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2. Resumen 

La contaminación microbiológica de la leche y los productos lácteos constituye un importante 

problema para la seguridad alimentaria debido a la elevada susceptibilidad de esta matriz al cre-

cimiento microbiano y a la presencia de microorganismos capaces de formar biopelículas, produ-

cir toxinas termoestables o persistir frente a distintos tratamientos de conservación. En este con-

texto, la búsqueda de nuevas estrategias de biocontrol basadas en microorganismos antagonistas 

representa una alternativa prometedora frente al uso intensivo de antibióticos y conservantes quí-

micos, dentro del enfoque One Health. 

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el potencial antimicrobiano de bacterias aisladas del 

suelo frente a microorganismos asociados a contaminación láctea. Para ello, se analizaron 33 ais-

lados bacterianos procedentes del proyecto MicroMundo-URJC mediante ensayos de inhibición 

frente a Escherichia coli, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus y Micrococcus luteus. Inicial-

mente, se realizó un cribado funcional mediante la técnica spot-on-lawn, seguido de ensayos di-

ferenciales de difusión en disco para determinar si la actividad antagonista se encontraba asociada 

principalmente a la biomasa celular o a compuestos extracelulares difusibles. Posteriormente, los 

aislados positivos fueron identificados mediante amplificación y secuenciación parcial del gen 

16S rRNA y análisis BLAST en la base de datos NCBI. 

Los resultados mostraron que 25 de los 33 aislados evaluados (≈76 %) presentaron actividad an-

timicrobiana frente al menos uno de los microorganismos diana, confirmando el elevado potencial 

antagonista de las bacterias edáficas. Las bacterias Gram positivas fueron significativamente más 

susceptibles que E. coli, siendo B. cereus el microorganismo más afectado. La actividad inhibito-

ria se asoció predominantemente a la biomasa celular, sugiriendo la posible implicación de com-

puestos poco difusibles o mecanismos dependientes de contacto celular, aunque numerosos aisla-

dos también mostraron actividad extracelular compatible con la producción de metabolitos anti-

microbianos secretados al medio. La identificación molecular reveló un predominio de bacterias 

pertenecientes a los géneros Bacillus y Pseudomonas, ampliamente reconocidos por su elevada 

capacidad biosintética y producción de compuestos antimicrobianos. Destacó especialmente la 

cepa 19, clasificada como uncultured bacterium, que presentó el espectro antagonista más amplio 

del estudio al inhibir simultáneamente a los cuatro microorganismos evaluados. 

En conjunto, los resultados obtenidos evidencian el elevado potencial de los ecosistemas edáficos 

como reservorio de bacterias con capacidad antagonista frente a patógenos relevantes en leche y 

derivados lácteos. Este trabajo refuerza el interés biotecnológico de la bioprospección microbiana 

como estrategia para el descubrimiento de nuevos compuestos antimicrobianos y futuras herra-

mientas de biocontrol alimentario más sostenibles, contribuyendo al desarrollo de alternativas 
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frente al uso intensivo de antibióticos y conservantes convencionales dentro del marco One 

Health. 
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3. Introducción 

3.1. La leche como ecosistema microbiológicamente vulnerable 

La leche y los productos lácteos constituyen uno de los pilares fundamentales de la alimentación 

humana debido a su elevado valor nutricional y a su amplia presencia en la dieta. Desde el punto 

de vista fisicoquímico, la leche es una emulsión compleja compuesta mayoritariamente por agua, 

con una actividad de agua elevada (aw ≈ 0,97), lo que favorece la disponibilidad de nutrientes para 

el crecimiento microbiano. Contiene grasas en forma de triglicéridos, proteínas (principalmente 

caseínas y proteínas del lactosuero como la α-lactoalbúmina y la β-lactoglobulina), así como 

lactosa, sales minerales y vitaminas (A, B1, B2, C y D). Su pH ligeramente ácido-neutro (6,7–

6,9) crea un entorno compatible con el desarrollo de una amplia diversidad de microorganismos 

(Fusco et al., 2020). 

Estas características convierten a la leche en un medio altamente susceptible a la proliferación 

microbiana. Su riqueza en compuestos orgánicos fácilmente metabolizables, junto con su elevada 

aw, proporciona condiciones óptimas para el crecimiento de bacterias, levaduras y mohos si no se 

aplican medidas de conservación adecuadas (Yuan et al., 2022). A temperatura ambiente, las 

bacterias ácido-lácticas (BAL) presentes de forma natural (como Lactococcus, Streptococcus, 

Lactobacillus, Enterococcus y Leuconostoc) pueden metabolizar la lactosa y producir ácido 

láctico, provocando la acidificación del medio y la modificación de las propiedades 

organolépticas del producto.  

Desde una perspectiva ecológica, la leche puede considerarse un ecosistema transitorio que, tras 

su extracción, queda expuesto a la colonización microbiana. La microbiota presente puede tener 

un origen endógeno, procedente del propio animal, o exógeno, derivado del entorno, del equipo 

de ordeño o de la manipulación humana. En ausencia de control tecnológico, la dinámica 

microbiana en este sistema puede evolucionar rápidamente hacia el deterioro del alimento o la 

proliferación de microorganismos potencialmente patógenos. Por tanto, aunque la leche es un 

alimento de alto valor nutricional, sus propias características fisicoquímicas la convierten en una 

matriz especialmente vulnerable desde el punto de vista microbiológico, lo que exige la aplicación 

rigurosa de medidas de higiene y conservación a lo largo de toda la cadena de producción (Yalew 

et al., 2024). 

3.2. Contaminación microbiana y patógenos asociados 

La leche puede contaminarse en distintas fases del proceso productivo, incluyendo el ordeño, el 

almacenamiento, el transporte y el procesamiento industrial. Aunque la leche contenida en las 

glándulas mamarias de un animal sano se considera estéril, la contaminación puede producirse 

inmediatamente tras su extracción debido a múltiples factores ambientales, tecnológicos y 

humanos. 
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Durante el ordeño, incluso cuando el ganado se encuentra en buen estado sanitario, la superficie 

de la ubre y el entorno inmediato constituyen fuentes potenciales de microorganismos. El contacto 

con el suelo, las heces del animal o el material vegetal puede introducir bacterias ambientales con 

elevada carga microbiana (Tomanic et al., 2025; Huma et al., 2022). Asimismo, una higiene 

insuficiente de los equipos de ordeño o del personal puede favorecer la incorporación de 

microorganismos al producto. En casos de infecciones intramamarias, como la mastitis bovina, la 

leche puede contener directamente microorganismos patógenos procedentes del tejido mamario 

infectado. 

En la fase de almacenamiento y transporte de la leche cruda, la contaminación puede 

incrementarse si no se mantienen condiciones higiénicas adecuadas o si la temperatura no se 

controla correctamente. La leche es un medio altamente favorable para el crecimiento microbiano, 

por lo que el enfriamiento inmediato tras el ordeño es una medida esencial para limitar la 

proliferación de bacterias mesófilas y psicrótrofas. Deficiencias en la refrigeración o en la 

limpieza de los tanques de almacenamiento pueden permitir un aumento significativo de la carga 

microbiana antes del procesamiento. 

Durante el procesamiento industrial, incluso tras la aplicación de tratamientos térmicos como la 

pasteurización, puede producirse recontaminación si existen fallos en las prácticas higiénicas de 

la planta. La limpieza insuficiente de superficies, conducciones o equipos, así como la 

manipulación inadecuada por parte del personal, pueden introducir nuevamente microorganismos 

en el producto. Además, la formación de biopelículas (biofilms) en sistemas de procesado 

constituye un reservorio persistente de contaminación, favoreciendo la liberación intermitente de 

bacterias y la aparición de contaminaciones cruzadas. 

Desde el punto de vista sanitario, entre los patógenos asociados a la leche destacan bacterias de 

origen fecal como Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, cuya presencia indica contamina-

ción ambiental o deficiencias higiénicas; bacterias esporuladas ambientales como Bacillus cereus, 

capaces de resistir tratamientos térmicos y producir toxinas; y cocos Gram positivos como Sta-

phylococcus aureus, productor de enterotoxinas termoestables responsables de intoxicaciones ali-

mentarias. Asimismo, otros microorganismos oportunistas como Enterococcus faecalis o Micro-

coccus luteus pueden actuar como indicadores de contaminación o contribuir al deterioro del pro-

ducto.  

La presencia de estos microorganismos en la leche convierte a este alimento en un potencial 

vehículo de transmisión de enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA), que constituyen 

un problema relevante de salud pública a nivel mundial. Las ETA pueden originarse tanto por la 

ingestión de bacterias viables como por la presencia de toxinas preformadas en el alimento. La 

gravedad del cuadro clínico depende del patógeno implicado, la dosis ingerida, la virulencia de la 
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cepa y el estado inmunitario del consumidor (Oliver et al., 2005). En algunos casos, la infección 

puede limitarse a síntomas gastrointestinales leves, mientras que en otros puede evolucionar hacia 

complicaciones sistémicas graves, como síndrome urémico hemolítico, septicemias o infecciones 

invasivas. El riesgo asociado no es homogéneo en la población. Los grupos más vulnerables frente 

a las ETA son las personas inmunodeprimidas, las mujeres embarazadas, los niños y las personas 

de edad avanzada, en quienes la respuesta inmunitaria puede ser insuficiente para controlar la 

infección. En estos colectivos, incluso cargas microbianas relativamente bajas pueden desenca-

denar cuadros clínicos de mayor severidad, lo que refuerza la necesidad de aplicar estrictas me-

didas de control microbiológico en la producción láctea. 

La detección directa de patógenos en alimentos puede resultar compleja, costosa y requerir tiem-

pos de análisis prolongados. Por este motivo, en el ámbito de la seguridad alimentaria se emplean 

microorganismos indicadores como herramienta indirecta para evaluar la calidad higiénico-sani-

taria del producto. Estos microorganismos deben cumplir una serie de características: ser fácil-

mente detectables y cuantificables, diferenciarse claramente de la flora acompañante, estar aso-

ciados a los patógenos de interés y presentar tasas de crecimiento y supervivencia comparables a 

las de estos. Asimismo, su velocidad de muerte frente a tratamientos tecnológicos debería ser 

similar o inferior a la del patógeno, y no deberían encontrarse en alimentos que hayan sido mani-

pulados en condiciones higiénicas adecuadas (Oliver et al., 2005). 

Entre los indicadores más utilizados en la industria láctea se encuentran los coliformes totales y 

fecales, cuya presencia sugiere contaminación de origen fecal o deficiencias en las prácticas de 

higiene. Del mismo modo, la detección de S. aureus puede indicar problemas de mastitis en el 

ganado o contaminación derivada de la manipulación humana. El uso de estos microorganismos 

indicadores permite estimar indirectamente el riesgo microbiológico del alimento y evaluar la 

eficacia de los sistemas de control aplicados a lo largo de la cadena de producción (Titouche et 

al., 2022). 

3.3. Estrategias de control microbiológico y limitaciones actuales 

La industria láctea debe garantizar una producción inocua y segura, minimizando el riesgo de 

contaminación microbiana a lo largo de toda la cadena de procesado. Para ello, se aplican diversas 

estrategias de control destinadas a reducir la carga microbiana inicial, impedir el crecimiento de 

microorganismos patógenos y prolongar la vida útil del producto. Estas herramientas se 

fundamentan principalmente en la aplicación de tratamientos físicos y químicos orientados a la 

reducción o inhibición del crecimiento microbiano. Sin embargo, su eficacia no es absoluta y está 

condicionada por factores intrínsecos del microorganismo, su estado fisiológico y las variables 

tecnológicas del procesado (Panebianco et al., 2022). 
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Uno de los mecanismos más relevantes que dificulta el control microbiológico en el ámbito lácteo 

es la formación de esporas bacterianas. Géneros como Bacillus producen endosporas altamente 

resistentes al calor, la desecación y los agentes químicos. Estas estructuras pueden sobrevivir a 

los tratamientos de pasteurización y permanecer en estado latente hasta encontrar condiciones 

favorables para su germinación, lo que supone un riesgo potencial de deterioro o toxiinfección 

(Kumari et al., 2016). 

Asimismo, determinados patógenos son capaces de producir toxinas termoestables. En el caso de 

S. aureus, la intoxicación alimentaria no se debe a la bacteria en sí, sino a la ingestión de 

enterotoxinas preformadas cuando el alimento se conserva en condiciones inadecuadas. Estas 

toxinas pueden resistir tratamientos térmicos posteriores, lo que implica que la destrucción de la 

bacteria no garantiza la eliminación del riesgo sanitario. 

Otro mecanismo de persistencia especialmente relevante en entornos industriales es la formación 

de biofilms. Los biofilms son comunidades bacterianas adheridas a superficies y embebidas en 

una matriz extracelular compuesta principalmente por agua, ADN extracelular, proteínas y 

polisacáridos. Esta matriz confiere protección frente a agentes desinfectantes y tratamientos de 

limpieza, permitiendo la supervivencia prolongada de los microorganismos en equipos y 

superficies de procesado (Bissong et al., 2020; Kumari et al., 2016). La presencia de biofilms en 

instalaciones lácteas constituye un importante riesgo de contaminación cruzada y dificulta la 

erradicación completa de determinadas especies. 

Estas limitaciones ponen de manifiesto que los métodos tradicionales de control, aunque eficaces 

en la mayoría de los casos, no garantizan una eliminación absoluta del riesgo microbiológico. Por 

ello, resulta necesario complementar las estrategias físicas y químicas convencionales con 

aproximaciones innovadoras que permitan mejorar la seguridad alimentaria y reducir la 

dependencia de antimicrobianos de uso clínico. 

3.3.1. Métodos físicos de control microbiano 
Los métodos físicos de conservación en la industria láctea se basan fundamentalmente en la 

aplicación de bajas o altas temperaturas con el objetivo de controlar el crecimiento microbiano. 

Las bajas temperaturas actúan reduciendo la velocidad de las reacciones metabólicas celulares, 

ya que la actividad enzimática disminuye al descender la temperatura, lo que ralentiza el 

crecimiento y la multiplicación de los microorganismos (Forsytne et al., 2009). 

La refrigeración, generalmente entre 0 °C y 7 °C, no destruye los microorganismos, pero limita 

su proliferación y retrasa el deterioro del alimento. Sin embargo, algunos microorganismos 

psicrótrofos pueden crecer a estas temperaturas, lo que representa un riesgo durante el 

almacenamiento prolongado de la leche cruda. La congelación, habitualmente a −18 °C, detiene 

el crecimiento microbiano debido a la formación de cristales de hielo y a la reducción de la 
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disponibilidad de agua libre. Aunque puede producirse cierta mortalidad celular, muchas bacterias 

sobreviven en estado latente y pueden reactivarse tras la descongelación. Además, estos 

tratamientos no eliminan toxinas previamente formadas ni estructuras altamente resistentes como 

las esporas bacterianas. En cuanto al uso de altas temperaturas, su eficacia se basa en la 

desnaturalización de proteínas y la inactivación de enzimas esenciales para la viabilidad celular. 

En la industria láctea se emplea principalmente la pasteurización, cuyo objetivo es destruir los 

microorganismos patógenos presentes en la leche y reducir significativamente la carga 

microbiana total. Las combinaciones clásicas de temperatura-tiempo son 63 °C durante 30 

minutos (baja temperatura-tiempo largo) y 72 °C durante 15 segundos (alta temperatura-tiempo 

corto). Estos tratamientos eliminan la mayoría de las bacterias en estado vegetativo, mohos y 

levaduras, aunque no destruyen esporas bacterianas (Forsytne., 2009). 

Cuando se requiere una eliminación más completa de los microorganismos viables, se recurre a 

la esterilización. En el caso de la leche, el tratamiento UHT (Ultra High Temperature) consiste 

en aplicar temperaturas entre 135 °C y 150 °C durante unos pocos segundos, logrando la 

destrucción de formas vegetativas y esporas, lo que permite obtener un producto comercialmente 

estéril con una vida útil prolongada (Forsytne., 2009). 

3.3.2. Métodos químicos de control microbiano 
Además de los tratamientos térmicos, la industria láctea emplea métodos químicos destinados a 

conservar los alimentos, retrasar su alteración y reducir el riesgo microbiológico. Estos métodos 

incluyen el uso de conservantes y agentes antimicrobianos autorizados, así como sustancias 

empleadas en el ámbito veterinario para el tratamiento de enfermedades en el ganado (Forsytne., 

2009). 

Entre los conservantes utilizados en leche y productos lácteos destacan el ácido sórbico, la nisina 

y el ácido caprílico. El ácido sórbico, generalmente empleado en forma de sus sales (sódica, 

potásica o cálcica), se utiliza principalmente en quesos para inhibir el crecimiento de mohos y 

levaduras, aunque también presenta actividad frente a algunos microorganismos Gram positivos 

y Gram negativos. La nisina es una bacteriocina producida por Lactococcus lactis que actúa 

principalmente frente a bacterias Gram positivas, incluidas especies esporuladas como Bacillus y 

Clostridium, y se emplea especialmente en quesos fundidos y productos pasteurizados para 

prolongar su vida útil. Por su parte, el ácido caprílico se utiliza para prevenir el crecimiento de 

mohos en la superficie de quesos sometidos a procesos de maduración (Forsytne., 2009). 

Además del uso de conservantes, en la producción primaria se emplean antibióticos con fines 

veterinarios, principalmente para el tratamiento de mastitis en el ganado. Aunque estos fármacos 

son eliminados mayoritariamente por el animal tras el periodo de supresión establecido, el uso 

inadecuado o el incumplimiento de los tiempos de retirada puede dar lugar a la presencia de 
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residuos en la leche. Estos residuos suponen un riesgo para la salud pública, ya que pueden 

provocar reacciones alérgicas, alteraciones de la microbiota intestinal y contribuir a la aparición 

y diseminación de bacterias resistentes a los antibióticos. 

Si bien los métodos químicos contribuyen de forma significativa al control microbiológico, su 

aplicación debe estar estrictamente regulada y monitorizada, ya que un uso inadecuado puede 

generar efectos adversos tanto tecnológicos como sanitarios (Forsytne., 2009). 

3.3.3. Estrategias biológicas y alternativas al uso de antibióticos 
La resistencia antimicrobiana se define como la capacidad de un microorganismo para sobrevivir 

o multiplicarse en presencia de concentraciones de un antimicrobiano que previamente resultaban 

eficaces para inhibir su crecimiento (OMS., 2021). Este fenómeno puede ser intrínseco, cuando 

forma parte de las características estructurales o fisiológicas propias de una especie bacteriana, o 

adquirido, como consecuencia de mutaciones cromosómicas o de la adquisición horizontal de 

genes de resistencia mediante plásmidos, transposones o integrones. Entre los principales 

mecanismos moleculares de resistencia se encuentran la modificación del sitio diana del 

antibiótico, la producción de enzimas inactivadoras (como las β-lactamasas), la disminución de 

la permeabilidad de la membrana y la activación de sistemas de expulsión activa (efflux pumps) 

(Moreno et al., 2009). 

El uso intensivo e inadecuado de antimicrobianos en medicina humana y veterinaria ha generado 

una fuerte presión selectiva que favorece la expansión de cepas resistentes. En el ámbito ganadero, 

muchos de los antibióticos empleados para el tratamiento de enfermedades como la mastitis 

bovina pertenecen a las mismas familias que los utilizados en clínica humana. Esta situación 

facilita la aparición de reservorios de resistencia en animales y su posible transmisión al ser 

humano a través del contacto directo, el consumo de alimentos de origen animal o la diseminación 

ambiental. La resistencia antimicrobiana constituye, por tanto, un problema transversal que afecta 

simultáneamente a la salud humana, animal y ambiental, motivo por el cual la Organización 

Mundial de la Salud (OMS) promueve el enfoque One Health (Una Salud), basado en la 

cooperación multidisciplinar para abordar esta amenaza global. Ante la progresiva pérdida de 

eficacia de los antibióticos convencionales y las limitaciones de los métodos físicos y químicos 

de conservación, se han planteado diversas estrategias biológicas alternativas. Entre ellas se 

encuentra la fagoterapia, basada en el uso de bacteriófagos específicos capaces de infectar y lisar 

bacterias patógenas. Aunque esta aproximación presenta ventajas como su elevada especificidad 

y bajo impacto sobre la microbiota no diana, su aplicación puede verse limitada por su estrecho 

espectro de acción y la posible aparición de resistencia a los propios fagos (Simon & Labandera., 

2023). 
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Otra estrategia relevante es el empleo de bacteriocinas, péptidos o proteínas antimicrobianas 

producidas por bacterias que ejercen actividad inhibitoria frente a microorganismos sensibles. Sus 

mecanismos de acción incluyen la formación de poros en la membrana celular, la inhibición de la 

síntesis de la pared bacteriana o la interferencia con procesos metabólicos esenciales. Las 

bacteriocinas producidas por bacterias ácido-lácticas presentan especial interés en la industria 

alimentaria, ya que algunas, como la nisina, se utilizan como conservantes autorizados y son 

consideradas seguras para el consumo humano al ser degradadas por enzimas digestivas (Cubillo 

et al., 2024). 

En este contexto, los ecosistemas naturales constituyen reservorios fundamentales de diversidad 

metabólica. Entre ellos, el suelo destaca como una de las principales fuentes de microorganismos 

capaces de producir compuestos antimicrobianos, resultado de intensos procesos de competencia 

ecológica. La exploración de este entorno ha permitido históricamente el descubrimiento de 

numerosos antibióticos naturales y continúa representando una vía prometedora para la 

identificación de nuevas moléculas con potencial aplicación en seguridad alimentaria. 

3.4. El suelo como reservorio de bacterias productoras de metabolitos antimicrobianos 

El suelo constituye uno de los ecosistemas con mayor biodiversidad microbiana del planeta. En 

un solo gramo de suelo pueden encontrarse millones de células bacterianas pertenecientes a miles 

de especies distintas, junto con hongos, arqueas y otros microorganismos que coexisten en un 

entorno altamente estructurado y heterogéneo. Esta extraordinaria diversidad genera una intensa 

competencia por recursos limitados como carbono, nitrógeno, fósforo y micronutrientes, lo que 

favorece la aparición de estrategias adaptativas complejas destinadas a garantizar la supervivencia 

y el establecimiento en nichos ecológicos específicos. En este contexto, la competencia 

interespecífica desempeña un papel fundamental en la dinámica de las comunidades microbianas 

del suelo. Además de la competencia explotadora, basada en el consumo diferencial de nutrientes, 

muchos microorganismos desarrollan mecanismos de interferencia directa mediante la 

producción y secreción de compuestos capaces de inhibir el crecimiento de competidores. Esta 

presión selectiva favorece la síntesis de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana, 

que confieren una ventaja ecológica al microorganismo productor y contribuyen a la 

estructuración de las comunidades microbianas. 

3.4.1. El suelo como ecosistema altamente competitivo 
El suelo no es un medio homogéneo, sino un mosaico de microambientes definidos por gradientes 

de oxígeno, humedad, pH y disponibilidad de nutrientes. Estos microhábitats generan nichos 

ecológicos en los que los microorganismos deben adaptarse constantemente a cambios 

ambientales y a la presencia de competidores. En condiciones de alta densidad poblacional y 

recursos limitados, la producción de compuestos inhibitorios se convierte en una estrategia 

evolutivamente ventajosa. 
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Diversos géneros bacterianos ampliamente distribuidos en el suelo, como Bacillus, Streptomyces 

y Pseudomonas, han desarrollado la capacidad de sintetizar moléculas bioactivas con efecto 

antibacteriano, antifúngico o incluso antiviral. La producción de estas sustancias no suele ser 

esencial para el crecimiento inmediato del microorganismo, pero resulta clave para su adaptación 

ecológica y su capacidad de colonización. Esta dinámica competitiva convierte al suelo en un 

reservorio natural de compuestos antimicrobianos potencialmente explotables desde el punto de 

vista biotecnológico. 

3.4.2. Producción de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana 
Los metabolitos secundarios son moléculas orgánicas que no participan directamente en las rutas 

metabólicas centrales del crecimiento, pero desempeñan funciones ecológicas relevantes. Entre 

ellos destacan numerosos antibióticos naturales, muchos de los cuales han sido históricamente 

aislados a partir de microorganismos del suelo. Dentro de este grupo se incluyen los lipopéptidos, 

compuestos anfipáticos formados por una fracción peptídica unida a una cadena lipídica. Estas 

moléculas pueden interactuar con las membranas celulares de microorganismos sensibles, 

alterando su integridad mediante la formación de poros o la desestabilización de la bicapa lipídica. 

Ejemplos representativos son la surfactina, la iturina y la fengicina, producidas por distintas 

especies del género Bacillus. Asimismo, numerosas bacterias del suelo producen péptidos 

antimicrobianos y bacteriocinas con espectros de acción variables. Estas sustancias pueden actuar 

inhibiendo la síntesis de pared celular, interfiriendo en la replicación del ADN o alterando 

procesos metabólicos esenciales. En muchos casos, se trata de compuestos difusibles capaces de 

ejercer su actividad a distancia, lo que permite al microorganismo productor modificar su entorno 

inmediato y limitar la expansión de competidores. La extraordinaria diversidad estructural de 

estos metabolitos refleja la presión evolutiva ejercida por la competencia microbiana en el suelo 

y explica su interés como fuente de nuevas moléculas con actividad antimicrobiana (Aguila-

Michelena, et al., 2025). 

3.4.3. Bioprospección microbiana y potencial biotecnológico 
La bioprospección microbiana se basa en la exploración sistemática de microorganismos 

ambientales con el objetivo de identificar actividades biológicas de interés. En el caso del suelo, 

esta estrategia ha permitido el descubrimiento de numerosos antibióticos utilizados en medicina 

y veterinaria, así como compuestos con aplicaciones en agricultura y conservación de alimentos. 

El enfoque de búsqueda funcional, basado en el cribado (screening) de aislados frente a 

microorganismos diana, constituye una herramienta eficaz para detectar actividad antimicrobiana 

sin necesidad de conocer previamente la naturaleza química del compuesto implicado. Este tipo 

de aproximación permite identificar cepas con potencial antagonista que posteriormente pueden 

ser caracterizadas desde el punto de vista fenotípico y molecular. 
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En el ámbito de la seguridad alimentaria, la identificación de bacterias del suelo capaces de inhibir 

patógenos asociados a alimentos representa una vía prometedora para el desarrollo de estrategias 

innovadoras de biocontrol. A diferencia de los antibióticos convencionales, estos compuestos 

pueden integrarse en sistemas de conservación más sostenibles y alineados con el enfoque One 

Health, reduciendo la presión selectiva asociada al uso indiscriminado de antimicrobianos. 

3.5. Estrategias de cribado y caracterización de actividad antimicrobiana 

La identificación de microorganismos productores de metabolitos con actividad antimicrobiana 

requiere la aplicación de estrategias de cribado funcional que permitan detectar, de forma rápida 

y reproducible, la presencia de compuestos inhibitorios. Estos enfoques se basan generalmente en 

ensayos de confrontación in vitro, en los que un aislado potencialmente productor se enfrenta a 

un microorganismo diana bajo condiciones controladas. La observación de zonas claras de 

inhibición del crecimiento (denominadas halos de inhibición) constituye un indicador indirecto 

de la producción de sustancias antimicrobianas difusibles capaces de alterar la viabilidad o la 

proliferación del patógeno. 

Entre las metodologías más empleadas se encuentran los ensayos de difusión en agar y el método 

spot-on-lawn, ampliamente utilizados en estudios de bioprospección microbiana. Estas técnicas 

permiten evaluar no solo la existencia de actividad inhibitoria, sino también estimar 

preliminarmente el espectro antimicrobiano del aislado, es decir, su capacidad para actuar frente 

a distintos microorganismos diana. Asimismo, el tamaño y la nitidez del halo pueden aportar 

información cualitativa sobre la potencia relativa del compuesto producido, aunque su 

interpretación debe realizarse con cautela debido a factores como la difusión en el medio o la 

densidad celular del inóculo. 

Una vez identificados los aislados con actividad antagonista, resulta necesario proceder a su 

caracterización taxonómica. En primer lugar, la caracterización fenotípica clásica (incluyendo la 

tinción de Gram, la observación de morfología colonial y la realización de pruebas bioquímicas 

básicas como catalasa u oxidasa) permite obtener información preliminar sobre su pertenencia a 

determinados grupos bacterianos. No obstante, estas aproximaciones presentan limitaciones en 

términos de resolución taxonómica. 

Por ello, la identificación molecular mediante la secuenciación del gen 16S rRNA se ha 

consolidado como una herramienta fundamental en microbiología. Este gen, presente en todos los 

procariotas y compuesto por regiones altamente conservadas intercaladas con regiones variables, 

permite establecer relaciones filogenéticas y asignar taxonómicamente los aislados mediante 

comparación con bases de datos especializadas. Esta aproximación facilita una identificación más 

precisa y reproducible, especialmente en el contexto de estudios de bioprospección ambiental 

(Rodicio et al., 2004). 
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Finalmente, la caracterización preliminar del compuesto inhibitorio producido puede aportar 

información relevante sobre su naturaleza química. La evaluación de la actividad del sobrenadante 

libre de células permite discriminar si el efecto inhibitorio depende del contacto directo o de la 

producción de metabolitos extracelulares. Asimismo, el análisis de la estabilidad frente a 

variaciones de temperatura, cambios de pH o tratamientos enzimáticos (como la exposición a 

proteasas) puede sugerir si el compuesto es de naturaleza proteica, como en el caso de 

bacteriocinas y péptidos antimicrobianos, o si corresponde a moléculas de otra naturaleza 

química, como lipopéptidos u otros metabolitos secundarios. 

Estas aproximaciones integradas permiten establecer una base sólida para la selección de aislados 

con potencial aplicación en seguridad alimentaria, conectando la exploración ecológica con la 

innovación tecnológica. 
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4. Objetivos 

La exploración del suelo como fuente de microorganismos productores de metabolitos 

antimicrobianos adquiere una especial relevancia en el contexto actual de creciente resistencia 

bacteriana y de las limitaciones inherentes a los métodos tradicionales de control microbiológico 

en la industria alimentaria. La elevada vulnerabilidad microbiológica de la leche, junto con la 

persistencia de patógenos capaces de formar esporas, producir toxinas termoestables o desarrollar 

biofilms, pone de manifiesto la necesidad de identificar estrategias complementarias que permitan 

mejorar la seguridad del alimento sin depender exclusivamente de tratamientos térmicos 

intensivos o del uso continuado de conservantes químicos. 

En este escenario, la identificación de cepas con actividad inhibitoria frente a microorganismos 

asociados a la contaminación láctea abre la posibilidad de desarrollar nuevas herramientas de 

biocontrol adaptadas a matrices alimentarias específicas. Este enfoque no solo conecta la ecología 

microbiana del suelo con su potencial aplicación tecnológica, sino que integra conocimientos 

ecológicos, microbiológicos y biotecnológicos en una aproximación alineada con el paradigma 

One Health y con los principios de sostenibilidad en seguridad alimentaria. 

Por ello, el objetivo principal de este trabajo es evaluar el potencial de bacterias aisladas del 

suelo como productoras de metabolitos antimicrobianos capaces de inhibir 

microorganismos asociados a la leche, estableciendo una base experimental para su posible 

aplicación futura en estrategias de biocontrol alimentario. 

Para alcanzar este objetivo general, se plantean los siguientes objetivos específicos: 

1. Comprobar la pureza de los aislados bacterianos procedentes del programa MicroMundo 

mediante resiembras y análisis microbiológico básico, asegurando que se trata de cultivos 

puros antes de su evaluación funcional. 

2. Evaluar la actividad antimicrobiana de los aislados frente a microorganismos asociados a 

la contaminación láctea mediante ensayos de inhibición in vitro. 

3. Seleccionar las cepas con capacidad inhibitoria para su posterior caracterización 

microbiológica. 

4. Identificar molecularmente las cepas de interés mediante la amplificación y 

secuenciación del gen 16S rRNA. 

5. Analizar de forma preliminar la naturaleza del compuesto antimicrobiano producido, 

evaluando si la actividad depende de metabolitos extracelulares difusibles. 
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5. Materiales y métodos 

5.1. Cepas bacterianas utilizadas en el estudio 

En este estudio se emplearon microorganismos asociados a contaminación láctea como cepas 

diana para los ensayos de inhibición (Tabla 1). Las cepas fueron proporcionadas por la 

Universidad Rey Juan Carlos e incluyeron bacterias Gram positivas y Gram negativas 

representativas de diferentes perfiles fisiológicos y potencial patógeno. 

Tabla 1: Microorganismos diana utilizados en los ensayos de actividad antimicrobiana, indicando su 

clasificación bacteriana, relevancia en leche y seguridad alimentaria y procedencia de las cepas. 
 

Especie 

 

Tipo bacteriano 

Relevancia en leche y 

seguridad alimentaria 

 

Procedencia 

Staphylococcus epidermis Coco Gram positivo Patógeno oportunista, 

indicador de 

contaminación 

manipulativa 

URJC 

Micrococcus luteus Coco Gram positivo Microorganismo 

ambiental con potencial 

oportunista 

URJC 

Enterococcus faecalis Coco Gram positivo Patógeno oportunista 

asociado a 

contaminación fecal 

URJC 

Klebsiella pneumoniae Bacilo Gram negativo Patógeno oportunista de 

origen fecal 

URJC 

Escherichia coli Bacilo Gram negativo Indicador de 

contaminación fecal, 

algunas cepas 

enteropatógenas 

URJC 

Bacillus cereus Bacilo Gram positivo 

esporulado 

Patógeno alimentario 

productor de toxinas 

URJC 

 

Las cepas ambientales evaluadas correspondieron a una colección de 33 aislados bacterianos 

procedentes de muestras de suelo recogidas en el marco del proyecto de Aprendizaje-Servicio 

(ApS) MicroMundo-URJC (Tabla 2). Este programa, orientado a la concienciación sobre la 

resistencia antimicrobiana y a la búsqueda de nuevos microorganismos productores de 

antibióticos, permitió la obtención de aislados a partir de distintos entornos del municipio de 
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Villanueva de la Cañada, y Móstoles, así como de actividades desarrolladas en la propia 

Universidad Rey Juan Carlos. 

Tabla 2: Procedencia y localización de los aislados bacterianos de suelo empleados en el estudio de 

actividad antimicrobiana. 

Código de aislado Procedencia Localización 

1-7,18-33 Suelo urbano (Las Encinas) Villanueva de la Cañada 

8-16 Suelo urbano (Benjamín Rúa) Móstoles 

17 Taller Superbacterias 

(Micromundo-URJC) 

Universidad Rey Juan Carlos 

 

5.2. Crecimiento de cepas y medio de cultivo 

Las cepas ambientales fueron cultivadas en medio Luria-Bertani (LB), un medio nutritivo 

ampliamente empleado para el crecimiento de bacterias heterótrofas (Bertani, 1951). La 

composición del medio utilizado en este estudio se detalla en la Tabla 3. Para la preparación del 

medio sólido se suplementó con agar bacteriológico (15 g/L). Todos los medios fueron 

esterilizados mediante autoclave a 121 °C durante 20 minutos. 

Los aislados procedentes del programa MicroMundo-URJC fueron resembrados en placas de LB 

sólido e incubados a 27 °C. La pureza de los cultivos se verificó mediante siembra en estría hasta 

la obtención de colonias aisladas morfológicamente homogéneas. En aquellos casos en los que se 

observó heterogeneidad colonial, se realizaron resiembras adicionales a partir de colonias 

individuales con el fin de garantizar la obtención de cultivos puros antes de su evaluación 

funcional. 

Para los ensayos experimentales, las cepas fueron reactivadas a partir de los crioviales 

conservados a −80 °C, inoculando una pequeña cantidad de biomasa directamente del stock en 

glicerol en 10 mL de medio LB líquido (Tabla 3). Los cultivos se incubaron a 24 °C durante 24 h 

bajo agitación orbital (180 rpm) en condiciones aeróbicas. 

Las cepas fueron almacenadas a −80 °C en crioviales conteniendo LB líquido suplementado con 

glicerol al 20% (v/v) para su conservación. 

Tabla 3: Composición del medio LB (Luria-Bertani) utilizado para el crecimiento y mantenimiento de las 

cepas bacterianas durante los ensayos microbiológicos. 
Componentes Concentración final (g·𝑳−1) 

Triptona  10 

Levadura 5 

NaCl 5 

Agar (solo medio sólido) 15 

 



18 
 

5.3. Cribado funcional de actividad antimicrobiana mediante ensayo spot-on-lawn 
La capacidad inhibitoria de los aislados ambientales frente a bacterias asociadas a leche fue 

evaluada mediante un ensayo de antagonismo tipo spot-on-lawn, una técnica ampliamente 

utilizada para el cribado funcional preliminar de actividad antimicrobiana. 

5.3.1. Reactivación de cultivos 
Las cepas ambientales (Tabla 2) y las cepas diana asociadas a leche (Tabla 1) fueron reactivadas 

a partir de sus criostocks conservados a −80 °C mediante la inoculación de una alícuota en 10 mL 

de medio LB líquido (Tabla 3), incubándose a 24 °C durante 24 h con agitación orbital (180 rpm) 

en condiciones aeróbicas. Estas condiciones favorecen la transición hacia la fase estacionaria de 

crecimiento, etapa en la que suele incrementarse la síntesis de metabolitos secundarios 

potencialmente implicados en la actividad antimicrobiana. 

Los cultivos líquidos de las cepas diana (Tabla 1), previamente reactivadas, se ajustaron a 

crecimiento exponencial tardío–fase estacionaria y se emplearon para la preparación del césped 

bacteriano. Para ello, se distribuyeron 200 µL del cultivo sobre la superficie de placas de LB 

sólido (Tabla 3), extendiéndolos homogéneamente mediante asa de Digralsky estéril hasta cubrir 

completamente la superficie del agar. 

Las placas inoculadas se dejaron secar en condiciones estériles durante varios minutos hasta la 

completa absorción del inóculo, con el fin de asegurar una distribución uniforme del crecimiento 

antes de proceder al ensayo de inhibición. 

5.3.2. Ensayo spot-on-lawn 
A partir de los cultivos líquidos de las cepas ambientales, se depositaron 5 µL directamente sobre 

la superficie del césped previamente preparado. 

Como controles experimentales se incluyeron: 

• Control negativo: 5 µL de medio LB estéril.  

• Control positivo: 5 µL de gentamicina a 1 mg/mL (obtenida por dilución a partir de una 

solución stock de 10 mg/mL).  

Cada placa fue dividida en cuadrantes para permitir la evaluación simultánea de distintas cepas 

junto con los controles correspondientes. 

Tras la inoculación, las placas se dejaron secar bajo condiciones estériles y se incubaron a 24–27 

°C durante 24 h. 

5.3.3. Evaluación de la actividad inhibitoria 
La actividad antimicrobiana se determinó mediante la observación de halos de inhibición 

alrededor del punto de inoculación. Se consideró resultado positivo la presencia de una zona clara 
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de inhibición del crecimiento en el césped bacteriano en comparación con el control negativo 

(Anexo 1).  

Todos los ensayos se realizaron por duplicado independiente. 

5.4. Evaluación diferencial de actividad antimicrobiana asociada a fracción extracelular y 

biomasa celular 

Tras el cribado funcional preliminar, las cepas que mostraron actividad inhibitoria fueron 

seleccionadas para un análisis confirmatorio orientado a discriminar si la actividad antimicrobiana 

estaba asociada a compuestos secretados al medio (fracción extracelular) o a componentes ligados 

a la biomasa celular. 

5.4.1. Preparación de fracciones celulares y sobrenadantes 
Las cepas seleccionadas se cultivaron en 10 mL de medio LB líquido durante 24 h a 24 °C con 

agitación (180 rpm). A partir de estos cultivos, se tomaron alícuotas de 1 mL que fueron 

centrifugadas para separar la fracción celular (pellet) del sobrenadante. El sobrenadante fue 

recuperado cuidadosamente y sometido a filtración estéril mediante filtros de jeringa de 0,22 µm 

con el fin de eliminar completamente células viables y obtener la fracción extracelular libre de 

bacterias. El pellet celular fue resuspendido en 100 µL de medio LB estéril sin realizar lisis celular, 

permitiendo evaluar la posible actividad antimicrobiana asociada a estructuras superficiales o 

compuestos no secretados. 

5.4.2. Ensayo de difusión en disco 
Las cepas diana (E. coli, B. cereus, M. luteus y S. aureus) fueron sembradas en placas de LB 

sólido para generar un crecimiento tipo césped mediante extensión homogénea. Sobre cada placa 

se colocaron discos estériles para antibiograma utilizando pinzas estériles. En cada disco se 

depositaron 10 µL de: 

• Medio LB estéril (control negativo),  

• Gentamicina a 1 mg/mL (control positivo),  

• Sobrenadante filtrado,  

• Biomasa celular resuspendida.  

Las placas fueron incubadas durante 24 h a 27 °C. 

5.4.3. Interpretación de resultados 
La actividad antimicrobiana se determinó mediante la presencia de halos de inhibición alrededor 

de los discos. La aparición de inhibición en el disco correspondiente al sobrenadante filtrado se 

interpretó como evidencia de producción de compuestos antimicrobianos difusibles y 

extracelulares. Por el contrario, la inhibición asociada exclusivamente a la fracción celular 

resuspendida se consideró indicativa de actividad ligada a la biomasa bacteriana o a estructuras 

superficiales (Anexo 2).  
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Todos los ensayos se realizaron por duplicado independiente. 

5.5. Extracción de ADN genómico 

Las cepas que mostraron actividad antimicrobiana fueron seleccionadas para la extracción de 

ADN genómico con el fin de su posterior identificación molecular. 

A partir de cultivos líquidos de 10 mL en medio LB (Tabla 3), incubados durante 24 h a 24–27 

°C con agitación, se recolectó biomasa bacteriana mediante centrifugación en tubos Falcon esté-

riles. El sobrenadante fue descartado y el pellet celular se resuspendió en un volumen reducido 

de medio residual para su transferencia a microtubos estériles. La extracción de ADN genómico 

se realizó utilizando el kit comercial HigherPurity™ Soil DNA Isolation Kit (Canvax Biotech), 

siguiendo estrictamente las instrucciones del fabricante. Este kit se basa en la lisis celular química 

y mecánica, seguida de la purificación del ADN mediante columnas de sílice, permitiendo la ob-

tención de ADN de alta pureza apto para amplificación por PCR. 

5.6. Cuantificación y evaluación de la pureza del ADN 

La concentración y pureza del ADN genómico extraído se determinaron mediante espectrofoto-

metría utilizando un equipo NanoDrop™ (Terma Scientific). 

La cuantificación se realizó midiendo la absorbancia a 260 nm (A260), correspondiente a la ab-

sorción máxima de los ácidos nucleicos. La pureza del ADN se evaluó mediante los cocientes 

A260/A280 y A260/A230. El ratio A260/A280 se empleó para estimar la posible contaminación 

por proteínas, considerándose valores próximos a 1,8 indicativos de ADN de alta pureza. Por su 

parte, el ratio A260/A230 permitió detectar la presencia de contaminantes orgánicos o sales resi-

duales procedentes del proceso de extracción. 

Las muestras que presentaron valores adecuados de concentración y pureza fueron almacenadas 

a −20 °C hasta su utilización en análisis posteriores. 

5.7. Amplificación mediante PCR de las regiones variables V3 y V4 del gen ARN 16s  

La identificación molecular de las cepas con actividad antimicrobiana se realizó mediante la am-

plificación de las regiones variables V3–V4 del gen 16S rRNA. 

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo utilizando el kit KAPA2G Fast PCR Kit (Merck), si-

guiendo las recomendaciones del fabricante. Cada reacción se preparó en un volumen final de 25 

µL conteniendo: 5 µL de buffer 5X KAPA2G, 0,5 µL de mezcla de dNTPs (10 mM), 1,25 µL de 

cebador forward (10 µM), 1,25 µL de cebador reverse (10 µM), 1,25 µL de DMSO, 0,1 µL de 

enzima KAPA2G FAST DNA Polymerase y agua libre de nucleasas hasta completar el volumen 

final. El ADN molde se añadió en un volumen variable (0,1–0,5 µL), previamente ajustado a una 

concentración aproximada de 100 ng/µL. 
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Los cebadores utilizados para la amplificación de la región V3–V4 fueron los siguientes (5’→3’):  

Forward: S-D-Bact-0785-a-A-21 → GACTACCAGGGTATCTAATCC 

Reverse: S-D-Bact-0341-b-S-17 → CCTACGGGAGGCAGCAG 

En cada ensayo se incluyeron un control negativo (sin ADN molde) para descartar contaminación 

y un control positivo con ADN bacteriano previamente validado, con el fin de verificar la correcta 

amplificación. Las condiciones de amplificación se detallan en la Tabla 4. El programa térmico 

incluyó una desnaturalización inicial, seguida de ciclos sucesivos de desnaturalización, anilla-

miento y elongación, y una elongación final. 

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en tampón 

TAE, visualizándose bajo luz UV tras tinción con un agente intercalante adecuado. 

Tabla 4: Condiciones de amplificación utilizadas en la PCR para la secuenciación parcial del gen 16S rRNA 

de los aislados bacterianos. 
Fases Desnaturalización 

inicial 

Desnaturalización Anillamiento Elongación Elongación final 

Temperatura (ºC) 95 95 60 72 72 

Tiempo (s) 180 15 15 15 60 

 ˣ34 ciclos  

 

 

5.8. Purificación enzimática de los productos de PCR  

Los productos de PCR obtenidos fueron purificados mediante tratamiento enzimático utilizando 

el sistema Illustra™ ExoProStar™ 1-Step (Fisher Scientific), con el objetivo de eliminar ceba-

dores residuales y dNTPs no incorporados antes de la secuenciación.  

Para ello, se preparó una solución de trabajo compuesta por 6 µL de enzima ExoProStar™ y 24 

µL de agua destilada estéril. De esta mezcla, se añadieron 1 µL a cada tubo conteniendo 21 µL 

del producto de PCR. Las muestras se incubaron en termociclador bajo el siguiente programa: 37 

°C durante 15 minutos para permitir la degradación enzimática de cebadores y nucleótidos libres, 

seguido de una incubación a 80 °C durante 15 minutos para la inactivación de la enzima. Final-

mente, las muestras se mantuvieron a 12 °C hasta su recuperación. 

Los productos purificados fueron conservados a −20 °C hasta su utilización en el proceso de 

secuenciación. 
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5.9. Secuenciación de las regiones variables V3 y V4 del gen 16s rRNA 

Los productos de PCR purificados fueron preparados para su secuenciación conforme a los requi-

sitos establecidos por el servicio externo de secuenciación (Macrogen Europe, España). De cada 

muestra purificada se tomaron 20 µL, que se dividieron en dos alícuotas independientes de 10 µL 

para su secuenciación bidireccional. A cada alícuota se añadió el cebador correspondiente (10 

µM), utilizando los mismos primers descritos en el apartado 5.7. 

Las muestras fueron enviadas al servicio de secuenciación para su análisis mediante tecnología 

de secuenciación Sanger. 

5.10. Identificación de las cepas por medio de Blast 

Las secuencias obtenidas por secuenciación Sanger fueron analizadas utilizando el software Ge-

neious® (versión 6.8, Biomatters Ltd.). En primer lugar, se realizó la inspección visual de los 

cromatogramas para verificar la calidad de lectura y eliminar regiones de baja calidad en los ex-

tremos. Las secuencias forward y reverse fueron alineadas y ensambladas para generar una se-

cuencia consenso. El ensamblaje permitió obtener una región continua correspondiente al frag-

mento amplificado del gen 16S rRNA. 

La secuencia consenso resultante se comparó con la base de datos pública del National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) mediante el algoritmo BLASTn (Basic Local Alignment 

Search Tool for nucleotides), con el fin de determinar la identidad taxonómica de cada aislado. La 

asignación taxonómica se realizó considerando el mayor porcentaje de identidad, la cobertura de 

alineamiento y el valor e (e-value), priorizando coincidencias con identidad ≥ 97% para asigna-

ción a nivel de género y ≥ 99% para posible asignación a nivel de especie. 

En la figura 1 se muestra un esquema representativo del proceso experimental de este trabajo. 
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Figura 1: Esquema general del procedimiento experimental empleado para el aislamiento, cribado 

antimicrobiano y caracterización molecular de las bacterias ambientales seleccionadas. Se incluyen las 

etapas de aislamiento a partir de muestras de suelo, ensayos de actividad antimicrobiana mediante spot-on-

lawn y difusión en disco, cultivo bacteriano, extracción de ADN y análisis molecular mediante 

secuenciación parcial del gen 16S rRNA. 
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6. Resultados 

Los resultados obtenidos se presentan siguiendo el orden cronológico del procedimiento 

experimental, comenzando por la verificación de la pureza de los aislados y continuando con la 

evaluación de su actividad antimicrobiana y su posterior identificación molecular. 

6.1. Verificación de pureza mediante siembra en estría 

La re-siembra en estría de los 33 aislados ambientales permitió evaluar la homogeneidad morfo-

lógica de los cultivos y confirmar su pureza antes de la realización de los ensayos funcionales. En 

la mayoría de los casos, los aislados mostraron un patrón colonial homogéneo, caracterizado por 

colonias uniformes en tamaño, forma, margen y textura, lo que indicó la obtención de cultivos 

presumiblemente puros tras el aislamiento inicial (Figura 2). 

En el aislado número 12 se observó la presencia de dos morfotipos coloniales claramente diferen-

ciados. Ambos tipos de colonias fueron aislados de manera independiente mediante una nueva 

siembra en estría y tratados como subaislados distintos para su evaluación posterior en los ensayos 

de actividad antimicrobiana. Por otro lado, en los aislados 4 y 19 no fue posible obtener colonias 

aisladas debido a un crecimiento excesivamente confluyente en la superficie de la placa, lo que 

impidió la separación morfológica individual de colonias bajo las condiciones ensayadas. 
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Figura 2: Morfología colonial de los aislados ambientales obtenidos tras siembra en estría en medio LB 

sólido. Se muestran las colonias representativas correspondientes a cada uno de los aislados (1–33). Las 

colonias presentaron variaciones en coloración, textura, borde, relieve y aspecto superficial, reflejando la 

elevada diversidad fenotípica de las bacterias ambientales aisladas. En la mayoría de los casos se observó 

homogeneidad morfológica compatible con cultivos presumiblemente puros. 
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6.2. Caracterización inicial del espectro antimicrobiano de los aislados ambientales 

El cribado funcional inicial permitió evaluar la capacidad inhibitoria de los aislados ambientales 

frente a cuatro bacterias asociadas a leche. En total, se analizaron 33 aislados (incluyendo los 

subaislados 12A y 12B). Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 8. 

La actividad antimicrobiana fue variable en función del patógeno evaluado. Frente a E. coli, 

únicamente 4 aislados (11,8 %) mostraron halo de inhibición, lo que indica una baja frecuencia 

de actividad frente a este microorganismo Gram negativo. En contraste, B. cereus fue el patógeno 

más susceptible, con 16 aislados positivos (47,1 %), representando casi la mitad de los aislados 

evaluados. Frente a S. aureus, 12 cepas (35,3 %) mostraron actividad inhibitoria, mientras que 10 

aislados (29,4 %) inhibieron el crecimiento de M. luteus. 

En conjunto, los datos reflejan un patrón diferencial de actividad antimicrobiana, con mayor 

frecuencia de inhibición frente a bacterias Gram positivas en comparación con E. coli (Tabla 8). 

Además del análisis individual por patógeno (Tabla 8), se evaluó la amplitud del espectro 

antimicrobiano de cada aislado. Del total de 34 aislados analizados, 12 (35,3 %) no mostraron 

actividad inhibitoria frente a ninguno de los patógenos evaluados. Trece aislados (38,2 %) 

inhibieron únicamente un patógeno, mientras que 3 cepas (8,8 %) mostraron actividad frente a 

dos microorganismos. Por otra parte, 5 aislados (14,7 %) presentaron actividad frente a tres 

patógenos distintos y un único aislado (2,9 %) fue capaz de inhibir el crecimiento de los cuatro 

patógenos ensayados, evidenciando un espectro antimicrobiano amplio. 

En la tabla 5 se muestran los resultados globales del ensayo, indicando la presencia (P) o ausencia 

(N) de halo de inhibición. 

Tabla 5: Resultados del ensayo de actividad antimicrobiana mediante la técnica spot-on lawn frente a los 

microorganismos diana evaluados. Se indica la presencia (P, verde) o ausencia (N, morado) de inhibición 

del crecimiento para cada interacción cepa-patógeno. 

                     Patógenos   

Cepas E.coli Bacillus Staphylococcus Micrococcus 

1 N N N N 

2 N N N N 

3 N P N N 

4 N N P P 

5 N P N N 

6 N N N N 

7 N N P P 

8 N P P N 

9 N N P P 

10 N N P N 



27 
 

11 N N P P 

12A N P P P 

12B P P N N 

13 N P P P 

14 N N P P 

15 N N P N 

16 N N P P 

17 N P P P 

18 N P P P 

19 P P P P 

20 P P N N 

21 P P N N 

22 N P N N 

23 N N N N 

24 N N N N 

25 N P N N 

26 N P N N 

27 N P N N 

28 N P N N 

29 N N N N 

30 N P N N 

31 N N N N 

32 N N N N 

33 N P N N 

 

6.3. Evaluación diferencial de la actividad antimicrobiana en fracción extracelular y biomasa 

celular 

Con el fin de discriminar si la actividad inhibitoria observada en el cribado inicial estaba asociada 

a compuestos secretados al medio o a componentes ligados a la biomasa celular, se realizó un 

ensayo de difusión en disco empleando tanto el sobrenadante filtrado como el pellet celular 

resuspendido.  

En total se evaluaron 104 interacciones cepa–patógeno (26 cepas frente a 4 microorganismos 

diana; Tabla 9). La actividad antimicrobiana se asoció de forma predominante al precipitado 

celular. En 103 de las 104 combinaciones analizadas (99%), el halo de inhibición estuvo presente 

en la biomasa resuspendida. La actividad en el sobrenadante también fue frecuente, aunque 

mostró mayor variabilidad según el patógeno. Se detectó inhibición en el sobrenadante en el 72% 

de las interacciones totales (75/104). Desglosado por microorganismo diana, la actividad 
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extracelular se observó en el 73% de los enfrentamientos frente a E. coli, en el 50% frente a 

Bacillus, en el 73% frente a Staphylococcus y en el 92% frente a Micrococcus. 

El patrón más frecuente correspondió a la detección de actividad inhibitoria tanto en el precipitado 

celular como en el sobrenadante. Únicamente en un caso puntual (cepa 12A frente a Bacillus) se 

observó inhibición exclusiva en el sobrenadante. 

En conjunto, los datos muestran que la actividad antimicrobiana detectada en los aislados 

seleccionados se asocia mayoritariamente a la biomasa celular, aunque en un número elevado de 

interacciones también se detectó actividad extracelular (Tabla 6). 

Tabla 6: Procedencia de la actividad antimicrobiana de los aislados bacterianos frente a los 

microorganismos diana evaluados. Se indica la detección de actividad inhibitoria asociada al pellet celular 

(P, azul), al sobrenadante libre de células (S, amarillo) o a ambas fracciones simultáneamente (P, S, rosa) 

en los ensayos de difusión en disco. 

      Patógenos   

Cepas E.coli Bacillus Staphylococcus Micrococcus 

3 P P P, S P, S 

4 P P P, S P, S 

5 P P P P, S 

7 P, S P P P, S 

8 P, S P, S P, S P, S 

9 P P P P, S 

10 P, S P P P, S 

11 P, S P, S P P, S 

12A P, S S P, S P, S 

12B P, S P P, S P, S 

13 P, S P P, S P, S 

14 P P, S P, S P, S 

15 P P P, S P, S 

16 P P, S P, S P, S 

17 P, S P, S P, S P, S 

18 P P P, S P, S 

19 P, S P, S P, S P, S 

20 P, S P, S P P, S 

21 P, S P P P, S 

22 P, S P, S P, S P, S 

25 P, S P, S P, S P, S 

26 P, S P, S P, S P 

27 P, S P, S P, S P, S 



29 
 

28 P, S P, S P, S P, S 

30 P, S P, S P, S P, S 

33 P, S P, S P, S P, S 

 

6.4. Amplificación mediante PCR de las regiones variables V3 y V4 del gen ARN 16s 

Se llevó a cabo la amplificación de las regiones variables V3–V4 del gen 16S rRNA de las 25 

cepas que mostraron halo de inhibición frente a los cuatro patógenos evaluados, siguiendo el 

protocolo descrito en el apartado metodológico. 

La electroforesis en gel de agarosa al 1% permitió observar, en todos los casos, la presencia de un 

amplicón único del tamaño esperado (~460 pb), lo que confirmó la correcta amplificación del 

fragmento diana en las 25 cepas analizadas. El control negativo no mostró amplificación, mientras 

que el control positivo presentó la banda correspondiente, validando así el procedimiento 

experimental (Figura 3). 

Estos resultados confirmaron la idoneidad del ADN extraído y permitieron proceder a la 

purificación y posterior secuenciación de los productos de PCR. 

 

Figura 3: Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR correspondientes a la amplificación 

de las regiones variables V3 y V4 del gen 16S rRNA de distintos aislados bacterianos seleccionados. Se 

incluyen el marcador de peso molecular (M), control negativo (-), control positivo (genómico de la bacteria 

Rhodobacter capsulatus) y las muestras correspondientes a las cepas 7, 9, 10 y 14. En todas las cepas 

analizadas se observaron bandas del tamaño esperado (~460 pb), confirmando la correcta amplificación del 

fragmento diana para su posterior secuenciación e identificación molecular. 

6.5. Identificación de las cepas por medio de Blast 

Las secuencias consenso obtenidas tras el ensamblaje de las regiones V3-V4 del gen 16S rRNA 

fueron analizadas mediante el algoritmo BLASTn frente a la base de datos del NCBI con el fin 

de determinar la identidad taxonómica de los aislados. 
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En la mayoría de los casos, las secuencias presentaron porcentajes de identidad superiores al 97%, 

coberturas superiores al 95% y valores de e-value próximos a 0, lo que permitió una asignación 

taxonómica fiable a nivel género y en varios aislados a nivel de especie (Tabla 7). 

Los resultados evidenciaron una clara predominancia de aislados pertenecientes a los géneros 

Pseudomonas y Bacillus. En concreto: 

- 10 aislados se asignaron al género Pseudomonas (incluyendo coincidencias con P. 

helmanticensis y P.fluoerescens) 

- 7 aislados se asignaron al género Bacillus (incluyendo B.amyloliquefaciens, 

B.zhangzhouensis, B.thuringiensis y B. mycoides) 

- 1 aislado mostró similitud con E. coli 

- 1 aislado presentó similitud con Agrococcus sp 

- 5 secuencias mostraron mayor similitud con “uncultured bacterium” o “uncultured 

organism” 

- 1 muestra no presentó asignación taxonómica concluyente 

En la mayoría de los casos, el porcentaje de identidad fue igual o superior al 99%, lo que permitió 

una asignación robusta a nivel de especie. Sin embargo, en aquellos aislados con identidades 

inferiores al 97% o coincidencias con secuencias no cultivadas, la asignación se mantuvo a nivel 

de género o grupo filogenético. 

Tabla 7: Identidad taxonómica preliminar de los aislados bacterianos con actividad antimicrobiana 

mediante análisis BLAST de secuencias parciales del gen 16S RNA. Se muestran la especie más próxima 

obtenida en la base de datos NCBI, el porcentaje de cobertura de la secuencia (Query Cover), el valor E, el 

porcentaje de identidad y el número de accesión correspondiente. 
Cepa Posible especie Query 

Cover 

E 

value 

Porcentaje 

de 

identidad 

Accesion 

3 Bacillus 

amyloliquefaciens 

47% 3−180 100% MH997554.1 

4 Bacillus 

amyloliquefaciens 

99% 0,0 100% MH997551.1 

5 - - - - - 

7 Escherichia coli 

strain TU-25 

99% 4−159 95,10% MG798632.1 

8 Agrococcus sp 47% 1−80 83,53% KU560413.1 

9 Uncultured organism 100 0,0 99,74% HQ807285.1 
10 Uncultured 

bacterium 

97% 1−165 94,18% DQ819161.1 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH997554.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZKVBHN55014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH997551.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZKW4H3T8016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG798632.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZKWP67ST014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU560413.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZKX69E4C014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HQ807285.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZKXFH5S2016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/DQ819161.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZKXN56N5016
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11 Pseudomona sp 53% 3−81 97,81% JN975937.1 

12 Pseudomona 

helmanticensis 

97% 0,0 97,77% MK883078.1 

13 Pseudomona sp  99% 0,0 100% HE603506.1 
14 Pseudomona 

helmanticensis 

97% 0,0 98,73% OZ371288.1 

15 Uncultured bacterium 97% 0,0 99,75% FJ935047.1 
16 Pseudomona sp 98% 0,0 98,50% MW578446.1 
17 Uncultured bacterium 100% 0,0 100% MH462829.1 
18 Bacillus sp  100% 0,0 100% MT482581.1 
19 Uncultured bacterium 97% 0,0 99.04% KF427993.1 
20 Bacillus sp  98% 0,0 99,74% MT482581.1 
21 Bacillus 

zhangzhouensis 

95% 2−153 89,64% MW405692.1 

22 Bacillus thuringiensis 98% 0,0 100%  KP813691.1 

25 Pseudomona 

fluorescens 

100% 0,0 100% MH443348.1 

26 Bacillus mycoides 97% 0,0 100% PV500861.1 
27 Pseudomona sp 51% 0,0 98,36% HE603506.1 
28 Pseudomona sp 95% 0,0 100% MH703495.1 
30 Pseudomona sp 100 0,0 100% HE603506.1 
33 Pseudomona sp 97% 0,0 100% HE603506.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN975937.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZKXW1Z6W016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK883078.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZKYAMM4P016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HE603506.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZKYHTCF8014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OZ371288.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZKYS0U6Y016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ935047.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZKYYVHNC014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW578446.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZKZ4P0DZ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH462829.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZKZ9RNXF014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT482581.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZKZGPZFW016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF427993.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZKZU08G8016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT482581.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZKZZPH9D014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW405692.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZM07H6GM014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP813691.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=01F3URAK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH443348.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZM0MXGDY016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1405
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HE603506.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZM0YMWXG016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH703495.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZM15PCAY016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HE603506.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZM1CFNY4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HE603506.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZM1H2JXW014
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7. Discusión 

La resistencia antimicrobiana constituye actualmente una de las principales amenazas para la 

salud pública global, afectando simultáneamente a la salud humana, animal y ambiental (Aslam 

et al., 2021). En el ámbito alimentario, y especialmente en la industria láctea, esta problemática 

adquiere una relevancia particular debido a la elevada susceptibilidad microbiológica de la leche 

y a la presencia frecuente de microorganismos capaces de desarrollar mecanismos de persistencia, 

como formación de biofilms, producción de toxinas termoestables o resistencia a tratamientos de 

conservación (Kumari et al., 2016). En este contexto, la búsqueda de nuevas estrategias de 

biocontrol capaces de reducir la dependencia de antibióticos y conservantes químicos representa 

una prioridad creciente dentro del enfoque One Health (Aslam et al., 2021). El presente trabajo 

se enmarca dentro de esta necesidad, explorando el suelo como reservorio de bacterias con 

capacidad antagonista frente a microorganismos asociados a contaminación láctea (Berdy et al., 

2005; Ling et al., 2015). 

Debido al elevado número de aislados obtenidos durante el proyecto MicroMundo-URJC, el 

primer objetivo experimental consistió en realizar un cribado rápido y funcional que permitiera 

confirmar la actividad antimicrobiana inicialmente detectada en los institutos participantes y, 

además, ampliar el análisis frente a distintos patógenos asociados a leche. Para ello se utilizó el 

ensayo spot-on-lawn, una metodología sencilla, rápida y especialmente útil en etapas iniciales de 

bioprospección microbiana, ya que permite evaluar simultáneamente un elevado número de 

interacciones microorganismo–patógeno (Balouiri et al., 2016; Schilinger et al., 1989). Este 

ensayo constituyó la base experimental para seleccionar posteriormente únicamente aquellos 

aislados con actividad antagonista real y profundizar posteriormente en la naturaleza de dicha 

actividad. Los resultados del cribado inicial mostraron que 26 de los 33 aislados evaluados 

presentaban actividad inhibitoria frente al menos uno de los cuatro microorganismos diana 

estudiados (Tabla 5), lo que representa aproximadamente un 76 % de positividad. Este porcentaje 

resulta notablemente elevado y confirma el enorme potencial antagonista presente en los 

microorganismos edáficos. Sin embargo, también es importante interpretar estos resultados 

considerando el propio contexto del proyecto MicroMundo. Parte del screening inicial realizado 

en los institutos fue llevado a cabo bajo condiciones menos controladas y por estudiantes con 

menor experiencia microbiológica, por lo que es razonable asumir que algunos halos inicialmente 

considerados positivos pudieran corresponder realmente a fenómenos inespecíficos, alteraciones 

del crecimiento del césped bacteriano o artefactos asociados a la técnica. En este sentido, la 

repetición sistemática de los ensayos en laboratorio permitió depurar los resultados iniciales y 

trabajar únicamente con cepas cuya actividad antimicrobiana pudo confirmarse 

experimentalmente. 
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Las bacterias Gram negativas, como E. coli, poseen una membrana externa rica en 

lipopolisacáridos que actúa como barrera físico-química frente a numerosos antimicrobianos 

naturales (Nikaido et al., 2003). Esta estructura dificulta especialmente la entrada de lipopéptidos, 

bacteriocinas y péptidos antimicrobianos de elevado peso molecular. Por el contrario, las bacterias 

Gram positivas carecen de dicha membrana externa, quedando mucho más expuestas a 

compuestos capaces de alterar directamente la membrana citoplasmática o interferir con la síntesis 

de peptidoglicano. El hecho de que Bacillus, Staphylococcus y Micrococcus presentasen una 

susceptibilidad significativamente mayor sugiere que muchos de los aislados podrían producir 

compuestos típicamente activos frente a Gram positivas, como antibióticos, bacteriocinas o 

lipopéptidos (Denoirjean et al., 2021). Sin embargo, algunos aislados mostraron un 

comportamiento especialmente destacable. La cepa 19 fue capaz de inhibir simultáneamente los 

cuatro microorganismos diana evaluados, incluyendo tanto bacterias Gram positivas como Gram 

negativas. Este resultado posee un enorme interés microbiológico, ya que indica la posible 

presencia de mecanismos antimicrobianos de amplio espectro o incluso la producción simultánea 

de múltiples compuestos bioactivos. Este comportamiento suele asociarse a microorganismos con 

elevada plasticidad metabólica y gran capacidad biosintética, capaces de sintetizar metabolitos 

con mecanismos de acción diferentes actuando de forma complementaria o sinérgica (Caulier et 

al., 2019). 

Tras este primer cribado funcional, el siguiente objetivo del trabajo consistió en profundizar en la 

naturaleza de la actividad antimicrobiana observada y comprobar la reproducibilidad real de los 

resultados obtenidos durante el screening inicial. Para ello, todas las cepas con actividad 

antimicrobiana fueron nuevamente enfrentadas frente a los cuatro microorganismos diana 

mediante ensayos diferenciales entre actividad asociada al sobrenadante y actividad asociada a la 

biomasa celular (Tabla 6). Esta aproximación permitió no solo analizar el posible origen de la 

actividad inhibitoria, sino también someter nuevamente a validación experimental los resultados 

obtenidos previamente en el ensayo spot-on-lawn bajo condiciones más controladas y 

reproducibles. Este punto representa probablemente uno de los aspectos más interesantes 

microbiológicamente del trabajo, ya que permite aproximarse al mecanismo mediante el cual los 

aislados ejercen la inhibición. 

Los resultados obtenidos mostraron que la actividad antimicrobiana se asociaba de manera 

predominante al pellet celular. En 103 de las 104 interacciones evaluadas se observó actividad 

inhibitoria en la biomasa resuspendida. Este resultado sugiere que una parte importante de los 

mecanismos antagonistas detectados podría depender de estructuras asociadas a superficie celular, 

compuestos poco difusibles o metabolitos fuertemente adsorbidos a membrana. Este 

comportamiento resulta especialmente compatible con la producción de lipopéptidos o proteínas 

antimicrobianas asociadas a envoltura celular (Caulier et al., 2019). Numerosas especies de 
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Bacillus producen compuestos como surfactinas, iturinas y fengicinas, moléculas anfipáticas 

capaces de insertarse en membranas celulares y alterar su integridad. Debido a su naturaleza 

hidrofóbica, parte de estos compuestos puede permanecer asociada a la propia membrana 

bacteriana, explicando la elevada actividad observada en el pellet. Además, determinadas 

bacteriocinas pueden adsorberse parcialmente a pared celular o requerir concentraciones locales 

muy elevadas para ejercer actividad efectiva. Esto podría explicar por qué algunos aislados 

presentaban una fuerte inhibición en biomasa, pero una actividad mucho más reducida en 

sobrenadante. Asimismo, también debe considerarse la posible implicación de vesículas 

extracelulares bacterianas (OMVs), estructuras capaces de transportar metabolitos 

antimicrobianos asociados a membrana y cuya integridad podría alterarse durante la filtración del 

sobrenadante (Schwechheimer et al., 2015; Toyofuku et al., 2018). 

El caso de la cepa 12A frente a Bacillus resultó particularmente interesante, ya que fue la única 

interacción en la que se detectó actividad exclusivamente en el sobrenadante. Este 

comportamiento podría indicar la producción de un metabolito altamente difusible cuya 

concentración en biomasa fuese insuficiente o cuya actividad dependiese específicamente de su 

liberación al medio extracelular. Este patrón es compatible con determinados antibióticos 

peptídicos o metabolitos secundarios secretados activamente. 

Una vez caracterizados funcionalmente los aislados, la identificación molecular mediante 

secuenciación parcial del gen 16S rRNA permitió obtener una primera aproximación taxonómica 

de las cepas activas. Los resultados mostraron un claro predominio de especies pertenecientes a 

los géneros Bacillus y Pseudomonas, dos de los grupos bacterianos ambientales más conocidos 

por su capacidad de producir compuestos antimicrobianos. 

Las cepas 3 y 4 fueron identificadas como Bacillus amyloliquefaciens. Resulta especialmente 

interesante que ambas mostraran perfiles de inhibición distintos. La cepa 3 únicamente inhibió 

Bacillus en el screening inicial, mientras que la cepa 4 presentó actividad frente a Staphylococcus 

y Micrococcus. Posteriormente, ambas mostraron actividad asociada principalmente al pellet, 

aunque la cepa 4 también presentó actividad extracelular frente a Gram positivas. Este 

comportamiento concuerda con la literatura descrita para B. amyloliquefaciens, especie 

ampliamente conocida por producir surfactinas, fengicinas e iturinas, metabolitos anfipáticos 

frecuentemente asociados tanto a membrana como al medio extracelular (Chowdhury et al., 

2015). 

La cepa 13, identificada mediante análisis BLAST como Pseudomonas sp., presentó uno de los 

perfiles antagonistas más relevantes del estudio, mostrando actividad inhibitoria frente a Bacillus 

cereus, Staphylococcus aureus y Micrococcus luteus durante el screening inicial, además de 

mantener actividad tanto asociada al pellet celular como al sobrenadante en los ensayos 
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posteriores de difusión en disco. Este comportamiento sugiere que la capacidad antimicrobiana 

de esta cepa no depende exclusivamente de un único mecanismo de inhibición, sino posiblemente 

de la producción simultánea de distintos metabolitos secundarios y compuestos extracelulares. El 

género Pseudomonas se caracteriza por poseer uno de los metabolismos secundarios más 

versátiles descritos entre bacterias ambientales, con una elevada proporción de genes implicados 

en síntesis no ribosomal de péptidos, producción de sideróforos y rutas biosintéticas asociadas a 

compuestos antimicrobianos (Haas et al., 2005). Entre los metabolitos más estudiados destacan 

las fenazinas, moléculas redox-activas capaces de generar estrés oxidativo y alterar procesos 

respiratorios en microorganismos sensibles; la pirrolnitrina, con actividad antimicrobiana 

asociada a alteraciones de membrana y metabolismo energético; y el 2,4-diacetilfloroglucinol 

(DAPG), compuesto ampliamente relacionado con actividad antagonista frente a bacterias y 

hongos (Gross et al., 2009). La detección de actividad tanto en sobrenadante como en biomasa 

celular resulta especialmente interesante, ya que podría indicar la coexistencia de metabolitos 

difusibles junto con estructuras o compuestos asociados a superficie celular. Este patrón es 

compatible con la producción de biosurfactantes, lipopéptidos o compuestos anfipáticos 

parcialmente asociados a membrana, capaces de alterar la integridad de la envoltura bacteriana 

mediante mecanismos de permeabilización o desestabilización lipídica. Asimismo, especies de 

Pseudomonas han sido descritas como productoras de vesículas extracelulares capaces de 

transportar moléculas antimicrobianas y enzimas hidrolíticas, lo que podría contribuir 

parcialmente al patrón de inhibición observado. 

Otro aspecto destacable es que la actividad de la cepa 13 se dirigió principalmente frente a 

bacterias Gram positivas, comportamiento coherente con numerosos metabolitos producidos por 

Pseudomonas, cuyos mecanismos de acción suelen verse limitados frente a Gram negativas 

debido a la presencia de la membrana externa rica en lipopolisacáridos. La ausencia de inhibición 

frente a E. coli refuerza esta hipótesis y sugiere que los compuestos producidos por esta cepa 

podrían actuar principalmente mediante interacción directa con membrana citoplasmática o pared 

celular, mecanismos mucho más efectivos frente a Gram positivas. En conjunto, los resultados 

obtenidos para la cepa 13 indican que podría tratarse de un aislado con elevada capacidad 

biosintética y potencial interés biotecnológico, especialmente en estrategias de biocontrol 

dirigidas frente a patógenos Gram positivos asociados a leche y derivados lácteos. 

Especialmente interesantes resultaron las cepas 12 y 14, ambas relacionadas taxonómicamente 

con Pseudomonas helmanticensis. Estos aislados mostraron actividad inhibitoria frente a varios 

de los patógenos ensayados y, además, presentaron actividad detectable tanto en la biomasa 

celular como en el sobrenadante, lo que sugiere la posible coexistencia de mecanismos 

antimicrobianos asociados a superficie celular junto con la secreción de metabolitos difusibles al 

medio extracelular. Aunque Pseudomonas helmanticensis es una especie relativamente poco 
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estudiada en comparación con otras Pseudomonas ambientales clásicas como P. fluorescens o P. 

aeruginosa, pertenece a un género ampliamente reconocido por su extraordinaria plasticidad 

metabólica y capacidad para colonizar nichos ecológicos altamente competitivos. Muchas 

especies de Pseudomonas poseen genomas especialmente ricos en clústeres biosintéticos 

implicados en la producción de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana, incluyendo 

fenazinas, pirrolnitrina, sideróforos y biosurfactantes. 

La cepa 22, identificada como Bacillus thuringiensis, resultó especialmente interesante al mostrar 

actividad frente a Bacillus cereus en el screening inicial y mantener posteriormente actividad 

tanto en pellet como en sobrenadante frente a varios de los microorganismos evaluados. Aunque 

B. thuringiensis es conocido principalmente por la producción de toxinas Cry utilizadas como 

bioinsecticidas (Ningshen et al., 2017), numerosas cepas ambientales han demostrado también 

capacidad para sintetizar bacteriocinas, antibióticos y distintos metabolitos antimicrobianos 

activos frente a bacterias Gram positivas. La combinación observada de actividad asociada a 

biomasa y sobrenadante sugiere que esta cepa podría producir simultáneamente compuestos 

difusibles junto con metabolitos parcialmente asociados a superficie celular. 

Las cepas 18, 20, 21, 22 y 26, relacionadas con distintas especies del género Bacillus, mostraron 

en general una actividad antimicrobiana fuertemente asociada al pellet celular, mientras que la 

actividad en sobrenadante fue más variable según el patógeno enfrentado. Este patrón sugiere la 

posible producción de compuestos poco difusibles o parcialmente asociados a superficie celular, 

como lipopéptidos, bacteriocinas o metabolitos hidrofóbicos, mecanismos ampliamente descritos 

en especies de Bacillus. 

La cepa 22, identificada como Bacillus thuringiensis, mostró actividad frente a Bacillus cereus y 

mantuvo posteriormente actividad tanto en pellet como en sobrenadante, lo que podría indicar la 

producción simultánea de metabolitos difusibles y compuestos asociados a membrana. Del mismo 

modo, las cepas 18 y 20 (Bacillus sp.) presentaron perfiles similares, compatibles con mecanismos 

mediados por lipopéptidos o péptidos antimicrobianos de baja difusión. La cepa 26, relacionada 

con Bacillus mycoides, también resultó especialmente interesante al presentar actividad tanto 

celular como extracelular frente a distintos patógenos. Esta especie pertenece al grupo Bacillus 

cereus sensu lato, cuyos miembros han sido previamente asociados a la producción de compuestos 

antimicrobianos implicados en competencia microbiana en suelo. Por otro lado, la cepa 21, 

relacionada con Bacillus zhangzhouensis, mostró una actividad más limitada, aunque su 

identificación debe interpretarse con cautela debido al relativamente bajo porcentaje de identidad 

obtenido mediante BLAST (~89 %), lo que podría indicar que se trata de un microorganismo 

filogenéticamente próximo, pero metabólicamente diferente. 
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En conjunto, las cepas relacionadas con Bacillus mostraron una clara tendencia a inhibir 

preferentemente bacterias Gram positivas, comportamiento coherente con el mecanismo de 

acción descrito para muchos lipopéptidos y bacteriocinas producidos por este género bacteriano. 

Finalmente, uno de los resultados más interesantes del estudio fue la identificación de varias cepas 

relacionadas con secuencias clasificadas como “uncultured bacterium” o “uncultured organism”, 

destacando especialmente la cepa 19. Este aislado mostró el perfil antagonista más amplio de todo 

el trabajo, siendo capaz de inhibir simultáneamente a los cuatro microorganismos diana evaluados 

y presentando además actividad tanto asociada a biomasa como detectable en sobrenadante. Este 

comportamiento sugiere la posible producción de múltiples mecanismos antimicrobianos o 

metabolitos con diferente rango de acción, algo especialmente relevante desde un punto de vista 

biotecnológico. 

El hecho de que una de las cepas con mayor capacidad inhibitoria no pueda asignarse 

taxonómicamente a una especie bien caracterizada pone de manifiesto la enorme fracción de 

diversidad microbiana aún desconocida presente en el suelo. Actualmente, se estima que una parte 

muy importante de los microorganismos ambientales permanece sin cultivar ni caracterizar 

completamente, lo que implica que gran parte de su potencial metabólico continúa inexplorado 

(Locey et al., 2016; Steen et al., 2019). En este sentido, los resultados obtenidos refuerzan la idea 

de que los ecosistemas edáficos constituyen reservorios de nuevas rutas biosintéticas y posibles 

antimicrobianos todavía no descritos. Además, la capacidad de la cepa 19 para inhibir tanto 

bacterias Gram positivas como Gram negativas resulta particularmente interesante, ya que la 

mayoría de antimicrobianos naturales producidos por bacterias ambientales suelen presentar 

espectros más restringidos. Este comportamiento podría indicar la producción de compuestos 

capaces de alterar procesos celulares conservados o incluso la coexistencia de distintos 

metabolitos actuando de manera complementaria. La detección de actividad tanto en pellet como 

en sobrenadante apoya además la posible presencia simultánea de compuestos asociados a 

superficie celular y metabolitos extracelulares difusibles. 

En conjunto, los resultados obtenidos ponen de manifiesto el elevado potencial de los 

microorganismos ambientales del suelo como reservorio de actividades antagonistas frente a 

patógenos relevantes en leche y derivados lácteos, reforzando el interés de la bioprospección 

microbiana como herramienta para el desarrollo de nuevas estrategias de biocontrol alimentario 

más sostenibles. No obstante, la complejidad de los mecanismos antimicrobianos implicados y la 

diversidad metabólica observada en algunos de los aislados analizados evidencian la necesidad 

de continuar profundizando en su caracterización funcional y molecular. En este sentido, futuros 

estudios orientados a la identificación de los compuestos responsables de la actividad inhibitoria, 

así como al análisis genómico y metabolómico de las cepas con mayor potencial antagonista, 
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permitirían comprender con mayor precisión los mecanismos implicados y evaluar su posible 

aplicación en condiciones reales de interés alimentario. 
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8. Conclusión 

El presente trabajo permitió confirmar el elevado potencial de los ecosistemas edáficos como 

reservorio de bacterias con capacidad antagonista frente a microorganismos relevantes en 

contaminación alimentaria e industria láctea. A través de un enfoque de bioprospección 

microbiana desarrollado en el contexto del proyecto MicroMundo-URJC, fue posible identificar 

un elevado número de aislados con actividad antimicrobiana, así como aproximarse 

preliminarmente a los posibles mecanismos implicados en dicha actividad.  

1. El ensayo de cribado inicial permitió detectar actividad antimicrobiana en 

aproximadamente el 76 % de los aislados evaluados, reflejando la elevada competencia 

microbiana presente en el suelo y la abundancia de mecanismos antagonistas 

potencialmente útiles frente a bacterias asociadas a contaminación láctea.  

2. Las bacterias Gram positivas mostraron una susceptibilidad significativamente mayor 

que E. coli, siendo B. cereus el microorganismo más afectado. Este resultado posee 

especial relevancia en industria láctea, ya que B. cereus constituye uno de los principales 

patógenos asociados a leche y derivados debido a su capacidad para formar esporas 

resistentes y producir toxinas alimentarias.  

3. La cepa 19 presentó el perfil antagonista más destacado del estudio, siendo capaz de 

inhibir simultáneamente a los cuatro microorganismos diana evaluados. La amplitud de 

su espectro antimicrobiano y la detección de actividad tanto asociada a biomasa como en 

sobrenadante sugieren la posible producción de múltiples metabolitos bioactivos o 

mecanismos de acción de amplio espectro con potencial interés para aplicaciones de 

biocontrol alimentario. 

4. La actividad antimicrobiana se asoció predominantemente al pellet bacteriano, indicando 

que gran parte de los mecanismos antagonistas podrían depender de compuestos poco 

difusibles, metabolitos hidrofóbicos o estructuras asociadas a superficie celular. No 

obstante, la frecuente detección de actividad extracelular demuestra que numerosos 

aislados también son capaces de secretar compuestos antimicrobianos al medio. 

5. La identificación molecular reveló un claro predominio de bacterias pertenecientes a los 

géneros Bacillus y Pseudomonas, grupos ampliamente reconocidos por su elevada 

capacidad biosintética y por la producción de metabolitos antimicrobianos de interés en 

bioconservación y control microbiológico de alimentos.  

6. La presencia de aislados relacionados con secuencias clasificadas como “uncultured 

bacterium” pone de manifiesto que una parte importante de la diversidad microbiana del 

suelo continúa aún sin caracterizar, representando un posible reservorio de nuevos 

compuestos antimicrobianos potencialmente aplicables frente a microorganismos de 

interés alimentario. 
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10. Anexos 

Anexo 1: Ejemplos representativos de resultados obtenidos durante el ensayo de actividad 

antimicrobiana mediante la técnica spot-on-lawn. En la parte superior (A) se muestran halos de 

inhibición generados por la cepa 19 frente a distintos microorganismos diana: (1) Bacillus sp., (2) 

E. coli, (3) S. aureus y (4) M. luteus. Las flechas indican las zonas de inhibición observadas 

alrededor del punto de inoculación, evidenciando el amplio espectro antagonista de la cepa frente 

a bacterias Gram positivas y Gram negativas. En la parte inferior (B) se muestra una placa control 

sin microorganismo diana sembrado, utilizada para descartar efectos asociados al medio de 

cultivo o al propio volumen inoculado. (1) medio LB, (2) control positivo con gentamicina y (3–

4) cultivos bacterianos ensayados mediante inoculación directa de 10 µL de cultivo líquido, sin 

formación de halo de inhibición en ausencia de patógeno diana. 

 

A

B

1 2 3 4

1 2

3 4



46 
 

 

Anexo 2: Ejemplos representativos de los distintos patrones de actividad antimicrobiana 

observados en los ensayos de difusión en disco realizados con las fracciones celulares y 

extracelulares de los aislados bacterianos. 

(A) Ensayo realizado frente a Bacillus sp. utilizando la cepa 3. Se muestran los diferentes 

tratamientos evaluados: (1) control negativo con medio LB filtrado, (2) control positivo con 

gentamicina, (3) fracción correspondiente al pellet celular resuspendido y (4) sobrenadante libre 

de células. La formación de halo de inhibición únicamente alrededor del pellet celular indica que 

la actividad antimicrobiana se encuentra asociada principalmente a la biomasa bacteriana o a 

compuestos poco difusibles asociados a superficie celular. 

(B) Ensayo realizado frente a S. aureus utilizando la cepa 12A. (1) control negativo con medio 

LB filtrado, (2) control positivo con gentamicina, (3) pellet celular resuspendido y (4) 

sobrenadante libre de células. En este caso, la inhibición observada se asocia principalmente al 

sobrenadante, sugiriendo la producción de compuestos antimicrobianos extracelulares liberados 

al medio de cultivo. 
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Anexo 3: Secuencias consenso obtenidas a partir del ensamblaje de las lecturas forward y reverse 

de los aislados bacterianos con actividad antimicrobiana mediante el programa Geneious. Las 

secuencias fueron obtenidas por el servicio de secuenciación Macrogen Spain y utilizadas 

posteriormente para la identificación taxonómica preliminar de las cepas mediante análisis 

BLAST en la base de datos NCBI 

Cepa 3: 

TGACGGAGCACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAA

GAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAA

CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAA

AGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCA

TTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAA

TGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCGACGGCCCGGCTCCCCACTTA

ACCCTGGCCGTCGGGGAAACCGTTTCGTTGCATAAAAGGTGGGCTGTTCCGGGACATAAACC

CCGTTGCTAGGGAGAAGGCATTGCACGGGACCCAAAATAATAATAATTAAATTATAGATTACAA

AAGACCAAGAACCGCAGGTAATTTGACAAGTGGGCCTGGCCAAACTGGGGATAATTTTCCGG

CAAGAGGGAGGGACCCCCGGCCCGCGAGGGGTTCCCCGAACTTTTAAAAAAATCCCCGGCC

GCTGGGCGGGGGATTTGGGGGTGGGGAGAAAAGCCTTATTTTCCCCGGGCGCACCCCCCCCC

CCGCGGGGGGGGTAACAACTTATGTGGGGGTCTGGCGCGCCCCCCTCGGGGGGGGGC 

Cepa 4: 

TTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACAT

CTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGT

TTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCG

AGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGC

ACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCGCCCTATTTGAACGGCACT

TGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTGCTCC

GTCAGACTCTCACTGTCGCTCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCTCCACTGGT

GTTCCTCCACATCTCTACCCAGACACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCA

TGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTGTAATA

CAACGCCAGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCG

CGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACGCTGGAGGTGACGCCCTATT

TGAACGGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACG

CGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCAT 

Cepa 5 :  

Secuencia forwards: 

GATCTCGCTCCATATGCCGAGTGGATTGCTGATTTATACTTACCTTCTCCTGTTTTATAACCGTT

ATCTATTAACGCCTCAACACAATGAATGATAATTATACTATACAATACATACCTCTACCTGCCCA

ATTCCAACTGACCCTTAACCTTCGAACCAATACACATATCATTAGTATTAAGAGATGACGCCGT
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ACTGTCTTGCTCATAATTATTCGAGAGTAAGAATAGCCAAACACAGGCTACTCAAACTTGTGG

TGCTAGACTTTTAGCCGCTATTGCTCTTATTACTGATATTCAAAAGTATTCGCAACAACTCTCTC

GATCGTGCGTAACATGGGATTGATACTACTGAAGTTCACTTATAACTTTCGCTGATATGATGCCT

TCACACCTACACGCTTTTAAAATTACTAACGTCTGTTTAAATACTTCTCCTCTAAGCTGATACTG

CCACATGACCTTTCTCTCGAGATAATCCCGGGGGGTTATAAAAGGGGTTTATGGAAAACCCGG

GCGGAGGGTCTAAATATGAGGCTAACGCCCCGCAACAGGTCCAGCCGTATTCTGTCCCGTCAT

CTGCATTTGAAAATCTCCATCCTAATAATGAAATGGAGAGTTCAATCAATCCCTTTTCCGCATC

GGATACAGAAAGAAATGCTGCAATAATAGATCGCGCCAATAAGGAGCAGGAGACTGAA 

Secuencia reverse: 

TTTTGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTTTTCCCCAATGGTTGAGCGCCTCAGTGTCACTTG

CAGACCAGAAAGTGGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACA

CAAGGAATTCCATTTTCCTCTTCAGCACTCAAGTGTCCCCGTTTACAAAGACCCTCCAGGGGT

GGGGGGTGGGCAGTGGGATCAGACTTTAATAAAAACTAGTGGGCGAAAAGCGCGCAAAAAT

TTTGGATAAAGTGAGACAGATATGTCTGGGGGCGGCTTTTGGCATGTAATTAACCCCGGCTTTC

TGAGTAGGTGGGGGAAAGGGGCGGAATTTCTTAAAAAAGGGATTCTTCCCAAATGGGAGAGC

ACTACACGGGGAAGCTGTCCACCACACGTGGCAGACGCGTCGGGATCACCGGCTTAATG 

Cepa 7: 

TCAGGGGGCCGCCTTCTCCACCGGTATTCCTCCCGATGTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGA

AATTCTACCCCCCTCTACTACACTCAAGCTTGCCAGTTTCAGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCC

CGGGGATTTCACATCTGACTTAACAAACCACCTGCGGGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATT

AACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGGGCTTCTTCGGCG

GGTAACGTCAATGTGCCAAAGTATTAACTTTACTCCCTTCCTCCCCTATGAAAGTACTTTACCA

ACCGAAGGCCTTCTTCACTCGGCGGGAATGGCTGCAGCAGGCTTGCGCCCATTGCCAGGGGG

CCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATTTTAGGCATTTCACCGTTACACCGGGAATTCTACC

CCCCTCTACGAGACTCAAGCTTGCCAGTATCAGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTT

CACATAGGACTTAACAAACACGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATAAACGCTTG

CACCCTCGGTATTACCGGGGCGGTGGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTGTGCGGGTAACGT

CAATGAGCAAAGGTATTAACTTGCATCCCTTCCTCCCCGCTGAAAGTACTTTACAACCCGAAG

GCCTTCTTCATATCACGCGGCATGGCTGCATCAGACT-GCGCTACATGATG 

Cepa 8: 

GGACAATAGCGCGTCGCCGTCAGCGTCAGTTACAGACAGAGGCTGCCTTCGCCCGGGTGTTC

CTCCTGAGCTCTGCGCAGGCAGCGCTACACGTGTGATTCCAATCTCCCCTACTGCACTCAAGA

GTGCCATTGTCCACTGACAAGTCCTCAGTTGAGCCGAGGGTATTTCACATCAGACTTGACAAA

CCGCAAACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTAAAGATAACGCTTGCACCCTACGTATTACCGCG

GCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGGGCTTTTGGATTAGATACGCTGGCTGTCACTTCTTCCCTGC

TAAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCGCTCCCCACCCTTTCGCTCCTTAGAGTCAGTTGC

GGCCCGGAGATCTGCCTTTTCCATCGGAGTTCCTCCTGAAATCTGGGCATTCTGACTCTACAC

CGATAAAATAAAAAAACCCCACAAAATTTAGTCAGCAGGTACAGGTAAAACGGGGGGGGCA
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AGAGTTTTTTTTAAAACAGGAGAAAAACAGGGTTCGGCCTTCCGGAAAGGGGTTAAAAGGA

AATTTAAGGGAAGGCCCTTTCTTGGGGTTAGGGACCCTACCCTCATTACAGGGGGGGACTCCC

CTTATTCAGGCTGAAGAACGCCGTCTCCGCCACAGGGGTTGGATTAAGAGGAGGAGAGTTTT

GTGGGAGGCTTTACGATGGCTCAGATGGCAAACTCAAGTC 

Cepa 9: 

TTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTCGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGAT

CTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACGAGACTCAAGCTTGCCAGT

ATCAGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCTGACTTAACAAACCGCCTGCGT

GCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC

GGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAATGAGCAAAGGTATTAACTTTACTCCCT

TCCTCCCCGCTGAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCAT

CAGGTTCGCACTGAGCGTCAGTCTTCGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAG

ATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACGAGACTCAAGCTTGCCA

GTATCAGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCTGACTTAACAAACCGCCTGC

GTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGC

ACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAATGAGCAAAGGTATTAACTTTACTCC

CTTCCTCCCCGCTGAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGC

ATCAGG 

Cepa 10:  

GGCGACTTCGCGCTGAGCGTCAGTCTTCGACCAGGGGGCCGCCTTCCCCCGGGGATTCCTCC

AAATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCTCCCTCTACTACACTCAAGCTTG

CCAGTTTCAGATGACCCTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCTGACTTAACAAACCGC

CTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGATAACGCTTGCCACCCTACGTATTACCGCGGCTGC

TGGCACGGAGTTAGCCGTGGCTTCTTGTGTAGGTAACGTCAATGAGCAAAGGTATTAACTTTA

CTCCCTTCCTCCCCGATGAAAGTACTTTACAACCCGAAAGCCTTCTTCATACACGCGGCATGG

CTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCCACGCTTTCGCACCTAAGCGTCAGTATTAGTCCAAAA

GGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCT

ACCCCCCTCTACGAGACTCAAGTTCCCCAGTATCAAATGCACTTCCCAGGTTGAGCCGGGGG

ATTTCACATCAGACTTAACAAACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCT

TGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGGGCTTTTTGTTCGGGTACC

GTCAAGGAGCAAACGTATAAACTAGCACTCGTTCTTCCCCAACAAAAGAGTTTTACGACCCG

AAGGCCTTCATCACTCACGCGGCAGGGCTGCAGTCAGACTTCGTCATGACG 

Cepa 11: 

TGCATCAGCCGTCAGTAACACATCGTGGTCGCCGTTCTCCGGAATTGTTGGGCGTAAAGCGCG

CGTATGCAGCTTTTTACATGTGATTCCAATTTCCTCTTCTCAACTCTGGATGGCCATTTTACACT

GAAAATCCTGAGTGGAGACGAGGAAATTTCACATTCCACTTAAAAAACCGCCATACGCGCGC

TTTATGCCCAATAATTCCTGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTA

GTTAGGCGTGGCTTTCGGATTAGATCCCTTGGTAGTCACAACGTATTAAGTTACTGCCCTTCCT
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CCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCCTC

AGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTT

CACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCATACTCTAGCTCGCCAGTTTTGGATGCAG

TTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATTCAACTTAATCAATCAACTACGCAAGGGAAGTTA

GGCTGTGATTCTCAGTAAAGGTCTCAACCTGTATATTAGGGAAGGGCATTTCACAGAGTAGGG

AGACCCTTCCCTCCCTCGGTTGGGACCCACACCTTAAGTATGGAGGAAGGAAAGTCCTACCA

CCCCAGGGGTTTAAATAAGAGGAAGGATTTTTTGAGGAGGCTTTAGGGAGCCTCCACAGAAA

GGGAATAAATGAA 

Cepa 12: 

AGACCAGACGTTCGCACTCAGTGTCAGTATCAGACCAGAGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGT

TCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAAATTCCACCTCCCTCTACCGCACTCTA

GCTCGCCAGTTTTGGATGACAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATTCAACTTAACAA

ACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAATAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCG

GCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGGGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGCAACGTATTAA

GTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGG

CATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCA

GTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCT

ACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCATACTCTAGCTCGCCAGTTTCGGATGCAGTTCCCAG

GTTGAGCCCGGGGATTTCACATTCAACTTAACGAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAA

TTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTT

ATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGCAACGTATCAAGTTACTGCCCTTCCTCCCAAACTAAAAG

AGCTTTACGATCCGAAGACCTTCTTCACTCACGCGGCAGGGCTGGATCAGCTCGCTGCATGAG

AGG 

Cepa 13: 

CCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGC

ATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCATACTCTAGCTCGACAGTTTTGAATG

CAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTTAACGAACCACCTACGCGCGCTTTA

CGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTA

GCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAATTGCAGAGTATTAATCTACAACCCTTCCTCCCA

ACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTT

CGCCCATTGTCCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCT

ATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCATACTCTAGCTCGACA

GTTTTGAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTTAACGAACCACCTAC

GCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGC

ACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAATTGCAGAGTATTAATCTACAACCC

TTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGA

TCAGGCTTTCGCCCATTGTCCCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGG

TGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCATACTC

TAGCTCGACAGTTTTGAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTTAACG
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AACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGC

GGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAATTGCAGAGTATTA

ATCTACAACCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCG

GCATGGCTGGATCAGGCTCGCGCATGAC 

 

Cepa 14: 

CGACTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGATAGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTA

CGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCATACTCTAGCTCGCCAGTTTTGA

ATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTTAACGAACCACCTACGCGCGCT

TTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGT

TAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGAAACGTATTAAGCTACTGCCCTTCCTCC

CAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCT

TTCGCCCATTGTCCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGT

TACTTCCTATATCTACGCAATTCAACGCTACACAGGAAAATACACCACCCTCTACCATCCTCTA

GCTCGTCAGTTTCGAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTTAACGAA

CCACCTACGCGCGCTTACGCCCAGTAATACCGATTAACGCTAGCACCTCTGTATTACCGCGGCT

GCTGGCACAGAGTTAGACGGTGCTTATTCTGACGGTAACGTCAGACACAGATGTATTAAGTAA

CTCCCTTCCTCCCAACTAAAGAGCTTTACAATCCGAAGACCTCTCACACACGCGCAGGCTGA

GCAAGCTCGCCTGCAGTAGG 

Cepa 15:  

ATCACAATTCGCACTCAGTGTCAGTAACAGACCAGGTAGGTCCCCCTTCGCCCACTGGTGTTC

CTCTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAAATTCCACTTTCCTCTACCATACTCAAG

CTCCTCAGTTTTGAATGACCCTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTTAACAAAC

CACCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGAATAACGCTTGCCCCCTCTGTATTACCGCGGC

TGCTGGCACATAGTTAGCCGGGGCTTTTTGAGTAGGTA-

CGTCAAAACAATCACGTATTAGGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCG

AAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGATTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCTC

CCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCC

TTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCATACTCTAGCTC

GTCAGTTTTGAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTTAACGAACCAC

CTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGC

TGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAAACACGTATTAGGTAAC

TGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGG

CTGGATCAGCTACGCTGCTTAACAAGC 

Cepa 16: 

TCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCAT

TTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCATACTCTAGCTCGACAGTTTTGAATGC
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AGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTTAACGAACCACCTACGCGCGCTTTAC

GCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAG

CCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAATTGCAGAGTATTAATCTACAACCCTTCCTCCCAA

CTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTCGC

TCATGTAAGGTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCCCTTCCCCACTGGTGTTCCTTCCTATA

TCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCATACTCTAGCTCGACAGTT

TTGAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTTAACGAACCACCTACGCG

CGCTTTACGCCCAATAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACA

GAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTACGCTCAAAATCACAGAGTATTAATCTACAACCCTTC

CTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCA

GGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTC 

Cepa 17: 

CTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCA

TTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTAGCTCGCCAGTTTTGGATGC

AGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTAACGAACCACCTACGCGCGCTTTAC

GCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAG

CCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACACTAACGTATTAGGTTAATGCCCTTCCTCCCAA

CTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCCTCA

GTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTC

ACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTAGCTCGCCAGTTTCGGATGCAGT

TCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTAACGAACCACCTACGCGCGCTTTACGCC

CAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCG

GTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACACTAACGTATTAGGTTAATGCCCTTCCTCCCAACTT

AAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGC 

Cepa 18: 

CGCTCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCT

ACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCC

AATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCC

CTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGT

AGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACGCTCGAGGTCAGAGCAGTTACTCTCGCACTTGTTC

TTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCA

GACTTTCGTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCT

CCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTT

CCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCG

CCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCT

GCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCGAGCAGTTACTCTC

GCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGT

GCTCCGTCAGACT 
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Cepa 19: 

GGACTAGCGTTCGCTCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTC

CTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGT

TTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACC

GCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGC

TGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGCTCAAGGTGCGAGCAGTTACTC

TCGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGC

GTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCA

GTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGC

TACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCG

GTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATA

ATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCT

TTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCGAGCAGTTACTCTCGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAG

AGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTGCTCCGTCAGACTCGTACTCGTCC

ACC 

Cepa 20: 

ATGCCGCAGCGTCGGTTATACACAGAGGTCGCGTTCTCCGGGGTGTTGCTCGTATCTCTGCGC

ATTTCAGCGTTTCACGTGGGATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAGGATGGCCATTGTTCCAAT

GACCCTCCTCGAGTGGAGCCGAGGGCTTTCACATTCACACTTAAAAGCCGACATGCGCGCGA

CTTTACGCCGATATTCCTGGATAACGCTGGCCACCTGGTTAGTACCGCGCGCTGCAGGCACGA

AGTTTGGCGTGGCTTTCGGATTAGACCCCGGGGTAGTCAAAGCAGTTACTCTCGCACTTGTTC

TTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCA

GACTTTCGTCCATTGCGGAATCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTG

GTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCAC

TCAAGTTTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAA

GAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTAC

CGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCGAGCAG

TTACTCTCGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCAC

GCGGCG-TGCTCCGTCGAGACTACCGCTGGAGGA 

Cepa 21: 

ATCTCGTTTGCCTCAGCGTCAGTTATACACCAGAGGTCGCCTTCTCCCTGGTGTTGCTCGTATC

TCTGCGCATTTCAGCGCTTCACGTGGGATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAGGATTGCCAGTT

TCCAATGACCCTCCTGAGTTGAGCCGAGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGC

GCGCTTTATGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC

GTAGTTAGCCGTGGCTTTCGGATTAGTACCCGGGGGTAGTCCATAGCAGTTACTCTCGCACTTG

TTCTTCCCGGACAACAGAGCTTTACCATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCA

TCAGACTTTCGTGATTTGCGGAAGATTCGATCCTGAGCGTCAGTCACAGACCAGAGAGTCGC

CTTCGCCAATGGTGTTCCTCCACATCTTCTACCGCATTTCACTCGCTACACGTGGAATTCCACT
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CTCCTTTTACAGCACTCAAGTTTACCAGTTTCCAACGACCTTCCCACGGTTGAGCCGGGGGCT

TTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCGTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTT

GCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGCAAGGAACCG

TCAAGGGGCGAGCAGTTACTCTCGCACATGATCTTCCCCAACAACAGAGCTTTACAGATCCGA

AGAACCTCATCACTCACGCG-CAGGGCTGCATCAAGACTAGCCGCTGGTTGAA 

Cepa 22: 

AAAAGACAGCTTTCGCGCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGT

TCCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAG

TCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAAC

CACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGC

TGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAAC

TAGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCACGCGGC

GTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAG

TGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCA

CCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTC

CACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCC

AATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTG

GCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAGCACTTGTTCTTCCCTAACAA

CAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCACGCGGCGTGCTCCGTCAGACTCGTCTATG

CC 

Cepa 25: 

GCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGGCCTTCGCGCACTGGTGTTCCTTCCTATATC

TACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCATACTCTAGCTTGTCAGTTTT

GAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTTAACAAACCACCTACGCGC

GCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAG

AGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGCAACGTATTAAGTTACTGCCCTTCC

TCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAG

GCTGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATAT

CTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCATACTCTAGCTTGTCAGTTT

TGAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTTAACAAACCACCTACGCGC

GCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAG

AGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGCAACGTATTAAGTTACTGCCCTTCC

TCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAG

GCT 

Cepa 26: 

AAGAAAGCTTTCGCGCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTC

CTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTC

TCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCA
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CCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTG

CTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTA

GCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCACGCGGCGT

TGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAG

TCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCAC

TTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTT

TCACATCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTG

CCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTC

AAGGTGCCAGCTTATTCAACTAGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAA

GCCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTGCAGACTACGTAGCATGTGACC 

Cepa 27: 

TTTTAAAAGCTTTCGCACTCAGTGTCAGTATCAGTGCAGGTGGTCCCCTTCCCCACTGTGTGT

TCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCATACTCTAG

CTCGACAGTTTTGAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTTAACGAAC

CAGCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGC

TGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAATTGCAGAGTATTAATCT

ACAACCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCAT

GGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTTCCCCCGGTTTCGCGC

CTCAGTGTCAGTATCAGTCCGGGTGGTGGCCTTCGCCAGTGGTGTTCCTTCCTATATTTACGCA

TTTCACCGGTACACATGAAATTAACAGTCCTCTCTATACTCTAGCTCTCCAGTTTCAAAAAAGT

TCCCAGGTTGAGCCCGGGGGTTTGACCTACACCTTAACGTACCCCTTTCCCGGGCTGTAGAAG

CAGTATCCCCGATTCGGGAGGTCGCCCTAAATTTACCGCGGCTGGGGCACAGAGTTTCAGGGC

TATTTGTCGCATGGTACGGAAGCGGTTTGTTTCTTGACATCCTGCATTGCAAAGCAATATGTCA

TGTTCCTAAAGACAGCGTCCACACAGGAGGCAGCTCTATGAGACGTAGCCATATCTCCCAAAG

CG 

Cepa 28: 

AAACGTCGGTCGCACTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCCCCTTCCCCACTGTGTGTTCC

TTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTAGCTT

GCCAGTTTACCGACAGAATACCCAGGTTGAGCACGGGGCTTTCACATCCAACTTAATACACAA

CCTACGCGCGCTTTACGCACAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGATG

CTGGCACAGAGGCTCAACCTGCTTACTGCATCGGTAACGTGCAAAGCTACAAGGTATTAGCTT

ACTGCCCTTCCTCCCAGTGTAACGTGAAATGCATCCAAAGACCATCTTCACACACTGGGCATG

GCTGGATCTGGACTGATACCATTGTCTGATGCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTC

CAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAA

ATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTAGCTTGCCAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCC

GGGGCTTTCACATCCAACTTAACAAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTA

ACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCG

GTAACGTCAAAACAGCAAGGTATTAGCTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAA

TCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTCGCTGCAGACGG 
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Cepa 30: 

TCGCTTTCGCACTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGAGGTGCCCTTCCGCACTGGTGTTCCTTCC

TATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCATACTCTAGCTCGAC

AGTTTTGAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTTAACGAACCACCTA

CGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGG

CACAGAGTTATCCGCGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAATTGCAAATATATTAATCTACAA

CCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCAAAGACCATCTTCACACACGCGGCATGGCT

GGATCATGGCTTTCCGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCA

CTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCA

TACTCTAGCTCGACAGTTTTGAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACT

TAACGAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATT

ACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCG-

GTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAATTGCAGAG-

TATTAATCTACAACCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACA

CGCGGCATGGCTGGATCAGGCTC 

Cepa 33: 

CGCTTCGCCTCAGTGTCAGTATCAGAGCAGGAGGCCCCTTCCCCACTGGTGTTCCTTCCATAT

CTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCTCCCTCTACCATACTCTAGATCGACAGTTT

TGAATGACAATCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTTAACGAACCGCCTACGCGC

GCTTTACGCCCAATAATTCCGAATAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAT

AGTTATCCGGGGCTTATTCAGTCGCTACCGTCGTAATCACAGAGTATTAATCTACAACCCTTCC

TCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCAAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAG

GCTTTCACCCATTGCGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCA

CTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCA

TACTCTAGCTCGACAGTTTTGAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACT

TAACGAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATT

ACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAATTGCAGA

GTATTAATCTACAACCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACAC

ACGCGGCATGGCTGGATCAG-CTCGCTCATACGG 

 

 

 


