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Este analisis se hizo sobre cuatro aislamientos bacterianos recibidos el
pasado 3 de diciembre y descritos en el formato 045-2015 adjunto a este
informe:

Esencialmente los datos son:

Muestra# | Codigo CorpoGen | Nombre /Numero
1 45-1 TgLGBDR285
2 45-2 TgLGBDR250
3 45-3 TgLGBDR248
4 45-4 TgLGBDR110
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Para efectos de este informe las muestras estdn nombradas con los cédigos
de CorpoGen.

A estos aislamientos se les realizaron los siguientes procedimientos:

v
v
v

v

v

Aislamiento y purificacién del DNA.
Amplificacion por PCR de la regién de 1465 pb del gen ribosomal 16S.

Purificacion de los fragmentos de PCR y secuenciacion con los iniciadores
27F, 518F, 800R, y 1492R del gen ribosomal 16S.

Limpieza manual de cada una de las secuencias de los fragmentos
obtenidos.

Ensamblaje de las secuencias y obtencidén de la secuencia problema.

Analisis taxondmico de la secuencia problema ensamblada, mediante la
comparacion contra las bases de datos NCBI (National Center for
Biotechnology Information), Greengenes (Laurence Berkeley National
Laboratory) y RDP (Ribosomal Database Project).

Alineamiento y generacion de un arbol de distancias utilizando las
secuencias con mayor similitud a la secuencia problema.

Clasificacion taxondmica de la secuencia consenso.

Los resultados de tipificacion de la muestra se resumen en la tabla de
resultados, que incluye: niumero de la muestra, longitud de la secuencia
ensamblada y resultados de las busquedas en las bases de datos RDP,
Greengenes y RefSeq.
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TABLA DE RESULTADOS

Clasificacion de las secuencias problema. Los valores de % de identidad y cubrimiento son
calculados con respecto al mejor “hit” encontrado en las bases de datos.

| MUESTRA AISLAMIENTO AISLAMIENTO AISLAMIENTO AISLAMIENTO
CODIGO CORPOGEN 45_1 45_2 45_3 45_4
Longitud de la secuencia
ensamblada 1483 pb 1481 pb 1478 pb 1481 pb
Stenotrophomonas
. . sP- Enterobacter Serratia
Microorganismo Enterobacter sp
Resultados Pseudomonas cloacae proteamaculans
RefSe_q hibiscicola
Genomic-
NCBI
c % de identidad 99,9 99,8 99,5 99,2
% de cobertura 100 100 100 100
Pseudomonas
geniculata
Resultados RDP Enterobacter Enterob <_acter Serratia grimesii
hormaechei absuriae
Stenotrophomonas
maltophilia
Enterobacter
Resultados Greengenes Stenotrop homonas hormaechei Enterobacter sp Serratia
maltophilia proteamaculans
Enterobacter sp.
Género - Enterobacter Enterobacter Serratia
CONCLUSION
Especie - - - -

Al final del informe se anexan los arboles filogenéticos y las secuencias ensambladas de los

aislamientos.
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ANALISIS DE RESULTADOS - AISLAMIENTO 45-1

El clasificador de RDP (Ribosomal Database Project) pudo determinar que se
trata de una secuencia de un microorganismo perteneciente al género
Stenotrophomonas, sin embargo el poder de resolucién de este clasificador,
no permite asignar una especie (Figura 1.1).

Figura 1.1. Resultado de la comparacion de la secuencia problema contra la
base de datos RDP.

Classifier :: Hierarchy View

Classifier:  RDP Naive Bayesian rRNA Classifier Version 2.10, October 2014
Taxonomical Hierarchy:  RDP 165 rRNA training set 14
Query File: classifier_seq_upload3118280607429076316.FASTA
Query Submit Date:  Mon Dec 21 11:31:23 EST 2015

Display depth: | Auo Confidence threshold: | sox =+ CopyNumber Adjusted: [ no 2 Refresh |
domain % Library
Bacteria 100.0
rootrank Root (1 sequences) [show assignment detail for Root only ] download entire hierarchy as text file |

» » domain Bacteria (1)

» » » phylum "Proteobacteria” (1)

» w» » » class Gammaproteobacteria (1)
»»»»»» order Xanthomonadales (1)

» » » » » » family Xanthomonadaceae (1)
» ow ow ow ow o» o» genus Stenotrophomonas (1)

La base de datos de secuencias tipo, del algoritmo Segmatch-RDP (Figura
1.2) contra aislamientos cultivados indica que la secuencia problema
ensamblada es muy similar en la mayoria de su longitud con las cepas tipo
identificadas como Pseudomonas geniculata 'y  Stenotrophomonas
maltophilia.

La busqueda en la base de datos Greengenes indica que la secuencia
problema es muy similar a secuencias de Stenotrophomonas maltophilia.

Los resultados del andlisis taxondmico de la secuencia problema ensamblada
de 1483 pb contra la base de datos nr/nt del NCBI, indican que tiene un
99,9% de identidad en el 100% de su longitud, con secuencias del gen
ribosomal 16S pertenecientes a Pseudomonas  hibiscicola y
Stenotrophomonas sp.
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Figura 1.2. Resultado de la comparacion de la secuencia problema contra
SegMatch-RDP

SegMatch :: Detail Hierarchy

Save selection and return to summaryl

Query Sequence: seqgmatch_seq, 1389 unique oligos

Match hit format:
short |D, orientation, similarity score, S_ab score, unique common oligomers and sequence full name. More help is available.

I.Iw
rootrank Root (0/5/10132) (selected/match/total RDP sequences)
domain Bacteria (0/5/9729)
phylum "Protecbacteria” (0/5/3614)
class Gammaproteobacteria (0/5/1647)
order Xanthomonadales (0/5/139)
family Xanthomonadaceae (0/5/132)
genus Stenotrophomonas (0/5/15)

(] 5000007629 - not_calculated 0.963 1345 Pseudomonas geniculata (T); ATCC 19374; ABO21404

[ S000009493 - not_calculated 0.942 1388 Pseudomonas beteli (T); ATCC 19861; AB021406

[ S000010261 - not_calculated 0.958 1400 Pseudomonas hibiscicola (T); ATCC 19867; AB021405

[ S0D00824093 - not_calculated 0.963 1444 Stenotrophomonas maltophilia (T); |AM 12423; AB294553
[ S001611233 - not_calculated 0.947 1392 Stenotrophomonas pavanii (T); |CB 89; FJ748683

El arbol de distancias (Figura 1.3) construido a partir de las 20 secuencias de
microorganismos cultivables mas cercanas, disponibles en la base de datos
de RDP, muestra que la secuencia problema se agrupa con secuencias del
género Stenotrophomonas, con un soporte de ramas del 95%.

De acuerdo con los anteriores resultados, la secuencia problema se puede
clasificar como perteneciente al complejo de Stenotrophomonas
maltophilia, conformado por especies estrechamente relacionadas y que no
son facilmente diferenciables por 16s.

Una revisidon de la literatura sobre Stenotrophomonas maltophilia, indica que
las anteriores especies se agrupan formando el complejo de
Stenotrophomonas maltophilia.

Por otra parte, se encontré6 que, Stenotrophomonas maltophilia,
Pseudomonas hibiscicola y Pseudomonas beteli son sindonimos heterotipicos,
sugiriendo que la cepa tipo de Pseudomonas beteli (corrig.) es miembro de
Stenotrophomonas maltophilia.
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VAUTERIN (L.), GARDAN (L.), GVOZDYAK (R.I.) and STEAD (D.E.): Names
of plant pathogenic bacteria 1864-1995. Review of plantpathology, 1996,
75, 721-763.

2 Rhee, Ji-Young, et al. "Distinct groups and antimicrobial resistance of
clinical Stenotrophomonas maltophilia complex isolates from Korea." Journal
of medical microbiology 62.Pt 5 (2013): 748-753.
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Figura 1.3 - Arbol filogenético - Aislamiento 45_1

Pseudomonas geniculata (T); AT...
- Pseudomonas beteli (T); ATCC 1...
+ Pseudomonas hibiscicala (T); A...

Stenotrophomonas maltophilia (...

Stenotrophomonas pavanii (T): ...
— Stenotrophomonas rhizophila (T...
- Stenotrophomonas koreensis (T)...

- Stenotrophomonas acidaminiphil...

Stenotrophomonas ginsengisoli ...

Stenotrophomonas humi (T); typ...

Stenotrophomonas chelatiphaga ..

Stenotrophomonas daejeonensis ...

Aislamiento 45 _1
Xanthomonas pisi (T); LMG 847 ...

Xanthomonas oryzae (T); LMG 50...

Xanthomonas populi (T): LMG 57...

Xanthomonas cynarae (T); CFEP4...

Xanthomonas campestris (T); AT...

Xanthomonas campestris (T); AT...

Xanthomonas euvesicatoria (T):...

Xanthomonas citri (T); type st...

0.1

Arbol de distancias construido a partir de los 20 mejores “hits” con respecto
a la base de datos de RDP.
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ANALISIS DE RESULTADOS - AISLAMIENTOS 45-2 y 45-3

El analisis de resultados de los aislamientos 45-2 y 45-3 son esencialmente
los mismos. Se realizaron busquedas en las mismas bases de datos
mencionadas en la metodologia y se encontré que ambas cepas pertenecen
al complejo Enterobacter cloacae.

E. cloacae ha mostrado heterogeneidad a nivel gendémico y comprende seis
especies: Enterobacter cloacae, Enterobacter asburiae, Enterobacter
hormaechei, Enterobacter kobei, Enterobacter Iudwigii y Enterobacter
nimipressuralis’.

La identificacion fenotipica de las especies pertenecientes a este taxdén es
usualmente dificil y no siempre es confiable, por eso se recurre a métodos
moleculares prefiriendo la utilizacién simultdénea de varios genes
conservados?.

Referencias

1 Mezzatesta, M. L., Gona, F., & Stefani, S. (2012). Enterobacter cloacae
complex: clinical impact and emerging antibiotic resistance. Future
microbiology, 7(7), 887-902.

2 Paauw, A., Caspers, M. P., Schuren, F. H., Leverstein-van Hall, M. A.,
Delétoile, A., Montijn, R. C., & Fluit, A. C. (2008). Genomic diversity within
the Enterobacter cloacae complex. PLoS one, 3(8), e3018-e3018.

Pagina 8 de 17




Figura 1.4 - Arbol filogenético - Aislamiento 45-2

NZ_LPOPOIOOO02T7_Enterobacter_hormaechei_Enterabacter_hoemacschel
NZ_LFPFBROI000MHES_Entembacter_hoemacchei_Enterobacter_hormacchei
0.35 NZ_LFPVO 1000088 _Enterobacter_hormacchei_Enterabacter_hoemacchel
IthﬂﬂlﬂIIDn!Q_Enn:mha-:ttr_}mmamhci_Enttmbacmr_hnrmam}mL
NZ_KIFT314]1_Enterobactes_clozcac Entcrobacter_closcae TICT_30_pen
NZ_FC089930_Enterobacter_sp._Enrerobacter_sp._MOH119_penomic_sca
NZ_LEERO1000033_Entcrobacicr_cloacacs_Entcrohacter_cloacac_sirain
NZ_HCOOR958TE_Enterabacter_sp._Enterobacter_sp._BWHSS _genomic_scaf
NEZ_KKT36218_Enterobacter_closeas_Enterobacter_cloacse_BIDMC_846_g
NZ_EBM5958 _Enterobacter_honmacchei Entcrobacter_heemacehei _YT3
NZ_KN912610_Entcrobacter_cloacae_Entcsobacter_cloacse BIDMC_33A
NZ_VZZD0L000007_Entcrobacter_cloacac_Enterobacter_cloacac_strain
NEZ_TWEREOOI00000 [ _Enterchacter_closcas_Enterobacter_cloacse_strain

L.52 NZ_HI9753270_Enterobacter_sp._Enterobester_sp. MOH_T_genormic_scaf
INZ_}L‘\]ICEI 1000001 _Enterobacter_canceragenus_Enterobacter_cancerage
nag yME_EN212611_Enterobacter_cloaeae Enterobacter_cloacse BIDMC 334

INZ_CPI2165_Enterabacier_cloasas_Enterohacter_cloacas_sirain_349
NZ_CPH0375_Enterobacier_cloacas_Enteeohacter_cloacae_sirain_549
NE_VZXE01000055_Enterobacter_cleacae Enterabacter_eloacas_sieain
WZ_CPOL1584_Enerobacter_cloacae_Enterobacter_cloacare_strain_CAY
NZ_KODEII50_Enterobacter_sp._Enterobacter_sp._MOGHLZA_penomic_sca
MNZ_LPFNOI000054_Enterobacier_hormacchei_Enterobacter_homacchei
NZ_LOQTOI000025_Entcrobacter_xizngfanpensis_Enterobacter_xiangfa
NZ_TTBOOLOOGC01_Entcrobacter_cloacac_Enterobsster_cloacas_strain
NZ_KODEIE8T9_Enterobacter_sp._Enterobacter_sp._ BWHGO_penomic_scaf
MNZ_LDOMO 1000024 _Enterobacter_xiangfanpensis_Entcrobacter_xiznpfa
NZ_KIFT3197_Enterobacter_sp._Enterobacter_sp._BWH_3T_penomic_sca
NZE_ANICOI000005_Enterobacter_cancerogenws_Enterobacter_cancerope
MNZ_KKTH5253_Enicrobacter_cloacae_Enterobacter_cloacac _MWMGH_53_gen
WNZ_CPOL1581_Enerobacter_cloacac_Enterobacter_cloacare_strain_CAY
NZ_LPOC0 0021 16_Enterobester_hormacchei_Enterobacter_hosmacchel
NZ_ANICOI000004 _Enterobacter_cancerogenws_Enterobacter_cancerope
NZ_CPOL1572_Enerobacter_cloacse_Enterobecier_cloacas strain CAY
NE_ANIDOLOOO005_Enicrobacter_hormacchei_Enterobacicr_hormacchei
NZ_KIFT3154_Enterobactes_cloacac Entcrobacter_closcae _TICI_23_pen
NZ_LDQROMDDCN: 1 _Emerobecter_xiangfangensis_Enterobacter_xiangfa
NZ_LPQAONIDDNGS_Enterobester_hormacchei_Enterobacter_hormacchel
NZ_LDQEOI00001E_Enterabacter_xiznpfangensis_Emerobacter_xiangfa
NZ_CPOCAE2Y_Encrobacter_cloacse_Enterobscier_cloacac ECNIH2 com
NZ_KB205937_Enterabacter_heemacchei_Enterobacter_hormacchei _YT3
NZ_LDQUO1000058_Enterabacter_xiznpfangensis_Enterobecter_xiangfa
NZ_KOQD89891_Enterobacter_sp._Enterobactes_sp. MOHBG_penemic_scal
NZ_CPOL1G30_Enerobacter_cloacse_Enterobecier_cloacas strain CAY
NZ_KQDE9962_Enterobacter_sp._Enterobacter_sp._BIDMCI3_penomic_sc
NZ_KQD89940_Enterobacter_sp._Enterobactes_sp. MOGHL20 penonic_sca
NZ_KI535506_Enterobacter_cloacac Entcrobacter_cloacae UCICRE 5 p
NZ_TRFQOI000048_Enterobacter_cloacae Eaterobacter_cloacas_sirain
NZ_LPODO 1000049 _Enterobacter_hormacchei_Enterobacter_hoemacchei
MNZ_KI9T3172_Enterobacter_sp._Enterobacter_sp. BIDMC_28_penomic_s
Ajclamicnio_45_7 (—

NZ_ANICOI 000002 _Enterobacter_cancerogenus_Enterobacter_cancerope

0.0005

Arbol de distancias construido a partir de los 50 mejores “hits” con respecto

a la base de datos de NCBI.
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Figura 1.5 - Arbol filogenético - Aislamiento 45-3

Buttiauxella_agrestis_T_DSM_4586_AI233400_Buttiauxella_agrestis
Buttiauxclla_brennerac_T_DSM_9396_AJ233401_Buttiauxclla_brennera
Buttiauxclla_ferragutiac_T_DSM_9390_AJ233402_Buttizuxclla_femag
Buttiauxella_gaviniac T_DSM_9393_ATJ233403_Buttiauxclla_gaviniac

U8 | Buttiauxella_noackiac_T_DSM_9401_AJ233405_Buttiauxella_noackiac
Pantoca_rwandensis_T_LMG_26275_JF295055_Pantoca_rwandensis_T_LMG

{ IButtmumll.a izardin_T_DSM_9397_AT233404 Butbauxclla_izardii T
096 W [elliotia_nimipressuralis T_LMG_10245-T_Z96077_Lelliottia_nimnip
Citrobacter_gillenii_T_CDC_4693-86_AF025367_Citrobacter_gillenii
£g Lelliottia_amnigena_T_ICM1237_AB004749_Lclliottia_smnigena_T_JCM
Enterobacter_soli_T_LF7_GUE14270_Enterobacter_soli_T_LF7_GUS1427
08 Fnicrobacter_acrogenes_T_JCM1235_ABO04750_Enterobacter_acrogencs
L —— Citrobacter_freundii_T_DSM_30039_AJ233408_Citrobacter_freundii_T

Enterobacter_ludwigii_T_type_strain_ EN-119_= DSMZ_16688_=_CIP_10
Enterobacter_hormacchei_T_CIP_103441_AJ508302_Entcrobacter_horma
Leclercia_adecarboxylata T_LMG_2803_GQE56082_Leclercia_adecarbox
Pantoca_septica T_LMG_5345_EUZ216734_Pantoca_scptica T_LMG_5345_E
! Escherichia/Shigella_vulneris_T_ATCC_33821_AF530476_Escherichia/
;g4 Entervbacter_cancerogenus_T_LMG_2683_Z96078_Enterubacter_cancero
Entcrobacter_asburiac T_JCM6051_AB004744_Enterobacter_asburac T
L—— Aislamicnto_45_3 <

0.76

0.01

Arbol de distancias construido a partir de los 50 mejores “hits” con respecto
a la base de datos de NCBI.
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ANALISIS DE RESULTADOS - AISLAMIENTO 45-4

Los resultados de busqueda del aislamiento 45-4 no logran clasificar hasta
nivel de especie. Por su parte, el arbol de distancias no consiguid ubicar la
secuencia problema con una especie especifica. Debido a esto la secuencia
problema se identifica como perteneciente al complejo de Serratia
liquefaciens.

El complejo Serratia liquefaciens esta formado por cuatro especies
estrechamente relacionadas: Serratia liquefaciens sensu stricto, Serratia
proteomaculans, Serratia quinivorans y Serratia grimesii *.

Referencias

1 Mahlen, S. D. (2011). Serratia Infections: from Military Experiments to
Current Practice. Clinical Microbiology Reviews, 24(4), 755-791.
http://doi.org/10.1128/CMR.00017-11
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Figura 1.6 - Arbol filogenético - Aislamiento 45-4

ng (RID0925E_Serratia_sp._Sermatia_sp._enrichment_culture_clons Cl-3
1KFﬁUI475ﬁ5m¢llup.ﬁ5maliup.,}ﬂ{-ml_lﬁS,_ribuﬁumul,_RNA_gm:
476 NE_121703_Semalia_liguelaciens_Serratia_ligquelaciens_sirain_ ATC
CHRO06252_Serratia_liguelaciens_Serratia_liquelaciens_ATOC_27502
DM INR_025340_Serratia_grimesii_Seratia_primesii_strain_DSM_20063_1
NE_113616_Serratia_grimesii_Serratia_primesii_strein_WNDBRC_13537
o.aT &l (R _025341_Serratia_proteamacolans_Sermulia_proteamaculans_strain
—_— AY040208_Sermutia_proteamaculans_Serralia_proteamacolans_165_rib
07 —————— NR_122057_Sermutia_liquelaciens_Serrulia_liquelaciens_sirain_ ATC
ABR3MTT_Serratia_prteamaculans_Serratia_proteamaculans_gene_fo
o HQ219941_Serratia_proteamaculans_Serratia_proteamaculans_strain
HO219942 Serrulia_proteamaculans_Sermatia_proteamaculans_strain
Aislamiento_45_4
—— GLU0OE4119_Serratia_sp._Serratia_sp._F2_2009_165_rbosomal_BENA_gren
IN106438_Serratia_sp._Serratia_sp._W2Dec25_165_rbosomal RNA_gen
INESD196_Serratia_sp._Serrutia_sp._T2_168_rbosomal _BNA_pene_par
ABGR0356_Serratia_liquelaciens_Serratia_liquelfaciens_gene_for_16
0.7 KT375348_Serratia_proleamaculans_Sermatia_proleamacolans_strain
.64 g KR233703_Sermatia_proteameculans_Sematia_proteamacolans_strain
277 INE_07T4820_Serratia_proteamaculans_Serratia_proteamaculans_ 568 _st
CPODIS26_Serratia_protearmaculans_Serratia_proteamaculans_563_com
NR_037112_Sermutia_guinivornins_Serralia_guinivorans_strain_4364
CP011303_Seratia_liquelaciens_Serratia_liguelaciens_sirain_ HUMY
089 e K160 1755 _Seerratia_sp._Serratia_sp._L3-520_165_rbosomal_BNA_gene
K601 745 _Serratia_sp._Serrutia_sp._L8-510_165_ribosomal _ENA_pens
082 HQ583852_Sematia_liguefaciens_Sermatia_liguefaciens_struin_BZ65

0.52
&I—m::rrulluqﬁp_,ﬁmuliu_ﬁp.jT- 1_165_ribosomal_ENA_pens_p
CPOD6253_Serratia_liquelaciens_Sermatia_ligquelaciens_ ATCC_27502
ET147088_Serrutia_guinivorens_Serralia_guinivorans_isolate_OTU-d
KRO054981_Serratia_liquelaciens_Serratia_liguelaciens_strain_KARI

K1a01753_Serratia_sp._Serrutia_sp._L8-518_165_ribosomal _ENA_pens
K601 747 _Serratia_sp._Serrutia_gp._L8-512_165_ribosomal _RNA_pgense

0.3

0.7 0.03

0.003

Arbol de distancias construido a partir de los 30 mejores “hits” con respecto
a la base de datos de NCBI.
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SECUENCIA ENSAMBLADA - AISLAMIENTO 45-1

5 -
ACGACTTCACCCCCAGTCATCGGCCACACCGTGGCAAGCGCCCTCCCGAAGGTTA
AGCTACCTGCTTCTGGTGCAACAAACTCCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACA
AGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGATTACTAGCGATTCC
GACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTGAGATAGGGTTTCTGGG
ATTGGCTTACCGTCGCCGGCTTGCAGCCCTCTGTCCCTACCATTGTAGTACGTGTG
TAGCCCTGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTT
TGTCACCGGCGGTCTCCTTAGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACTAAGGACAA
GGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACA
GCCATGCAGCACCTGTGTTCGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTT
CTCGACATGTCAAGGCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATA
CTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGT
ACTCCCCAGGCGGCGAACTTAACGCGTTAGCTTCGATACTGCGTGCCAAATTGCAC
CCAACATCCAGTTCGCATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT
TGCTCCCCACGCTTTCGTGCCTCAGTGTCAATGTTGGTCCAGGTAGCTGCCTTCGC
CATGGATGTTCCTCCTGATCTCTACGCATTTCACTGCTACACCAGGAATTCCGCTAC
CCTCTACCACATTCTAGTCGCCCAGTATCCACTGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCAGG
GCTTTCACAACGGACTTAAACGACCACCTACGCACGCTTTACGCCCAGTAATTCCG
AGTAACGCTTGCACCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGTG
CTTATTCTTTGGGTACCGTCATCCCACCCGGGTATTAACCAGATGGATTTCTTTCCC
AACAAAAGGGCTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCACCCACGCGGTATGGCTGGATC
AGGCTTGCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGAC
CGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTACGGATCGTCGC
CTTGGTGGGCCTTTACCCCGCCAACTAGCTAATCCGACATCGGCTCATTCAATCGC
GCAAGGTCCGAAGATCCCCTGCTTTCACCCGTAGGTCGTATGCGGTATTAGCGTAA
GTTTCCCTACGTTATCCCCCACGACAGAGTAGATTCCGATGTATTCCTCACCCGTC
CGCCACTCGCCACCCAAGGAGCAAGCTCCTCTGTGCTGCCGTTCGACTTGCATGT
GTTAGGCCTACCGCCAGCGTTCACTCTGAGCC

3
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SECUENCIA ENSAMBLADA - AISLAMIENTO 45-2

5 -
GCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGG
AAGCAGCTTGCTGCTTCGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAA
CTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTC
GCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGG
GATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCT
GAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGT
GTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATAA
GGTTAATAACCTTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGT
AAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTG
GGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCA
GGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGC
CCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGA
GGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGC
AAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG
TTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCC
AGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTC
AGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTT
TGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAG
GAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGT
GCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATA
AAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATC
GCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA
CCGCCCGTCACACCATGGGGAGTGGGTTGCAAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTT
CGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGGTGAAGTCGTA
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SECUENCIA ENSAMBLADA - AISLAMIENTO 45-3

5 -
CTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAACACAG
GGAGCTTGCTCCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACT
GCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGC
AAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGA
TTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGA
GAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCA
GCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTA
TGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATAAGGT
TAATAACCNTTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAA
AGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGG
AACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGG
TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGLCCC
CCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTTCCCTTGAGG
AGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAA
GGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT
TAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCA
GAGATGCTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCA
GCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTT
GTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAG
GAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGT
GCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATA
AAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATC
GCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA
CCGCCCGTCACACCATGGGGAATGGGGTTGCAAAAAAAAGTAGGTAGCTTAACCT
TCCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGGTGAAGTC
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SECUENCIA ENSAMBLADA - AISLAMIENTO 45-4

5 -
TCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAGCACAGG
AGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACT
GCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTT
CGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGG
ATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTG
AGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGC
AGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGT
GTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGGTGGTGT
GTTAATAGCACATCACATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTA
AAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGCGCTTAACGTGG
GAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAG
GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCC
CCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGA
GGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGC
AAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG
TTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTCGCT
AGAGATAGCTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTC
AGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTT
TGTTGCCAGCGCGTAATGGCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGA
GGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACG
TGCTACAATGGCGTATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCAT
AAAGTACGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATC
GCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA
CCGCCCGTCACACCATGGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTC
GGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGGTGAAGTCGTACA
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Revisidn bibliografica — Distribucién de los géneros Enterobacter, Serratia y
Stenotrophomonas

Enterobacter spp

El género Enterobacter pertenece a la familia Enterobacteriaceae (Sanders & Sanders,
1997). Los estudios filogenéticos los ubican en el phylum Proteobacteria, Clase
Gammaproteobacteria y Orden Enterobacteriales (Brenner et al., 2005).

El género Enterobacter fue propuesto por primera vez por Hormaeche y Edwards en 1960
para resolver inconsistencias taxondmicas en cepas anteriormente asignadas al género
Aerobacter (Janda & Abbott, 2011, Grimont & Grimont, 2006). A pesar de afios de
investigacion, la designacién taxondmica de cepas en especies especificas dentro de las
Enterobacteriaceae ha sido un tema de mucho debate y cambio. Esta reclasificacion
frecuente de organismos con importancia clinica puede generar confusién tanto para los
microbidlogos como para las autoridades reguladoras responsables del monitoreo y control
de dichos organismos (Forsythe et al, 2015).

Muchos de los géneros de Enterobacteriaceae estan compuestos de grupos heterogéneos
de especies bacterianas (Forsythe et al, 2015). En este contexto, se espera que las mejoras
en el analisis basado en la secuencia de ADN, incluida la secuenciacion del genoma
completo, tengan una gran influencia en la taxonomia. La correlacién entre las diferencias
de secuencia para determinar los umbrales de definicién de género y especie ha sido
problematica en las Enterobacteriaceae, asi como en los géneros fuera de esta familia. El
uso de la secuenciacion del genoma completo ha llevado al desarrollo de algunas
alternativas in sillico a la hibridacion de DNA, como la identidad promedio de nucleédtidos
(Grimont & Grimont, 2006; Janda & Abbott, 2011; Forsythe et al, 2015).

Probablemente, ningln grupo de bacterias en la familia Enterobacteriaceae tenga mas
controversias taxondmicas no resueltas que el género Enterobacter. Ademas, las
investigaciones filogenéticas adicionales que emplean la secuenciacidon de 16S rRNA o la
secuencia del gen gyrB (DNA gyrase) (Dauga, 2002) indican que el género Enterobacter es
polifilético, es decir, todas las especies no comparten una ascendencia comun reciente
(Janda & Abbott, 2011).

Actualmente hay 48 géneros y 219 especies reconocidas dentro de las Enterobacteriaceae
y es probable que estos nUmeros aumenten en el futuro (ILSI, 2011). De manera especifica,
a la fecha se han encontrado 22 especies en el género Enterobacter: E. aerogenes, E.
amnigenus, E. arachidis, E. asburiae, E. carcinogenus, E. cloacae, E. cowanii, E. dissolvans,
E. gergoviae, E. helveticus, E. hormaechei, E. kobei, E. ludwigii, E. mori, E. nimipressuralis, E.
oryzae, E. pulveris, E. pyrinus, E. radicincitans, E. soli, E. taylorae, y E. turicensis. Dentro de
estas especies, 7 se han agrupado dentro del complejo Enterobacter cloacae: E. cloacae, E.
asburiae, E. hormaechei, E. kobei, E. ludwigii, E. mori, and E. nimipressuralis (Davin-Regli,



2019). Las especies mas comunmente encontradas como patégenos humanos incluyen
Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterobacter agglomerans y Enterobacter
sakazak, siendo E. aerogenes y E. cloacae son, las mas frecuentemente encontradas como
patégenos humanos entre el género Enterobacter (Sandres & Sandres, 1997).

El género Enterobacter estd ampliamente disperso en la naturaleza. Las plantas, incluidos
los cultivos y el suelo, a menudo albergan especies de Enterobacter, al igual que los nichos
ecoldgicos intimamente asociados con ambos habitats, como las plantulas y la rizosfera
microbiana. Al menos tres especies de Enterobacter son de naturaleza ubicua, y se pueden
aislar facilmente de muestras clinicas y ambientales, aunque la frecuencia relativa y la
incidencia de cada especie varian considerablemente (Davin-Regli et al, 2019; Janda &
Abbott, 2011).

Las especies de Enterobacter se pueden encontrar en muchos entornos, como el agua, el
suelo, las aguas residuales y las verduras (Grimont & Grimont, 2006). Antes del uso
generalizado de antibidticos, las especies de Enterobacter rara vez se encontraban como
patdgenos, pero estos organismos ahora se encuentran cada vez mas en el tracto urinario
y respiratorio, en pacientes hospitalizados, debido al uso de antibidticos (Grimont &
Grimont, 2006).

Un estudio australiano que analizo el contenido gastrointestinal de mas de 600 mamiferos
encontré que E. cloacae, E. cancerogenus, E. agglomerans y E. aerogenes son especies
entéricas comunes, con tasas de aislamiento generales de 9.1, 2.1, 1.9 y 1.3%,
respectivamente (Gordon & FitzGibbon, 1999). Sin embargo, es de resaltar que E. cloacae
se presenta como comensal en el agua, las aguas residuales, el suelo, la carne, los entornos
hospitalarios, la piel y en los tractos intestinales de humanos y animales (Grimont &
Grimont, 2006).
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Serratia sp.

Las especies de Serratia son bacterias clasificadas en la tribu Klebsielleae y la familia
Enterobacteriaceae. Se han aislado nueve especies de muestras clinicas y de alimentos:
Serratia marcescens, Serratia liquefaciens, Serratia rubidaea (también llamada Serratia
marinorubra), Serratia ficaria, Serratia fonticola, Serratia odorifera, Serratia plymuthica,
Serratia grimesii y Serratia proteamaculans (Rafii, 2014).

A pesar de afios de investigacidn, la designacion taxondmica de cepas en especies
especificas dentro de las Enterobacteriaceae ha sido un tema de mucho debate y cambio.
Esta reclasificacion frecuente de organismos con importancia clinica puede generar
confusion tanto para los microbidlogos como para las autoridades reguladoras
responsables del monitoreo y control de dichos organismos. Muchos de los géneros de
Enterobacteriaceae estdn compuestos por grupos heterogéneos de especies bacterianas, la
mayoria de los cuales se describieron originalmente en base a informaciéon morfoldgica y
fenotipica hace varias décadas. En este contexto, se espera que las mejoras en el analisis
basado en la secuencia de ADN, incluida la secuenciacién del genoma completo, tengan una
influencia importante en la taxonomia de esta familia (Forsythe et al, 2015).

A principios de este siglo (1904), se habian descrito mds de 76 nomen3 especies con
pigmentacion roja o rosa, y 23 especies de Serratia se enumeraron en la primera edicién



(1923) del Manual de Bergey’s. Este numero disminuyd progresivamente a cinco en la
quinta edicion del Manual de Bergey’s (1957), y mas tarde a una (1) especie: S. marcescens.
La Unica especie de Serratia reconocida en la octava edicién del Manual de Bergey (1974)
fue S. marcescens. Luego, nuevos enfoques objetivos, como la taxonomia numérica y la
relacion de ADN aplicada a las cepas recuperadas de diversos habitats, delinearon un
numero creciente de especies en el género Serratia. Cinco (5) y Siete (7) especies,
respectivamente, fueron mencionadas en la primera edicién de The Prokaryotes y en el
Manual de Bergey de Bacteriologia Sistemdtica en 1984. Actualmente se sabe que diez
especies pertenecen al género Serratia (Grimont & Grimont, 2006).

Las especies de Serratia no son miembros de las poblaciones bacterianas que se encuentran
en el tracto intestinal humano (FDA, 2012). Los miembros del género Serratia se distribuyen
en el plancton, suelo, el aire y agua dulce y salada (Golemi-Kotra, 2008; Hoff et al, 1984).
Estan asociados con un gran numero de plantas y animales (incluidos insectos, mamiferos,
aves y sus huevos) (Hoff et al, 1984). Algunos son patdgenos de insectos, y otros producen
agentes antimicéticos y antimicrobianos (Rafii, 2014; Grimont & Grimont, 2006). Mientras
gue las bacterias del género Serratia son de distribucién cosmopolita, el nicho ecoldgico de
los distintos miembros se confunde debido a problemas taxondmicos (Mahlen, 2011; Hoff
et al, 1984).

Las cepas que producen el pigmento rojo parecen ser toxicas para los protozoos, y esto
puede ser una ventaja ecoldgica en el agua y el suelo. Sin embargo, parece que las bacterias
pigmentadas se aislan con mayor frecuencia del agua no contaminada (de manantiales o
pozos) que del agua contaminada (agua de rio, aguas abajo de las ciudades).

Algunas especies del género Serratia han sido reportadas como miembros comunes de la
microflora intestinal de los murciélagos y aislados de uvas y vegetales de hoja. Asi mismo
han sido reportadas como bacterias predominantes en las primeras etapas de la produccion
de brotes de soja (Fusco et al, 2018). Quizas debido a que las especies de Serratia se
encuentran en el suelo, varias estan asociadas con plantas. S. marcescens y S. liquefaciens
parecen ser las especies de Serratia mas cominmente vinculadas a las plantas y se han
aislado de muchos tipos diferentes como pastos, tomates, cebollas verdes y otras verduras
(Mahlen, 2011).

Respecto a Serratia proteamaculans, una Enterobacteriaceae, que se aislé como endéfito
de raiz de Populus trichocarpa. Se ha encontrado que S.proteamaculans promueve el
crecimiento de las plantas, y se ha demostrado que esto ocurre a través de la produccién
de compuestos especificos, como los oligosacaridos de lipo-quitina, que se utilizan como
sefales especificas de bacterias a la planta. Las bacterias promotoras del crecimiento de
plantas individuales producen mezclas de LCO estructuralmente diversas especificas, una
bacteria comun productora de este tipo de sustancias es Rhizobium sp. Los endéfitos son
bacterias que viven dentro del tejido de una planta sin dafiarla sustancialmente. Pueden



ayudar a promover el crecimiento de las plantas de varias maneras, incluida la ayuda al
huésped a superar los efectos téxicos de la contaminacidon ambiental (Uniprot, 2020).
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Stenotrophomonas sp

El género Pseudomonas fue reorganizado taxondmicamente para ajustarse a la taxonomia
moderna basada en filogenia. En este proceso de reclasificacién, el género Pseudomonas
se reorganizé en cinco grupos y el nombre Pseudomonas se limitdé a los organismos del
grupo | de homologia de ARNr. Pseudomonas maltophilia representdé al grupo V de
homologia de Pseudomonas rRNA V. En funcién de las caracteristicas genotipicas y
fenotipicas, se propuso su transferencia al género Xanthomonas, miembro de las
gammaproteobacterias, y posteriormente al nuevo género Stenotrophomonas (Lipuma et
al, 2015), en donde Stenotrophomonas maltophilia, es el Unico miembro del género
Stenotrophomonas (Schaumann & Rodloff, 2003); sin embargo, Drancourt y colaboradores
en 1997 propuso una nueva especie; Stenotrophomonas africana, que es bioquimicamente
idéntico a S. maltophilia, excepto por su incapacidad para asimilar el cis-aconitato. Sin
embargo, el andlisis genotipico reveld solo un 35% de homologia de ADN entre las dos
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especies. (Palleroni, 2015; Denton & Kerr, 1998). Sin embargo, en la base de datos bacterio
net (https://www.bacterio.net/genus/stenotrophomonas) se reportan 16 especies con
nombre y clasificacion taxondmica correcta.

Tanto la diversidad ecoldgica como metabdlica de S. maltophilia sugiere que esta especie
podria ser taxondmicamente heterogénea. La mayor parte de la literatura taxonémica
sobre S. maltophilia trata de la posicion de esta especie dentro o fuera del género
Xanthomonas, pero hay pocos datos disponibles sobre las relaciones gendmicas entre las
cepas de este taxdén diverso. Recientemente se han realizado estudios de tipificacién
molecular de S. maltophilia, pero solo se tratan con cepas de origen clinico (Hauben et al.,
1999).

Stenotrophomonas spp. son organismos ambientales que se encuentran en el agua, el suelo,
la rizosfera y en y sobre plantas, incluidas frutas y verduras (Lipuma et al., 2015). Tienen
una distribucion global incluida la Antartica (Denton & Kerr, 1998) que se ha aislado en el
suelo, el agua, los vegetales y los animales, asi como en diferentes ambientes hospitalarios
(agua de grifos, humidificadores, jabones y desinfectantes, catéteres, etc.), incluidas las
manos del personal sanitario (Corzo-Delgado & Gdmez-Mateos, 2006). Los miembros de
este género son ampliamente reconocidos como fitopatéogenos, y muchas especies se
describieron por primera vez en ese contexto. Debido a su capacidad para sobrevivir en
ambientes acuosos, estos organismos se han vuelto particularmente problematicos como
patégenos nosocomiales oportunistas en hospitales y entornos de atencion médica (Lipuma
etal., 2015).

La bacteria también se ha recuperado de una variedad de ambientes de rizosfera de suelo
y plantas, incluidos pastos, cafia de azucar y palmeras, de trigo, repollo, colza, mostaza,
maiz, remolacha, pldtanos, algododn, frijoles, tabaco, arrozales, plantas de citricos,
orquideas, lirios, achicoria, girasoles, inoculantes de leguminosas que usan turba no estéril
como portador y madera almacenada (Hauben et al., 1999; Denton & Kerr, 1998). Se ha
observado un predominio de S. maltophilia sobre otras pseudomonas en la 43 rizosfera de
varias plantas cultivadas, como la col, la colza, la mostaza, el maiz y la remolacha. Algunas
de estas plantas tienen proteinas de alto contenido de azufre, y la abundancia de S.
maltophilia, 1a cual requiere aminodcidos como la metionina, puede deberse a la excreciéon
de dichos compuestos por las raices (Palleroni, 2015).

Ademas de ser un patdégeno oportunista relevante, las especies de Stenotrophomonas
también se usan con frecuencia en microbiologia y biotecnologia aplicadas, por ejemplo,
para la promocidén del crecimiento de las plantas, asi como en el control biolégico de las
enfermedades flngicas de las plantas y en biorremediacidon. Las cepas de
Stenotrophomonas son ubicuas, pero se han recuperado preferentemente de rizosferas de
todo el mundo y de una amplia gama de fuentes nosocomiales.
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