCTTTGCGCTGARAGAGCTTGCCAGARGAACAGATGTCATTACCTATGARTTCGARAATGTCAGTGTAGAGGCGTTARATGL

TGTCAGTGTAGAGGCGTTAAATGC
datssessssssassssesasraserssrassrssrasnsnssssssssCLLbECECLEA,  pagcblgccagaagaacagatgtoattacctatgaattegaaaaTGTCAGTETAGAGGCGTTAAATGE

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |
GATTTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACTTGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGTTAGARARATCTTTTTTGGAARACGAACARCATCGTGATTGCTCCTTATGCARCGATCGTCAGTCCE
GATTTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACTTGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGT TAGAAARATCTTTTTTGGAARACGAACARCATCGTGATTGCTCCTTATGCARCGATCGTCAGTCCE
GATTTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACTTGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGT TAGAAARATCTTTTTTGGAAACGAACARCATCGTGATTGCTCCTTATGCARCGATCGTCAGTCCE
GATTTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGEGACAGACTTGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGTTAGARARATCTTTTTTGGAAACGAACARCATCGTGATTGCTCCTTATGCAACGATCGTCAGTCCE

261 270 280 290 300 eali} 320 330 340 350 360 370 380 390

1 |
ACGGATATCCARGATGCGATTGACGEGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGAARACCACTCGAGGTGGCTATGATGECARGGGECAGTATGTTTTGARAAGTCGGGCGGATCTAGCTCCTGCCATGGACCTTT
ACGGATATCCARGATGCGATTGACGEGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGAARACCACTCGAGGTGGCTATGATGGCARGGGGCAGTATGTTTTGARAAGTCGGGCGGATCTAGCTCCTGCCATGGACCTTT
ACGGATATCCARGATGCGATTGACGEGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGAARACCACTCGAGGTGGCTATGATGGCARGGGGCAGTATGTTTTGARARGTCGGGCGGATCTAGCTCCTGCCATGGACCTTT
ACGGATATCCARGATGCGATTGACGEGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGAARACCACTCGAGGTGGCTATGATGECARGGGECAGTATGTTTTGARAAGTCGGGCGGATCTAGCTCCTGCCATGGACCTTT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

| |
TRAAGAGARGGAACCTGTGTTTTAGARGCATGGATCCCGTTTGARAARGAGATTTCGATCATGETGGCAGEARATGGTCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTEGARARCATCCACCACAACAATAT
TRAAGAGAAGGAACCTGTGTTTTAGARGCATGGATCCCGT TTGARARAGAGAT TTCGATCATGETGGCAGGARATGGTCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARARCATCCACCACAACAATAT
TAAGAGAAGGAACCTGTGTTTTAGAAGCATGGATCCCGT TTGARARAGAGAT TTCGATCATGETGGCAGGARATGGTCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARARCATCCACCACAACAATAT
TARGAGARGGAACCTGTGTTTTAGARGCATGGATCCCGTTTGARAARGAGATTTCGATCATGETGGCAGGARATGGTCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARARCATCCACCACARCAATAT

521 630 540 550 560 570 580 590 60O 610 620 630 640 650

1 1
TCTTCATGARACGATTGCTCCAGCTECGATTGATCAGGATGTGATTGARGAGGC TRAGCGTATTGCCCGTGTGATTGCAGAAGCAGTARGCCTTTCAGGTGCTTTAGGGGTAGAARTGTTTTTAARCARAR
TCTTCATGARACGATTGCTCCAGCTECGATTGATCAGGATGTGATTGAAGAGGC TEAGCGTATTGCCCGTGTGATTGCAGARGCAGTARGCCTT-CAGGTGCCTTTTAGGGGGAARCT
TCTTCATGARACGATTGCTCCAGCTECGATTGATCAGGATGTGATTGARGAGGC TEAGCGTATTGCCCGTGTGATTGE

TCTTCATGARACGAT TGCTCCAGCTECGATTGATCAGGATGTGATTGAAGAGGC TEAGCGTATTGCCCGTGTGATTGCagaagcagtaagectl , caggbegc.bh. . B8, . 8888 v evrsrrsnnss

651 660 670 680 689

|
ACAGGCEGGTTTTTTTGATTTGGGGAARARATARAAGTC

Alineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen adk de la cepa 3

adk3F

adk3R
REFEREHCIA_S
Consensus

adk3F

adk3R
REFEREHCIA_S
Consensus
adk3F

a
REFERENCIA_S
Consensus

adk3F

adk3R
REFEREHCIA_S
Consensus
adk3F

a
REFERENCIA_S
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
1 1
AAGAAACCARGC TGAARARATCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGGAGATATETTCCGCECAGCARTGCARAR
CAGTTTTTGARAACCCCTTCATAATEGGGCTGCCAGGCGCAGGTARAGGARCACARGC TGARRARATCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGEAGATATGTTCCGCGCAGCAATGCARAR
AGCTGARRARRTCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGGAGATATGTTCCGCGCAGCARTGCARAR

.a.gaa. .cafGCTGAARRARTCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGGAGATATGTTCCGCECAGCARTGCARAR

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1

CGAARCAGCTCTTGGCCTGGARGCARAGTCTTATATGGATARAGGTGCATTAGTTCCTGATGAAGTAACAAATGGARTCGTGARAGAGCGACTAGC TGARCCAGATACAGAGARAGGCTTCTTATTAGAT
CGAARCAGCTCTTGGCCTGGARGCARAGTCTTATATGGATARAGGTGCATTAGTTCCTGATGAAGTARCAAATGGARTCGTGARAGAGCGACTAGCTGARCCAGATACAGAGARAGGCTTCTTATTAGAT
CGARRCAGCTCTTGGCCTGGARGCARAGTCTTATATGGATARAGGTGCATTAGTTCCTGATGAAGTARCARATGGARTCGTGARAGAGCGACTAGCTGARCCAGATACAGAGARAGGCTTCTTATTAGAT
CGAAACAGCTCTTGGCCTGGARGCARAGTCTTATATGGATARAGGTGCATTAGTTCCTGATGAAGTARCARATGGARTCGTGARAGAGCGACTAGCTGARCCAGATACAGAGARAGGCTTCTTATTAGAT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
1 1
GGCTTTCCACGTACGCTAGATCAAGCARARGCTCTGGACGCARTGCTARARGATTTGAATARAARAART TGATGCTGTCATCGATATCCATGT TGGTGARGARATCT TGGTCGARCGTCTAGCCGGCCGAT
GGCTTTCCACGTACGCTAGATCARGCARARGCTCTGGACGCARTGCTARARGATTTGAATARRARART TGATGCTGTCATCGATATCCATGT TGGTGAAGARATCT TGGTCGARCGTCTAGCCGGCCGAT
GGCTTTCCACGTACGCTAGATCARGCARARGCTCTGGACGCARTGCTARARGATTTGARTARRARAATTGATGCTGTCATCGATATCCATGTTGGTGARGAAATCTTGGTCGARCGTCTAGCCGGCCGAT
GGCTTTCCACGTACGCTAGATCARGCARAAGCTCTGGACGCARTGCTARARGATTTGARTARRARARTTGATGCTGTCATCGATATCCATGTTGGTGARGAAATCTTGGTCGARCGTCTAGCCGGCCGAT

391 400 a1o 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
| 1
TTATCTGCAGCARTTGTGGAGCARCTTACCATARRATTTTCARCCCTACARAAGT TGARGACACATGTGATCGTTGCGGTGGGCATGARTTCTATCARAGAGARGATGATARACCTGAGACGGTTARRAR
TTATCTGECAGCARTTGTGEAGCARCTTACCATARRATTTTCARCCCTACARAAGTTGARGACACATGTGATCGTTGCGGTGEGCATGART TCTATCARAGAGARGAG
TTATCTGCAGCAATTGTGGAGCAACTTACCATARRAT TTTCARCCCTACARAAGT TGARGACACATGTGATCGT TGCGGTGGGCATGART TCTATCARAGAG
TTATCTGCAGCAATTGTGGAGCARCTTACCATAARAT TTTCARCCCTACARARGT TGAAGACACATGTGATCGT TGLGGTGEGCATGAATTCTATCAAAGAGAAEA. asssssssssssssesssasss

521 530 540543

1 1
TCGTGGGAGT TCARCARARARGA
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Alineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen gyd de la cepa 3

1 10 20 30 40 L 60 70 20 90 100 110 120 130

1 1

gyd3F GGGTARRARCGAGTGGTTGTTG-~GEAGGAT TARTAGACARC TATCCACGC TTACACAGGTGACCARATGACTCTAGACGGACCTCATCCTARAG

gyd3R  TTTTCCACARATTTTTTTAACCARTGGCTARARCATTGARCGACAARTTTGGTGTTGTTGARGGATTAAT-GACAACTATCCACGCTTACACAGGTGACCARATGACTCTAGACGGACCTCATCCTARAG
REFEREHCIA_1 TGTTGARGGATTAAT-GACAACTATCCACGCTTACACAGGTGACCAARTGACTCTAGACGGACCTCATCCTARAG

CONSENSUS  ,.vuvvssnsnsrssssssssssssssssssnsssssfadeads,.d.b, g LgtTGEEGaAGGATTAAT, GACARCTATCCACGCTTACACAGGTGACCARATGACTCTAGACGGACCTCATCCTARAG
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

260

| |

gyd3F GTGACTTCCGCCGTGCACGCGCTGCTGCTGCARACATCGTTCCTAACTCARCAGGTGCTGCTARRGCTATCGGTTTAGTARTTCCTGARTTGAACGGTARAT TAGACGGAGCTGCTCARCGTGTTCCTGT

gyd3R  GTGACTTCCGCCGTGCACGCGCTGCTGCTGCARACATCGTTCCTAACTCARCAGGTGCTGCTAARRGCTATCGGT TTAGTARTTCCTGAATTGAACGGTARAT TAGACGGAGCTGCTCAACGTGTTCCTGT
REFERENCIA_1 GTGACTTCCGCCGTGCACGCGCTGCTGCTGCARACATCGTTCCTARCTCARCAGGTGCTGCTARAGCTATCGGTTTAGTARTTCCTGARTTGAACGGTARATTAGACGGAGCTGCTCARCGTGTTCCTGT
Consensus GTGACTTCCGCCGTGCACGCGCTGCTGCTGCARACATCGTTCCTARCTCARCAGGTGCTGCTARAGCTATCGGTTTAGTAATTCCTGARTTGAACGGTARATTAGACGGAGCTGCTCARCGTGTTCCTGT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380

390

I I
gyd3F ACCARCAGGTTCATTAACAGARTTAGTARCAGTTCTTGARARAGAAGTARCTGTTGACGARATCAATGCAGCAATGAARGARGCTTCARACGAATCTTACGGATACARCACAGACGARATCGTTTCTTCA
gyd3R  ACCARCAGGTTCATTARCAGARTTAGTARCAGTTCTTGARARAGAAGTARCTGTTGACGARATCAATGCAGCAATGAARGARGCTTCARACGAATCTTACGGATACARCACAGACGARATCGTTTCTTCA

REFERENCIA_1 ACCAACAGGTTCATTAACAGART TAGTAACAGTTCTTGARARAGARGTAACTGTTGACGARRTCAATGCAGCAATGAARGARGCT TCARRCGAATCTTACGGATACAARCACAGACGARATCGTTTCTTCA
Consensus  ACCARCAGGTTCATTAACAGAATTAGTAACAGTTCTTGARARAGARGTAACTGT TGACGARATCAATGCAGCARTGAARGAAGL T TCARACGAATCTTACGGATACARCACAGACGARATCGTTTCTTCA

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 509

I I
gyd3F  GATATCGTTGGTATGACTTACGGTTCATTATTTGATGCTACACARAC TARRGTAATGATAGTTGGCGACARACARTTAGTTARAACTGTTGCTTGGTTCARACARAATTAGAAGGARAR

gyd3R  GATATCGTTGGTATGACTTACGGTTCATTATTTGATGC TACACARACTAARGTARTCATAGCTCCC~CCGTTCCC
REFERENCIA_1 GATATCGTTGGTATGACTTACGGTTCATTATTTGATGCTACACARACTAARGTARTGACAG

Consensus GATATCGTTGGTATGACTTACGGTTCATTATTTGATGCTACACARACTAARGTAATEALAG. L, cC. ' CereCarerrrraserssrsrerssnsrsnsssasassasesanrasnnas

Alineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen pstS de la cepa 3

1 10 20 30 40 50 60 0 80 90 100 110 120 130

1 |

pstS3IF CARTCGTGARCTCTGATGTATTTGCCEAR-CARGAGACGGAGTTGATGCTTCAARATTAGTGGATCACAARGTATCGETGG
pstS3R TCTTTGTTAGATTTTATTTTTTGAGCCCARAGTGARGCTGGAGCAGT TACTATCEGARACTCTGATGTATTTGCAGARGARAGAGACGGAGT TGATGCTTCARAATTAGTGGATCATAAAGTAGCAGTEG
REFEREHCIA_1 GTTACTATCGGARRCTCTGATGTATTTGCAGARGARAGAGACGGAGT TGATGCTTCARAAT TAGTGGATCATAAAGTAGCAGTGG

CONSENSUS  sessssssssssssssssssssssssssssssassssssasssssBELACLATCGaARCTCTGATGTATTTGC 26ARgaARGAGACGGAGTTGATGCTTCAARATTAGTGGATCALARAGTAZCAGTGE

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

260
1

pst53F  TCGGGATGGCACCARTCGTCARTARAGATACAGATGTCARAGATATCACCGARCAGGATTTGATTGATATCTTTACAGGARARATCAC TAACTGGARGGAAGT TGGCGGGAARGATCAARRRATCARCET
pstS3R - TCGGGATGGCACCAATCGTCARTARAGATACAGATGTCARAGATATCACCARACAGGAATTGATTGATATCTTTACAGGARARATCACTAACTGGAAGGAAGT TGGCGGGAARGATCAARRRATCARCGT
REFERENCIA_1 TCGGGATGGCACCARTCGTCARTARAGATACAGATGTCAARGATATCACCARACAGGARTTGATTGATATCTTTACAGGARARATCACTAACTGGARGGARGTTGECGGGAARGATCARAARATCARCGT
Consensus TCGGGATGGCACCARTCGTCARTARAGATACAGATGTCAARGATATCACCaAACAGEAATTGATTGATATCTTTACAGGARRAATCACTAACTGGARGGARGT TGECGGGARAGATCARARRATCAACGT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380

390

1 |
pstSIF  CGTGARCCGTGCARACAGCAGCGGTACCCGCGCGACATTCGARAAATGGGGACTEGATGGTECTACCCCTGTGCAGTCCCAAGARCARGATTCATCAGGARCAGT TCGGCAGCTGGTAAGTCARACACCA
pstS3R  CGTGARCCGTGCARACGECAGCGGTACCCGCGCGACATTCGARAAATEGGGAC TEGATGGTECTACCCCTRTGCAGTCCCAAGARCARGAT TCATCAGGARCAGT TCGGCAGCTGGTAAGTCARACACCA

REFERENCIA_1 CGTGARCCGTGCAARCGGCAGCGGTACCCGCGCGACATTCGARARATGGEGAC TGGATGGTGCTACCCCTGTGCAGTCCCARGARCARGAT TCATCAGGARCAGT TCGGCAGCTGGTARGTCARACACCA
Consensus CGTGAACCGTGCAAACgGCAGCGGTACCCGCGCGACATTCGARARATGGEGACTGGATGETGCTACCCCTGTGCAGTCCCARGARCARGATTCATCAGGARCAGT TCGGCAGCTGGTARGTCARACACCA

391 400 410 420 430 44 450 460 470 480 490 500 510

520

pst53F  GGAGCARTCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACGAGCACTARGTATCGACGGTGTACARCAARARTARGAGAATGTARCACATGACAGC TGGGGARTCTGGTCATATGAACATATET
pstS3R - GGAGCARTCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACARGCACTARGTATCGACGGTGTAGARCCARARGARGAGAATGTAGCAGATARCAGCTGGGGARTCTGGTCATATGAACATATGT
REFERENCIA_1 GGAGCAATCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACARGCACTARGTATCGACEGTGTAGAACCARARGARGAGARTGTAGCAGATARCAGCTGGEGARTCTEGTCATATGAACATATGT
Consensus GGAGCAATCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACAAGCACTAAGTATCGACGGTGTAZAACCARAREARGAGARTGTAZCAZATaACAGC TGGEGARTCTEGTCATATGAACATATGT

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640

550

pstS3IF FICFICGHRCGGHFIHFICCTTI:l:CCTGHFIGTCCFIHFIHFITTCTTHEHI:THCHTGFITGFII:FIGFIFIGFIHFITI:TCFIGFIHCGHCCTGTFIHFITFIHFITTGGFll:TFITTTFII:I:FIHTCFll:RHTGHTGEHHGTRHEHTGGGHTCC

pstS3R  ACACGAACGGARRACCTTCCCCTGAAGTCCARARATTCTTAGACTACATGATGACAGAAGARATCCARGARGGACC TGTCAARGAAT TGG-CT-TTTACCARAC
REFERENCIA_1 ACACGAACGGARAACCTTCCCCTGARGTCCARRRATTCTTAGACTACATGATGACAGARGARATCCARGARGGACCTGTCARAGAATTGGGCTATTTACCARTCACAR

Consensus ACACGARCGGAARACCTTCCCCTGARGTCCARARATTCTTAGACTACATGATGACAGARGARAATCcaRGARgGACCTGTCARagARTTGE. CTaTTTACCAALCACAa.cvvaeeneeenenn

651 1] 670 680 687

1 I
pst53F  CGGGACCCTCTTTTARRAARACCCACCCTARATAAARR
pstS3R

REFERENCIA_1

CONSENSUS  tivavasssssrssssssssssssssssssnsnsess
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Alineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen atpA de la cepa 3

atpA3F

atpRER
REFEREHCAIA_8
Consensus

atpA3F
atpAGR
REFERENCAIA_8
Consensus

atpA3F

atpRER
REFEREHCAIA_8
Consensus

atpA3F
atpAGR
REFERENCAIA_8
Consensus

atpA3F

atpABR
REFEREHCAIA_8
Consensus

atpA3F
atpAGR
REFERENCAIA_8
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
I

|
CCCTTGGGATCAR-TGATGTAGGTATCATTATCCT
TGTATARTTTARTATTAGAATTTATTTTATATATTTATATATATTTARTATARGATTTARAAAGTARRT TTCCGGT TCARTACGGARTGGCACARARCTTAGAGTCARRTGATGTAGGTATCATTATCCT

TCRATTATCCT
Y AL 1 LN R LR L e
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1 |
TGGCGATTTCGAGTCCATTCGTGARGGAGATARAGTARARCGARCAGGTARGATCATGGARGTTCCAGT TGGAGAGGCCTTGATCGGTCGGGTAGTCARTCCGC TAGGTCARCCARTCGACGGACTAGGT
TGGCGATTTCGAGTCCATTCGTGARGGAGATARAGTARARCGARCAGGTARGATCATGGARGTTCCAGTTGGAGAGGCCTTGATCGGTCGGGTAGTCAATCCGCTAGGTCARCCARTCGACGGACTAGGT
TGGCGATTTCGAGTCCATTCGTGARGGAGATARAGTARARCGARCAGGTARGATCATGGARGTTCCAGT TGGAGAGGCCTTGATCGGTCGGGTAGTCARTCCGCTAGGTCARCCARTCGACGGACTAGGT
TGGCGATTTCGAGTCCATTCGTGARGGAGATARAG TARRACGARCAGGTARGATCATGGAAGTTCCAGT TGGAGAGECCT TGATCGGTCGGGTAGTCARTCCGCTAGGTCARCCARTCGACGEACTAGGT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330

| |
GAAATCGTTACTGACAARGCTCETCCAGTAGARGCGATGGCACCAGGCGTTATGCAACGTARRTCTGTTARCGARCCAATGECARACAGGGC TAARRAGCGATCGACGCCCTTGTECCARTCGGACGCGGAC
GAAATCGTTACTGACAAAGCTCGTCCAGTAGAAGCGATGGCACCAGGCGT TATGCAACGTARATCTGT TAACGARCCARTGCARACAGGGC TARRAGCGATCGACGCCCTTRTGCCARTCGGACGCGGAC
GARATCGTTACTGACAARGCTCGTCCAG TAGAAGCGATGGCACCAGGCGT TATGCAACGTARATCTGT TARCGARCCARTGCARACAGGGC TARAAGCGATCGACGCCCTTRTGCCARTCGGACGCGGAC
GAAATCGTTACTGACARRGCTCGTCCAGTAGARGCGATGGCACCAGGCGTTATGCAACGTARATCTGTTARCGAACCAATGCARACAGGGC TAARRAGCGATCGACGCCCTTGTGCCARTCGGACGCGGAC

391 LUl 410 420 430 44l 450 460 470 480 430 500 510 520
1 1
ARCGTGAATTAGTCATCGETGACCGTARARCAGGGARARCTTCTATTGCGATCGATACGATCAT TAARCCARRRRGGTCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCARTCGGACARRARGATTCTACAGTTCE
ARCGTGAATTAGTCATCGETGACCGTARARCAGGGARARCTTCTATTGCGATCGATACGATCATTARCCARRARGGTCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCARTCGGACAARARGATTCTACAGTTCE
ARCGTGARTTAGTCATCGETGACCGTARARCAGGGARARCTTCTATTGCGATCGATACGATCATTARCCARRARGGTCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCARTCGGACAARARGATTCTACAGTTCE
ARCGTGAATTAGTCATCGETGACCGTARARCAGGGARARCTTCTATTGCGATCGATACGATCAT TAACCARRAAGGTCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCARTCGGACARAARGATTCTACAGTTCE

521 530 540 550 560 570 580 590 60O 610 620 630 640 650

| |
TACACARGTTGAARCATTGARARARTATGECGCARTEGATTACACARTCGTTGTGAATGCCGETGCGTCTCARCCAGCACCATTGCTTTATATCGCACCATATGCTEGTACTGCARTGEGTGAAGAATTC
TRACACARGT TGARACATTGARARARTATGECGCARTGGATTACACARTCGTTGTGAATGCCGETGCGTCTCARCCAGCACCATTGCTTTATATCGCACCATATGCTGGTACTGCARTGEGTGAAGAATTC
TACACARGTTGARRCATTGARARARTATGGCGCARTGGATTACACARTCGT TGTGAATGCCGETGCGTCTCARCCAGCACCATTGCTTTATATCGCACCATATGC TGGTACTGCARTGGGTGAAGAATTC
TACACARGTTGAARCATTGARARAATATGECGCARTGGATTACACARTCGTTGTGAATGCCGETGCGTCTCARCCAGCACCATTGCTTTATATCGCACCATATGCTGGTACTGCARTGEGTGAAGAATTC

651 BBO 670 680 690 F00 10 720 730 740 749
1 1
ATGTACARCGGTARACATGTATTGATCATTTTTGATGATCTTTCARARCARGCCGTGGCTACTGGGGARACTTARARARARCCCARCCCCCARARTTAR
ATGTACARCGGTARACATGTATTGATCATTTT-GAAGTTTACARARRACGGGG

ATGTACARCGGTARACATGTATTGAT
ATGTACAACGGTARACATETATTGATCAbEEL . 2a, 8.t . ... 33830, .Br e rsrrsssrarssssrarssssrarssssrarsssssnssssnss

Alineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen gdh de la cepa 3

gdh3F

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
I

|
GACGGTTTTAC-GGTTGTAGCATTACTTGCAATGGARCCGCCAGTAGCATTTTCCGARAAAGAARTCCGTACAGARARG

gdh3R
REFEREHCIA_12
Consensus

gdh3F

gdh3R
REFERENCIA_12
Consensus

gdh3F

edh3R
REFEREHCIA_12
Consensus

gdh3F

gdh3R
REFERENCIA_12
Consensus

gdh3F

edh3R
REFEREHCIA_12
Consensus

gdh3F

gdh3R
REFERENCIA_12
Consensus

GC GECTTTTTTTTTTTGGGCCCCCTTTARGATATGGTGCARARTCATATTTTACAGGTTGTAGCATTACTTGCAATGGARCCGCCAGTAGCATTTTCCGARARARAGAARTCCGTACAGARAAG
CCGCCAGTAGCATTTTCCGARARAGAAATCCGTACAGARARG
ssssssssssassssssessstasessstessssssasssassssssnssssssssbbblbac.ggtigtageattacttgcaategaalCGCCAGTAGCATTTTCCGARAARGAARTCCGTACAGARARG

13 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1 1
ATCARRGCATTGARAGCTATCCGCATTTATARCGAAGARGAAGTGT TAGARAACTTCGTTCGCGGGCARTATGC TCAAGGTGART TGGATGGTGTACART TCARGGGC TATCGCGARGARGACARAGT GG
ATCARAGCATTGARAGCTATCCGCATTTATAACGARGAAGAAGTGTTAGARAACTTCGTTCGCGGGCARTATGC TCARGGTGARTTGGATGGTGTACAATTCARGGGC TATCGCGARGAAGACARAGTGE
ATCARAGCATTGARAGCTATCCGCATTTATAACGARGAAGAAGTGT TAGARAACTTCGTTCGCGGGCARTATGC TCARGGTGARTTGGATGGTGTACAAT TCARGGGC TATCGCGARGAAGACARAGT GG
ATCARAGCATTGARAGCTATCCGCATTTATARCGAAGARGARAGTGT TAGARAACTTCGTTCGCGGGCARTATGE TCARGGTGART TGGATGGTGTACARTTCARGGEC TATCGCGARGAAGACARAGTGE

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330

| |
ATGCTCARTCAGAGACTGAARCATTCGTCGECAGGCARATTCACTATCGACARCTTCCGTTGGTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCAARCGT TTGACTGARARAGGGACTCGGATCARCATCGT
ATGCTCAATCAGAGACTGAARCATTCGTCGCAGGCARAT TCACTATCGACARCTTCCGTTGGTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCAARCGT TTGACTGAAARAGGGACTCGGATCAACATCGT
ATGCTCAATCAGAGACTGAARCATTCGTCGCAGGCARAT TCACTATCGACARCTTCCGTTGGTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCAAACGT TTGACTGAAARAGGGACTCGGATCARCATCGT
ATGCTCARTCAGAGACTGAARCATTCGTCECAGGCARATTCACTATCGACARCTTCCGTTGGTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCAARCGT TTGACTGARARAGGGACTCGGATCARCATCGT

391 400 410 420 430 44l 450 460 470 480 490 500 510 520
1 1
ATTCARRCARGTTCCTGTTARTGTATTCARARCATCTGTCGATGARCCATGTGACGATACGACACTTCCACCTAATGTTCTARCGATCTATATTCAGCCAACTGARGGATTTTCTTTATCCTTGAATGGE
ATTCARRCARGTTCCTGTTARTGTATTCARARCATCTGTCGATGAACCATGTGACGATACGACACTTCCACCTAATGTTCTAACGATCTATATTCAGCCAACTGARGGATTTTCTTTATCCTTGARTGGE
ATTCARRCARGTTCCTGTTARTGTATTCARARCATCTGTCGATGAACCATGTGACGATACGACACTTCCACCTAATGTTCTAACGATCTATATTCAGCCAACTGARGGATTTTCTTTATCCTTGARTGGE
ATTCARACARGTTCCTGTTARTGTATTCARARCATCTGTCGATGAACCATGTGACGATACGACACTTCCACCTARTGTTCTAACGATCTATATTCAGCCARCTGARGGATTTTCTTTATCCTTGARTGGE

521 530 540 550 560 570 580 590 60O 610 620 630 640 650

I |
ARAGARGTAGGGCARGGATTTGAAACGGARCCARTCARATTGGAATTTAGAAATAGTGCAGARATGGTTGARARTAGCCCAGAAGCTTACGARARAT TACTATTAGATGCGTTGARTGGTGATGGAACGA
ARAGARGTAGGGCARGGATTTGAAACGGARCCAATCARAT TGGAAT T TAGAARATAGTGCAGARATGGT TGARARTAGCCCAGAAGC T TACGARARAT TACTATTAGATGCGT-GARTGGTGATTRACGAC
ARAGARGTAGGGCARGGATTTGAAACGGARCCAATCARAT TGGAAT T TAGARATAG TGCAGARATGG T TGARARTAGCCCAGARGC TTACGARARAT T

ARRGARGTAGGGCARGGATTTGAAACGGARCCARTCARATTGGAATTTAGARATAGTGCAGARATGGT TGARARTAGCCCAGARGCTTACGARARATTactattagatgcgt .gaatgpbeat. ca....

651 GEO E70 630 690 F00 710713
1

1
ACTTCTCTCATTGGEGACGAAGT TCCCCATCTTTGGGAARGARARATTTTTTTTTTTTTTGCGC
TCTARGCTAT

B I ..
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Alineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen ddl de la cepa 3

dd13F

dd13R
REFERENCIA_4
Consensus
dd13F

dd13R
REFERENCIA_4
Consensus
dd13F

dd13R
REFERENCIA_4
Consensus
dd13F

dd13R
REFERENCIA_4
Consensus
dd13F

dd13R
REFERENHCIA_4

Consensus

dd13F

dd13R
REFERENCIA_4
Consensus

dd13F

dd13R
REFERENCIA_4
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 a0 90 100 110 120 130
I I

TATACTGAGCAGCCAGGTAGATGTTGTTCEGGTGGTATTTCAGACCACCGAGTATAGGTCTATGTGCGATAGCTTTCACCCGTAGTAGCCCGCAGCGTTCTGGTCARGCAGTACGCTTAGAARCTGGTGA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
I I

CGEGGEGA--GCGCATTGAC
CCTACAGTACCGATARAGARTCTTTTCGCCCAGATCGTAGTTTRCAGCACCATCGGARACTATARTATTCGCCGCAGCGCAGCTCTCT TTTTGGTTGCCTTATGTCGGCGCAGGCGTATTGAC
RN 738 - T 702 I TR 11

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330
1 |
-AGTGCATGTGCCATGGATARARTCATGACCARATATATTTTACAAGCTGCTGGTGTGCCGCAAGTTCCTTATGTACCAGTACT TARGAATCAATGGARRGARARTCCTARRARAGTATTTGATCAATGT
CAGTGCATGTGCCATGGATARARTCATGACCARATATATTTTACAAGCTGCTGGTGTGCCGCAAGTTCCTTATGTACCAGTACTTARGAATCAATGGARRGARARTCCTARRARAGTATTTGATCAATGT
CAGTGCATGTGCCATGGATARARTCATGACCARATATATTTTACAAGCTGCTGGTRTGCCGCAAGTTCCTTATGTACCAGTACTTAAGAATCAATGGARRGARARTCCTARRARAGTATTTGATCAATGT
cAGTGCATGTGCCATGGATARARTCATGACCARATATATTTTACAAGCTGCTGGTGTGCCGCARGTTCCTTATGTACCAGTACT TAAGAATCAATGGARAGARARTCCTAAARAAGTATTTGATCAATGT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

| |
GARGGTTCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCARACCGGCGAATATGGGT TCTAGTGTCGGCAT TACARAGGECAGARAACCGAGARGAGC TGCARARTGCTTTAGCARCAGCC TATCAGTATGATTCTCGAG
GARGGTTCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCARACCGGCGARTATGGGTTCTAGTGTCGGCATTACARAGGCAGARARCCGAGARGAGE TGCARARTGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCGAG
GARGGTTCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCARACCGGCGARTATGGGTTCTAGTGTCGGCATTACARAGGCAGAAARCCGAGARGAGC TGCARARTGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCGAG
GARGGTTCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCARACCGECGAATATGGGTTCTAGTGTCGGCATTACARAGECAGARAACCGAGARGAGC TGCARARTGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCGAG

521 530 540 550 560 570 580 590 60O 610 620 630 640 650

| |
CARTCGTTGARCARGGART TGARGCECGCEARATCGARGTTGCTGTATTAGGAAATGARGATETTCGGACGACTTTGCCTEGCGARGTCGTARARGACGTAGCATTCTATGATTATGARGCARARTATAT
CARTCGTTGARCARGGAAT TGARGCGCGCGARATCGAAGT TGCTGTATTAGGAAATGARGATGT TCGGACGACTTTRCCTGGCGARGTCGTARARGACGTAGCAT TCTATGATTATGAAGCARARTATAT
CARTCGTTGARCARGGAAT TGARGCGCGCGARATCGAAGT TGCTGTATTAGGARATGAAGATGT TCGGACGACTTTGCCTGGCGARGTCGTARARGACGTAGCATTCTATGATTATGAAGCARARTATAT
CARTCGTTGARCARGGAAT TGARGCECGCGARATCGAAGTTGCTGTATTAGGARATGARGATETTCGGACGACTTTGCCTGGCGARGTCGTARARGACGTAGCATTCTATGATTATGARGCARAATATAT

551 1] 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 730

CHHTHHTRHRHTCEFlﬂFITECHGHTTECHGCDGHHETEDCHGHRERHETTTHTCHHHFlﬂECHCHRERGTHEGEEﬂHGTTHECTTHCHEEHTETTREECEGHRECGEFITTERGECEGTECEHTTTCTTTTTH
CARTARTARRATCGARATGCAGATTCCAGCCGARGTGCCAGAAGAAGTTTATCARRARGCACARGAGTACGCGARGTTAGCT-ACACGA--——-—-—-

CAATARTARAATCGARATGCAGAT TCCAGCCGAAGTGCCAGAAGAAGTTTATCARARAGCACAAGAGTAC

CAATAATARAARTCGARATGCAGAT TCCAGCCGAAGTGCCAGAAGARGTTTATCARAAAGCACAAGAGTACgcgaagtlaget . 8cacga, v asses s 288028 it assisivsnstasssnaes

781 790 800 807

1= -1
ARAAARAGT TGEGTGGGGETTGCCGEG

Alineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen purk de la cepa 3

purk3f
purk3r
Referencia_9
Consensus

purk3f
purk3R
Referencia 9
Consensus

purk3f
purk3r
Referencia_ 9
Consensus

purk3f
purk3R
Referencia 9
Consensus

purk3f
purk3R
Referencia_ 9
Consensus

purk3f
purk3R
Referencia 9
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 0 80 90 100 110 120 130
1

I
GTGACTTTGCGCTGA--GAGCTTGCCAGARGARCAGATGTCATTACCTATGAATTCGARARTGTCAGTGTAGAGGCGTTARATGCGA
TITTCTCCCCCTCCATGGEGEGGCCCCCCGARGTRTCTATGATGACACCT TTGCGCTGARAGAGL T TECCAGAAGARCAGATGTCATTACCTATGART TCGARARTG TCAGT GTAGAGGECGT TARATGCGA

TGTCAGTGTAGAGGCGTTARRTGCGA
ttsstssssssiesssessstasssrssssasssssssssssssssChblgogotea, . gagott gteattacctatgaattogaaaalGTCAGTGTAGAGGCGTTAAATGCGA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1 1
TTTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACT TGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGT TAGARARRTCTTTTTTGGARACGARCAACATCGTGATTGCTCCTTATGCARCGATCGTCAGTCCGAC
TTTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACTTGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGTTAGARARATCTTTTTTGGARACGARCAACATCGTGATTGCTCCTTATGCARCGATCGTCAGTCCGAC
TTTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACTTGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGTTAGARARATCTTTTTTGGARACGARCAACATCGTGATTGCTCCTTATGCARCGATCGTCAGTCCGAC
TTTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACTTGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGTTAGARARATCTTTTTTGGARACGARCAACATCGTGATTGCTCCTTATGCARCGATCGTCAGTCCGAC

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

1 |
GGATATCCARGATGCGATTGACGGGATCGGCTATCCTTGTETTTTGARARCCACTCGAGETGGC TATGATEGCARGGEGCAGTATGTTTTGARAAGTCGGGCGEATCTAGCTCCTGCCATGGACCTTTTA
GGATATCCARGATGCGATTGACGGGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGARARCCACTCGAGETGGCTATGATGGCARGGGEGCAGTATGT TTTGARAAGT CGGGCGGATCTAGCTCCTGCCATGGACCTTTTA
GGATATCCARGATGCGATTGACGGGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGARARCCACTCGAGETGGC TATGATGGCARGGGGCAGTATGT TTTGAAAAGTCGGGCGEATCTAGCTCCTGCCATGGACCTTTTA
GGATATCCARGATGCGATTGACGGGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGARARCCACTCGAGETGGL TATGATGGCARGGGGCAGTATGTTTTGARAAGTCGGGCGEATCTAGCTCCTGCCATGGACCTTTTA

391 400 410 420 430 44 450 460 470 480 490 500 510 520
1 1
AGAGARGGARCCTGTGTTTTAGAAGCATGGATCCCGTTTGARRAAGAGATTTCGATCATGGTGECAGGARATGGTCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARARCATCCACCACARCARTATTC
AGAGARGGARCCTGTGTTTTAGAAGCATGGATCCCGTTTGARRARGAGATTTCGATCATEGTGECAGGARATGGTCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARRACATCCACCACARCARTATTC
AGAGARGGARCCTGTGTTTTAGAAGCATGGATCCCGTTTGARRAAGAGATTTCGATCATEGTGECAGGARATGETCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARRACATCCACCACARCARTATTC
AGAGARGGARCCTGTGTTTTAGAAGCATGGATCCCGTTTGARARAGAGATTTCGATCATEGTGECAGGARATGE TCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGAARARCATCCACCACARCARTATTC

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

1 |
TTCATGARACGATTGCTCCAGCTGCGATTGATCAGGATGTEATTGAAGAGGC TGAGCGTATTGCCCATGTEATTGCAGARGCAGTAAGCCTTTCAGETGCTT TAGGGGTAGARATGTTTTTAACAARAARC
TTCATGARACGATTGCTCCAGCTGCGAT TGATCAGGATGTGATTGAAGAGGC TGAGCGTATTGCCCGETGTGAT TGCAGAAGCAGTAAGCCTTTCAGGETGCT T TAGGGGTAGARA-GTTCAG
TTCATGAARACGATTGCTCCAGCTGCGATTGATCAGGATGTGATTGARGAGGC TGAGCGTATTGCCCETGTGATTGL
TTCATGARACGATTGCTCCAGCTGCGATTGATCAGGATGTGATTGAAGAGGCTGAGCGTATTGCCCGTGTGATTGC agaagcagt aagectbbeaggbgcttbagprgt agaaa gl eeeeeeene..

651 1] 670 680

1 1
AGGCGGGATTTTTGTAARARAAAARARACC
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Cepa 2

Alineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen adk de la cepa 2

adk2F

adk2R
REFERERCIA_S
Consensus

adk2F

adkZR
REFERENCIA_S
Consensus

adk2F

adk2R
REFEREHCIA_S
Consensus

adk2F

adkZR
REFERENCIA_S
Consensus

adk2F

adk2R
REFEREHCIA_S
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 80 0
I

100 110 120 130

|
TGGCAC——GTTAGG--AC-CARGCTGATARR-TCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCAACAGGAGATATGTTCCGCGCAGCARTGCARA
CTTCGTTATGEGACCCCTCATTTARTEGGGCTGCCAGGCGCAGGTAARGGARCACAAGC TGARRARRTCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGEAGATATGTTCCGCGCAGCAATGCARA
AGCTGAARARATCATTGATGCTTATGETATTCCGCACATCTCARCAGGAGATATGTTCCGCGCAGCAATGCARA

sessetrasssasrasesasrasesssrssssess+BEC.C,.gh a2, ac.calGCTGAaAARaTCATTGATGCTTATGETATTCCGCACATCTCARCAGGAGATATGTTCCGCGCAGCARTGCARA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |
ACGARRCAGCTCTTGGCCTGGAAGCARAGTCTTATATGGATARAGGTGCATTAGT TCCTGATGAAGTARCAARTGGAATCGT GARAGAGCGAC TAGC TGARCCAGATACAGAGARAGGCTTCTTATTAGA
ACGARACAGCTCTTGGCCTGGARGCARAGTCTTATATGGATARRGGTGCATTAGTTCCTGATGAAGTARCAARTGGARTCGTGARAGAGCGAC TAGC TGARCCAGATACAGAGARAGGCTTCTTATTAGA
ACGARRCAGCTCTTGGCCTGGARGCARAGTCTTATATGGATARRGGTGCATTAGTTCCTGATGAAGTARCAARTGGARTCGTGARAGAGCGACTAGC TGARCCAGATACAGAGARAGGCTTCTTATTAGA
ACGARACAGCTCTTGGCCTGGARGCARAGTCTTATATGGATARRGGTGCATTAGTTCCTGATGAAGTARCAARTGGARTCGTGARAGAGCGAC TAGCTGARCCAGATACAGAGARAGGCTTCTTATTAGA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| |
TGGCTTTCCACGTACGCTAGATCARGCARAAGCTCTGGACGCARTGCTARARGATTTGARTARRARAAT TGATGCTGTCATCGATATCCATGTTGGTGARGAARTCTTGGTCGARCGTCTAGCCGGCCGA
TGGCTTTCCACGTACGCTAGATCARGCARRAGCTCTGGACGCARTGCTARARGATTTGARTARRARAATTEATGCTGTCATCGATATCCATGTTGGTGARGARRTCTTGGTCGARCGTCTAGCCGGCCEGA
TGGCTTTCCACGTACGCTAGATCARGCARRAGCTCTGGACGCARTGCTARARGATTTGAATARRARART TGATGCTGTCATCGATATCCATGT TGGTGARGARATCTTGGTCGARCGTCTAGCCGGCCGA
TGGCTTTCCACGTACGCTAGATCARGCARARGCTCTGGACGCARTGCTARARGATTTGAATARRARARTTGATGCTGTCATCGATATCCATGT TGGTGAAGARATCTTGGTCGARCGTCTAGCCGGCCGA

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

1 1
TTTATCTGCAGCAAT TGTGGAGCAACTTACCATAAAATTTTCARCCCTACARAAGT TGAAGACACATGTGATCGT TGCGGTGGGCATGAATTCTATCARAGAGAAGATGATAAACCTGAGACGGTTARAA
TTTATCTGCAGCARTTGTGGAGCARCTTACCATAARRTTTTCARCCCTACARAAGT TGAAGACACATGTGATCGTTGCGGTGGGCATGARTTCTATCARAGAGAAGATTARCCCCCC
TTTATCTGCAGCAATTGTGGAGCARCTTACCATAARATTTTCARCCCTACARAAGTTGARGACACATGTGATCGTTGCGGTGEGCATGARTTCTATCAAAGAG
TTTATCTGECAGCAATTGTGEAGCARCTTACCATAARATTTTCARCCCTACARAAGT TGARGACACATGTGATCGT TGCGGTGEGCATGARTTCTATCAAAGAGAAEAt .3y e e sCCerrrreneranren
521 530

540 549

| |
ATCGTTTGGCGARCACARARACARARAAR

Alineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen gyd de la cepa 2

gyd2F

2yd2R
REFERENCIA_1
Consensus

gyd2F

gyd2R
REFERENCIA_1
Consensus

gyd2F

gyd2R
REFERENCIA_1
Consensus

gyd2F

2yd2R
REFERENCIA_1
Consensus

gyd2F

2yd2R
REFERENCIA_1
Consensus
gyd2F

gyd2R
REFEREHCIA_1
Consensus
gyd2F

gyd2R
REFERENCIA_1
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90
1

100 110 120 130
I

GGCCCCCATCCCGAGCTGGAGATGGTGAGATGGCACCGTCTTCARTTATCGCCTTCCAGCCCGACCCARTGTCTGATGAGATCCCTCAGCCCTACCACCGACGEACTGGCTACTCARRAGATGCACGGTA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1

I
HHNGGT-TCGTTGARGGATTAR
ACTAGGGCCTTCACTCGTCTCATATTTTTTAGATGATTCGCCGGTGGGAGECT TARGGAT TGATCCTGCTAARCCAGCTCATCCARTGGCTARARCAT TGARCGACARATTTGGTGTTGT TGAAGGATTAA
TGTTGARGGATTAR

e et 4e 0 eae00000000000000000000e0000ttestt0tiesttatiesttatsestsstsestsstsesssstssssssssessssssssssnssesssssesBZb LLETTGARGEATTAR

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

1 1
TGACARCTATCCACGCTTACACAGGTGACCARATGACTCTTGACGGACCTCATCCTARAGGTGACTTCCGCCGTGCACGCGCTGCTGCTGCARACATCGTTCCTARCTCARCAGGTGCTGCTGARGCTAT
TGACARCTATCCACGCTTACACAGGTGACCARATGACTCTAGACGGACCTCATCCTARAGGTGACCTCCGCCGTGCACGCGCTGATGCTGCARACATCGTTCCTARCTCARCAGGTGCTGCTAARGCTAT
TGACARCTATCCACGCTTACACAGGTGACCARATGACTCTAGACGGACCTCATCCTARAGGTGACTTCCGCCGTGCACGCGCTGCTGCTRCARACATCGTTCCTARCTCARCAGGTGCTGCTAARGCTAT
TGACARCTATCCACGCTTACACAGGTGACCARATGACTCTaGACGGACCTCATCCTARAGGTGACL TCCGCCGTGCACGCEC T Ge TRCTGCARACATCGTTCCTARCTCARCAGGTGCTGCTaARGCTAT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
1 |
CGGTTTARTARTTCCTGAATTGAACGGTARAT TAGACGGAGCTGCTCAACGTGTTCCTGTACCARCAGGTTCATTARCAGAAT TAGTAACAGT TCTTGARARAGARGTARCTGT TGACGARATCAATGCA
CGGTTTAGTARTTCCTGARTTGAACGETARAT TAGATGGAGCTGCTCARCGTGTTCCTGTACCARCAGGTTCATTARCAGAAT TAGTAACAGTTCTTGAAAAAGARGTARCTGTTGACGARATCARTGCA
CGGTTTAGTARTTCCTGARTTGAACGETARAT TAGACGGAGCTGCTCARCGTGTTCCTGTACCARCAGGTTCATTARCAGAATTAGTARCAGTTCTTGARAAAGARGTARCTGTTGACGARATCARTGCA
CGGTTTAgTARTTCCTGARTTGAACGETARATTAGACGGAGCTECTCARCGTGTTCCTGTACCARCAGGTTCATTARCAGAATTAGTAACAGTTCTTGARAAAGARGTARCTGTTGACGARATCARTGCA

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

1 |
GCARTGARAGAAGCTTCARACGAATCTCACGGATACTACACAGACAARATCGTTTCTTCAGATATCETTGGTATGACTTACGGTTCATTATTTGATGCTACACARRCTARAGTARTGATAGT TGGCGACC
GCARTGAAAGAAGCTTCARACGAATCTTACGGATACARCACAGACGARATCGTTTCTTCAGA-ATCET TGGTATGACT-ACGGTTCATTATTTGATGCTACACARRC TARAGTAATGATAGT-GGCGACA
GCARTGARAGAAGCTTCARACGAATCTTACGGATACARCACAGACGARATCGTTTCTTCAGATATCETTGGTATGACTTACGGTTCATTATTTGATGCTACACAARC TARAGTARTGACAG

GCARTGARAGAAGCTTCARACGAATCTLACGGATACaACACAGACgARATCGTTTCTTCAGALATCETTGGTATGACTEACGGTTCATTATTTGATGCTACACARRCTAARGTARTGALAGE . ggcgac.

651 :1:11] 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 70 780

1 1
ARCARTTACTTARARCTGTTGCTTGGTATGCARCARACGGATARTGTGCATCGCTCCCTTGAGGARRARATGACCTGCGARARATCGCARTTAARGCCTCTACACTGACATTTTCGARTTCACAGGTAART

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 90i

1 |
GACATCTGTTCTTCTGGCGGECTCTGTCAGCGCAGAGGTGTCATCATACACACTTCGTGTCGEGCTGTARGACGATARATGAAGACAGTGCCATCTCACCATCTCAGCTCACHTCGGGEGT

85



Alineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen pstS de la cepa 2

pstS2F
pstS2R
REFERENCIA_1
Consensus
pstS2F
pstS2R
REFERENCIA_1
Consensus
pstS2F
pst52R
REFERENCIA_1
Consensus
pstS2F
pst52R
REFERENCIA_1

Consensus

pstS2F
pstS2R
REFERENCIA_1
Consensus

pstS2F
pst52R
REFERENCIA_1
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 a0 90 100 110 120 130
I

|

CAACARACG=-TGACTCTGATGTATT TGCAGAAGAA=-GAGACGGAGT TGATGCTTCARART TAGTGGATCATAAAG
CCARAGCCCCCCCTCACCCATTTCCTTTTTTGAGCCCARATCGARGCTGGAGCAGT TACTATCGGARACTCTGATGTATTTGCAGAAGAARGAGACGGAGT TGATGCTTCARARTTAGTGGATCATARAG
GTTACTATCGGARRCTCTGATGTATTTGCAGARGAAAGAGACGGAGT TGATGCTTCARART TAGTGEATCATARAG
wrvererssresasrarerasrerersrreraversaseraseesanesessssBLLACLALCGEaaRCTCTGATGTATTTGCAGARGARAGAGACGEAGT TGATGCTTCARART TAGTGEATCATARAG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| I
TAGCAGTGGTCGGGATGGCACCAATCGTCAATARAGATACAGATGTCARARATATCACCARACAGGARTTGATTGATATCTTTACAGGARRARTCACTARCTGGARGGAAGT TGGCGGGARAGATCARAR
TAGCAGTGGTCGGGATGGCACCAATCGTCAATARAGATACAGATGTCARAGATATCACCARACAGGART TGATTGATATCTTTACAGGARAARTCACTARCTGGARGGAAGT TGGCGGGARAGATCARAR
TAGCAGTGGTCGGGATGGCACCAATCGTCAARTARAGATACAGATGTCARAGATATCACCARACAGGART TGATTGATATCTTTACAGGARAARTCAC TARCTGGARGGAAGT TGGCGGGARAGATCARAR
TAGCAGTGGTCGGGATGGCACCAATCGTCAATARAGATACAGATGTCARAEATATCACCARACAGGARTTGATTGATATCTTTACAGGARRARTCACTAACTGGARGGAAGT TGGCGGEARAGATCARAR

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330

1 |
ARTCARCGTCATGAACCGTGCARACGGCAGCGETACCCGCGCGACATTCGARARATGGGGAC TGGATGGTGCTACCCCTGTGCAGTCCCARTAACARGAT TCATCAGGARCAGT TCGGCAGCTGGTARGT
ARTCARCGTCGTGARCCGTGCARACGGCAGCGETACCCGCGCGACATTCGARARATGGGGAC TGGATGGTGCTACCCCTGTGCAGTCCCARGAACARGATTCATCAGGARCAGTTCGGCAGCTGGTARGT
ARTCARCGTCGTGARCCGTGCARACEGCAGCGETACCCGCGCGACATTCGARARATGGGGACTGGATGGTGCTACCCCTGTGCAGTCCCARGAACARGAT TCATCAGGARCAGT TCGGECAGCTGGTARGT
ARTCARCGTCg TGAACCGTGCARACGGCAGCGETACCCGCGCGACATTCGARARAT GGGGACTGGATGGTGCTACCCCTGTGCAGTCCCAAAACARGAT TCATCAGGARCAGT TCGGCAGCTGGTARGT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

I I
CARACACCAGGAGCARTCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACGAGCACTARGTATCGACGGTGTAGARCCARARGARGAGARTGTARCACATARCAGC TGGGGAATCTGGTCATATG
CARACACCAGGAGCARTCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACARGCACTARGTATCGACGGTGTAGARCCARARGARGAGARTGTAGCAGATARCAGC TGGGGAATCTGGTCATATG
CARACACCAGGAGCARTCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACARGCACTARGTATCGACGGTGTAGARCCARRAGARGAGARTGTAGCAGATARCAGCTGGGGARTCTGGTCATATG
CARACACCAGGAGCARTCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACAaAGCACTARGTATCGACGGTGTAGARCCARRAGARGAGARTGTAgCAZATARCAGCTGGGGARTCTGGTCATATG

521 6530 540 550 560 570 580 590 60O 610 620 630 640 550

FlﬂEHTHTETREHEERHEGEHHEHEETTIII:ETEFII:GTIIEFIHRHTTETTRERETHEI’ITEHTGHEHEFIHGHFIHTl:TI:HGHRCEHEETETEHHT-RHTTEGEFITFITTTﬂECRHTEHEHI’ITEHTGERHETHGH
ARCATATGTACACGARCGEARARCCTTCCCCTGARGTCCARAARTTCTTAGACTACATGATGACAGARGAAATCCARGAAGGACCTGTCARAGART-GGECTAT--ACCATCCCCT
ARCATATGTACACGARCGGARARCCTTCCCCTGAAGTCCARRARTTCTTAGACTACATGATGACAGARGARATCCARGARGGACCTGTCARAGART TGGECTATTTACCARTCACAR
ARCATATGTACACGARCGEARAACCTTCCCCTGAaGTCCaRRARTTCTTAGACTACATGATGACAGAAGAARTCcaRGAAgGACCTGTCARagARTEGGECTATLLACCAatCalaa, casiissseass

851 BGO 870673

HEETEHTEHEEHHEHHETTETHH

Alineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen atpAde la cepa 2

atpA2F

atpRER
REFEREHCAIA_8
Consensus

atpRZF
atpAGR
REFERENCAIA_8
Consensus

atpA2F

atpRER
REFEREHCAIA_8
Consensus

atpRZF
atpAGR
REFERENCAIA_8
Consensus

atpA2F

atpRER
REFEREHCAIA_8
Consensus

atpRZF
atpAGR
REFERENCAIA_8
Consensus

1 10 20 30 a0 50 6O 0 80 90 100 110 120 130
I

1
ACARTGAGGCCATGGATGTA
GGTTTGTGTATTTTTATATTTATTCTTCCCGCECTCCGCARGARCCCCGGAGGGGAGGAGG TACGEGAGEARAGARGGATTGARTTCCGGTCATTACGGAATEGCGCARAACTTAGAGTCARATGATGTA

g 1 S -2 T S -7 | - ]

13 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| 1
GGTATCATTATCCTTGGCGATTTCGAGTCCATTCGTGARGGAGATARAGTARARCGARCAGGTARGATCATGGARGT TCCAGT TGGAGAGGCCTTGATCGGTCGGGTAGTCARTCCGCTAGGTCARCCAA
GGTATCATTATCCTTGGCGATTTCGAGTCCATTCGTGARGGAGATARAGTARARCGARCAGGTARGATCATGGARGTTCCAGT TGGAGAGGCCTTGATCGGTCGGGTAGTCARTCCGCTAGGTCARCCAR

TCATTATCCTTGGCGATTTCGAGTCCATTCETGARGGAGATAARGTARARCGAACAGGTAAGATCATGGARGTTCCAGT TRGAGAGGCCTTGATCGGTCGEGTAGTCARTCCGCTAGGTCARCCAR
ggtaTCATTATCCTTGGCGATTTCGAGTCCATTCGTGARGGAGATARAGTARARCGARCAGGTARGATCATGGARGTTCCAGT TGGAGAGGCCTTEATCGGTCGGGTAGTCARTCCGCTAGGTCARCCAR

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| 1
TCGACGGACTAGGTGARATCGTTACTGACARAGCTCGTCCAGTAGARGC GATGGCACCAGGCETTATGCARCGTARRTCTGTTARCGARCCARTGCARACAGGGL TARARGCGATCGACGCCCTTRTGLC
TCGACGGACTAGGTGARATCGTTACTGACARAGCTCGTCCAGTAGARGCGATGGCACCAGGCETTATGCARCGTAARTCTGT TAACGARCCAATGCARACAGEGC TARARGCGATCGACGCCCTTETGLC
TCGACGGACTAGGTGARATCGT TACTGACARAGCTCGTCCAGTAGARGCGATGGCACCAGGCET TATGCARCGTARATCTGT TAACGAACCAATGCARACAGEGC TARRAGCGATCGACGCCCTTRTGCC
TCGACGGACTAGGTGARATCGTTACTGACARAGCTCGTCCAGTAGARGCGATGGCACCAGGCET TATGCAACGTARRTCTGT TRAACGARCCAARTGCARACAGEGC TAARRGCGATCGACGCCCTTRTGLC

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
| 1
AATCGGACGCGGACAACGTGARTTAGTCATCGGTGACCGTARAACAGGGARAACT TCTATTGCGATCGATACGATCATTARCCARARAGGTCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCARTCGGACAARAR
AATCGGACGCGGACAACGTGARTTAGTCATCGGTGACCGTARARCAGGGARAACTTCTATTGCGATCGATACGATCATTARCCARARAGGTCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCARTCGGACAARAR
AATCGGACGCGGACAACGTGARTTAGTCATCGGTGACCGTARAACAGGGARAACTTCTATTGCGATCGATACGATCATTARCCARARAGGTCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCARTCGGACAARAR
AATCGGACGCGGACAACGTGARTTAGTCATCGGTGACCGTARAACAGGGARAACTTCTATTGCGATCGATACGATCATTARCCARARAGGTCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCARTCGGACAARAR

521 530 540 550 560 5720 580 590 600 610 620 630 (%11 650

| 1
GATTCTACAGTTCGTACACARGTTGAARCAT TGARAARATATGGCGCARTGEATTACACARTCGTTGTGAATGCCGGTGCGTCTCARCCAGCACCATTGCTTTATATCGCACCATATGCTGGTACTGCAR
GATTCTACAGTTCGTACACARGTTGAARCATTGARAARATATGGCGCARTGEATTACACARTCGTTGTGAATGCCGETGCGTCTCARCCAGCACCATTGCTTTATATCGCACCATATGCTGGTACTGCAR
GATTCTACAGTTCGTACACARGT TGARRCAT TGARAARATATGGCGCARTGEATTACACAARTCGT TGTGAATGCCGGETGCGTCTCARCCAGCACCATTGCTTTATATCGCACCATATGCTGGTACTGCAA
GATTCTACAGTTCGTACACARGTTGAARCATTGARARARTATGGCGCARTGGATTACACARTCGTTGTGAATGCCGGTGCGTCTCARCCAGCACCATTGCTTTATATCGCACCATATGCTGGTACTGCAR

651 660 670 680 690 o0 710 720 730 740 750753
| |
TGGEGTGAAGAATTCATGTACARCGGTARACATGTATTGATCATTTTTGATGATCTTTCARRACARGCTGTGGCTATCGTGARACTTARARARRACCCARCACCC
TGGETGARGAATTCATGTACARCGGTARACATETAT=GATCATATGAGAR-ATCAR-~GARACCGE
TGGGTGARGAATTCATGTACARCGGTARACATGTATTGAT

TGGGTGARGAATTCATGTACARCGGTARACATETATEGATCAL b . s Ba. sBEC . 4 e s s BBAC. sHerrsrrrevsrresarsarasassasnsanreseres
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Alineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen gdh de la cepa 2

gdh2F

gdh2R
REFERENCIA_12
Consensus
edh2F

edh?R
REFERENCIA_12
Consensus
gdh2F

gdh2R
REFEREHCIA_12
Consensus
edh2F

edh?R
REFERENCIA_12
Consensus
gdh2F

gdh2R
REFEREHCIA_12
Consensus
edh?F

gdh2R
REFERENCIA_12
Consensus

Al

dd12F

REFERENCIA_4
Consensus

dd12F

REFERENCIA_4
Consensus

dd12F

REFERENCIA_4
Consensus

dd12F

REFERENCIA_4
Consensus

dd12F

REFERENCIA_4
Consensus

1 10 20 30 a0 50 6O 0 80 90 100 110 120 130
I

1
TGCGATTAT----GTTGTAGCATTACTTGCAATGGAACCGCC-GTAGCATTTTCCGARRARGAARTCCGTAC
TTTACARAGGGCGAGGGGEARAAATTTTTTTTGGCGCAATTARAGATATGGTGCARARTCATATTTTACAGGTTGTAGCATTACTTGCAATGGARCCGCCAGTAGCATTTTCCGAARAAGARATCCGTAC

CCGCCAGTAGCATTTTCCGAARARGARATCCGTAC
errstssssrssesasresesssrrsarrsrrsarssnssarnssssssesssrsssbaiiabb b, gbbgtagcattactbgcaatggaalCGECCaGTAGCATTTTCCGARRARGAARTCCGTAC

13 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| 1
AGAARRGATCARAGCATTGARAGC TATCCGCATTTATARCGARGARGARGT GTTAGARAACTTCGT TCGCGGGCAATATGCTCARGGTGARTTGGATGGTGTACART TCAAGGGC TATCGCGARGAAGAC
AGAARRGATCARAGCATTGARAGC TATCCGCATTTATARCGARGAAGARGTGTTAGARAACTTCGT TCGCGGGCAATATGCTCARGGTGARTTGGATGGTGTACART TCAAGGGC TATCGCGAAGAAGAC
AGAARRGATCARAGCATTGARAGCTATCCGCATTTATARCGARGAAGARGTGTTAGARAACTTCGTTCGCGGGCARTATGCTCARGGTGARTTGGATGGTGTACART TCARGGGC TATCGCGARGAAGAC
AGAARRGATCAARGCATTGARAGCTATCCGCATTTATARCGARGAAGARGTGTTAGARAACTTCGTTCGCGGGCARTATGCTCARGGTGAATTGGATGGTGTACART TCARGGGC TATCGCGARGAAGAC

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| 1
AARGTGGATGCTCARTCAGAGACTGAARCATTCGTCGCAGGCARATTCACTATCGACARCTTCCGTTGGTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCARACGT TTGACTGARRARGGGACTCGGATCA
AARGTGGATGCTCARTCAGAGACTGAARCCTTCGTCGCAGGCARATTCACTATCGACARCTTCCGTTGGTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCAAACGT TTGACTGARAARGGGACTCGGATCA
ARAGTGGATGCTCARTCAGAGACTGAARCAT TCGTCGCAGGCARATTCACTATCGACARCTTCCGTTGGTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCARACGT TTGACTGARAARGGGAC TCGGATCA
ARAGTGGATGCTCARTCAGAGACTGAARC AT TCGTCGCAGGCARATTCACTATCGACARCTTCCGTTGGTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCARACGT TTGACTGARAARGGGACTCGGATCA

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

| 1
ACATCGTATTCARACARGTTCCTGTTARTGTATTCAARRRCATCTGTCGATGAACCATGTGACGATACGACACTTCCACCTARTGTTCTAACGATCTATATTCAGCCARCTGARGGATTTTCTTTATCCTT
ACATCGTATTCARACARGTTCCTGTTARTGTATTCARRRCATCTGTCGATGAACCATGTGACGATACGACACTTCCACCTAATGTTCTAACGATCTATATTCAGCCARCTGARGGATTTTCTTTATCCTT
ACATCGTATTCARACARGTTCCTGTTARTGTATTCARAACATCTGTCGATGAACCATGTGACGATACGACACTTCCACCTAATGTTCTAACGATCTATATTCAGCCARCTGARGGATTTTCTTTATCCTT
ACATCGTATTCARACARGTTCCTGTTARTGTATTCARAACATCTGTCGATGAACCATGTGACGATACGACACTTCCACCTAATGTTCTAACGATCTATATTCAGCCARCTGARGGATTTTCTTTATCCTT

521 530 540 550 560 5720 580 590 600 610 620 630 %11 650

| 1
GARTGGGAARGARGTAGGGCARGGATTTGAAACGGARCCARTCARATTGGAATTTAGARATAGTGCAGARATGGT TGAAAATAGCCCAGARGCTTACGARAAAT TACTATTAGATGCGTTGAATGETGAT
GARTGGGAARGARGTAGGGCARGGATTTGARACGGARCCARTCARATTGGAATTTAGARATAGTGCAGARATGGT TGAAAATAGCCCAGARGCTTACGARAAATTACTATTAGATGCGT-GAATGETGAT
GAATGGGAAAGAAGTAGGGECARGGATT TGARACGGAACCAATCAAATTGGAATTTAGARATAGTGCAGARATGGT TGARAATAGCCCAGARGCT TACGARARRATT

GAATGGGAARGARGTAGGECARGGATTTGARACGGAACCAATCAAATTGGAATTTAGARATAGTGCAGARATGGT TGAAAATAGCCCAGARGCTTACGAAAAAT Tact attagat.gegt. . gaat.ggt.gat.

651 660 670 680 690 700 710 720 725
|

I
GGAACGARCTTCTCTCATTGGGACGAATTCCCCARCCT TAAAAGA
G=-AACGAA-TTCCCTT

HeB3CEAALLEC.Cl s rrrrerrrrsresrrrrrrrsrrarrrsrrrrarerrrrrrerrrrrrerrrrrren

ineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen ddl de la cepa 2

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
I

|
TGCGT-TTGGACAGTGCATGTGCCATGGATAR--TCATGACCARATATATTTTACARGCTGCTGGT
CCCCCTARARCCTARCARAATAARRCTTTTTTTTGAGACATTTGEATTGCCTTATGTCGGCGCAGGCGTATTGACCAGTGCATGTGCCATGGATARAATCATGACCARATATATTTTACARGCTGCTGGT
TTGACCAGTGCATGTGCCATGGATARAATCATGACCARATATATTTTACARGCTGCTGGT

tsesessesesessesesessesnsesssstsessrsrssssrsrssssrsrssrsressesessBCEL TTGacCAGTGCATGTGCCATGGATARATCATGACCARATATATTTTACARGCTGCTGET

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |
GTGCCGCARGTTCCTTATGTACCAGTACT TAAGAATCARTGGARAGARARTCCTARAARAGTATTTGATCARTGTGAAGGTTCTTTGCTTTATCCGATGT TTGTCARACCGGCARATATGGETTCTAGTG
GTGCCGCAAGTTCCTTATGTACCAGTACT TRAAGAATCAATGGARRGARARTCCTARAARAGTATTTGATCAATGTGARGGTTCTTTGCTTTATCCGATGT TTGTCARACCGGCGAATATGGETTCTAGTG
GTGCCGCARGTTCCTTATGTACCAGTACTTARGAATCAATGGARRGARARTCCTARAARAGTATTTGATCAATGTGARGGTTCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCARRCCGGCGARTATGGGTTCTAGTG
GTGCCGCARGTTCCTTATGTACCAGTACTTAAGAATCAATGGARAGARARTCCTARRARAGTATTTGATCAATGTGARGGTTCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCARRCCGGC¢ARTATGGETTCTAGTG

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| |
TCGGCATTACAAAGGCAGAAARCCGAGARGAGC TGCARAATGCT TTAGCARCAGCCTATCAGTATGAT TCTCGAGCAATCGT TGAACARGGAAT TGAAGCGCGCGARATCGARGT TGCTGTATTAGGARA
TCGGCATTACAAAGGCAGAAARCCGAGARGAGC TGCARARTGC T TTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCGAGCARTCGT TGAACARGGAAT TGARGCGCGCGARATCGAAGTTGCTGTATTAGGARA
TCGGCATTACARAGGCAGARARCCGAGARGAGC TGCARARTGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCGAGCARTCGT TGAACARGGAAT TGAAGCGCGCGAARRTCGAAGTTGCTGTATTAGGARA
TCGGCATTACARAGECAGARARCCGAGARGAGC TGCARARTGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCGAGCARTCGT TGAACARGGAAT TGAAGCECGCGARRTCGARGTTGCTGTATTAGGARA

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

| |
TGARGATGTTCGGACGACT TTGCCTGECGARG TCGTARARGACGTAGCATTCTATGAT TATGARGCARARTATATCAATARTARAATCGAAATGCAGAT TCCAGCCGAAG TGCCAGRAGARGTTTATCAA
TGARGATGTTCGGACGACT TTGCCTGECGARGTCGTARARGACGTAGCATTCTATGAT TATGAARGCARARTATATCARTARTARRATCGARRTGCAGAT TCCAGCCGAAGTGCCAGARGARGTTTATCAA
TGARGATGTTCGGACGACTTTGCCTGECGARGTCGTARARGACGTAGCATTCTATGATTATGARGCARAATATATCARTARTAARATCGAARTGCAGATTCCAGCCGAAGTGCCAGARGARGTTTATCAR
TGARGATETTCGGACGACTTTGCCTGECGARGTCGTARARGACGTAGCATTCTATGATTATGARGCARARTATATCARTARTARRATCGAARTGCAGATTCCAGCCGAAGTGCCAGARGARGTTTATCAR

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610
|

I

AAAGCACRAGAGTACGCGARGT TAG-CTTACACGATGT TRAGGCGGARGCEGAT TGAGCCGGCGRAATTTCCTTTTT
ARAGCACARGAGTACGCGARGTTAGGCGTTTTGGGTTTTCGCCGCARTTTGE

ARAGCACARGAGTAC
ARAGCACARGAGTACECEAagtlag.C b,y B bl B C. 83, s Barrrarrarsrerrarsrarssrsrarssrararrares
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Alineamiento de las secuencias (directa y reversa) del gen purk de la cepa 2

purk2F
PURK2R
REFEREHCIR
Consensus

purk?F
PURKZR
REFEREMCIA
Consensus

purk2F
PURK2R
REFEREMCIA
Consensus

purk2F
PURK2R
REFEREMCIA
Consensus

purk2F
PURKZR
REFEREHCIR
Consensus

purk?F
PURK2R
REFERENCIA
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 80 30 100 110 120 130
1

|

CTATTGCGCTGGARGAGCTTGCCAGAAGARCAGATGTCATTACCTATGARTTCGAARATGT CAGTGTAGAGGCGTTARATGCGAT
TTTGCCCCCCGGAGCARGAGGCGCACCARARGTGTCTATGATGACACCTTGCGCTGARAGAGC TTGCCAGARGARCAGATGTCATTACCTATGARTTCGARAATGT CAGTGTAGAGGCGTTARRTGCEAT
CGTCAGTGTAGAGGCGTTARATGCGAT

stsssssssssnctssesiscsssssssassssnssssasassssssbigogobe.aagagotl gteattacctatgaattocgaaaat 6T CAGTGTAGAGGCGTTRAATGCGART

1x 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| |
TTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACT TRCT TGCGATTACGCARGACCGCCTGT TAGARAAATCTTTTTTGGARACGARCARCATCGTGATTGCTCLT TATGCAACGATCGTCAGTCCGACG
TTTACCCATGTCATTTATTCCTCAAGGGACAGACT TGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGTTAGARARRTCTTTTTTGGARACGAACARCATCGTGATTGCTCCT TATGCARCGATCGTCAGTCCGACE
TTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACTTGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGTTAGARARATCTTTTTTGGARRCGARTARCATCGTGATTGCTCCT TATGCARCGATCGTCAGTCCGACG
TTTRCCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACTTGCTTGLGATTACGCARGACCGCCTGTTAGARARATCTTTTTTGGARRCGARCARCATCGTGATTGLCTCCT TATGCARCGATCGTCAGTCCGACE

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

1 1
GATATCCARGATGCGATTGACGGGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGAAAACCACTCGAGGCGGC TATGATGGCARGEGGCAGTATGTTTTGAAAAGTCGGGCGGATC TAGCTCCTGCCATGGACCTTTTAR
GATATCCARGATGCGATTGACGGGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGARARCCACTCGAGGCGGCTATGATGECARGEGGCAGTATGTTTTGAAAAGTCGGECGGATC TAGCTCCTGCCATGGACCTTTTAR
GATATCCARGATGCGATTGACGGGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGARARCCACTCGAGGCGGCTATGATGGCARGEGGCAGTATGTTTTGARAAGTCGGGCGGATC TAGCTCCTGCCATGGACCTTTTAR
GATATCCARGATGCGATTGACGGGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGARAACCACTCGAGGCGGC TATGATGGCARGEGGCAGTATGTTTTGARAAGTCGGGCGGATC TAGCTCCTGCCATGGACCTTTTAR

391 400 qa10 420 430 440 450 460 a70 480 430 500 510 520

1 1
GAGARGGARCCTGTGTTTTAGAAGCATGGATCCCGTTTGAARARGAGATTTCGATCATGGTGGCAGGARATGGTCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGEAARRCATCCACCACARCARTATTCT
GAGAAGGARCCTGTGTTTTAGARGCATGGATCCCGTTTGARRARGAGATTTCGATCATGGTGGCAGGARATGGTCAAGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARARCATCCACCACARCARTATTCT
GAGARGGARCCTGTGTTTTAGARGCATGGATCCCETTTGARRARGAGATTTCGATCATGGTGGCAGGARATGGTCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARRRCATCCACCACARCARTATTCT
GAGARGGARCCTGTGTTTTAGARGCATGGATCCCHTTTGARAARGAGATTTCGATCATGGTGGCAGGARATGETCAAGGAGATTTCACGACT TTTCCGGTCGTGEARARCATCCACCACARCARTATTCT

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

1 1
TCATGARRCGATTGCTCCAGCCGCGATTGATCAGEATGTGATCGAGEAGGC TGAGLGTATTGCCCGTGTGATTGCAGARGCAGTGAGCCTTTCAGGTGTTTTAGGGGTAGARATGTTTTTARCARARACA
TCATGAARCEATTGCTCCAGCCGCGAT TGATCAGGEATGT GATCGAGEAGGC TGAGCGTATTGCCCETGTGAT TRCAGAAGCAGTGAGCCTTTCAGGTGTTTTTAGGGET
TCATGARRCGATTGCTCCAGCCGCGATTGATCAGEATGTGATCGAGEAGGC TGAGLGTATTGCCCGTGTGATTGL

TCATGARACGATTGCTCCAGCCGCEATTGATCAGEATGTGATCGAGEAGGC TGAGCGTATTGCCCGTGTGATTGE gagecbbboaggbgbbbl . @88 iiitsicisissnscssanas
651 660 670 680 684

1 1

GGCGGGATTTTTTGTATGTT
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