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CONGRESOS y REUNIONES

JUNIO- JULIO 2008

1-5 JUNIO: 108th General Meeting of the ASM.
Boston Convention and Exposition Center Boston, MA.
gm.asm.org

14 JUNIO - 31 JULIO: Microbial Diversity Course.

Marine Biological Laboratory.

Woods Hole, Massachusetts, USA.
www.mbl.edu/education/courses/summer/course_micro_
div.html

AGOSTO 2008

5 - 9 AGOSTO: IUMS Congress: 12th International
Congress of Bacteriology and Applied Microbiology &
12th International Congress of Mycology.

10 - 15 AGOSTO: IUMS Congress: 14th International
Congress of Virology.

Istanbul Convention and Exhibition Center (ICEC),
Istanbul, Turkey.

Prof. Dr Ozdem Ang
ozdem.ang@superonline.com
iums2008@topkon.com

Www.iums2008.0rg

17 - 22 AGOSTO: The 12th International Symposium on
Microbial Ecology ISME12.

Cairns, Australia.

ISME 12 Symposium Secretariat

Kenes International

1-3, Rue de Chantepoulet, P.O. Box 1726, CH-1211
Geneva 1, Switzerland

Tel:+4122 908 0488

Fax:+4122 732 2850

isme@kenes.com

www.kenes.com/isme12/

31 AGOSTO - 4 SEPTIEMBRE: 9th Symposium on Lactic
Acid Bacteria - Health, Evolution and Systems Biology
Hotel Zuiderduin, Egmond aan Zee, Netherlands

Dr Elaine E. Vaughan

Research & Development, Unilever

Olivier van Noortlaan 120, Vlaardingen

3133 AT Netherlands

Tel: +31-10-460 5491

elaine.vaughan@unilever.com
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CCN CongressCenter Niirnberg, Germany.
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www.eurovirology.org
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Microbes: Beneficial Host-Microbial Interactions
San Diego, California.
www.asm.org/Meetings/index.asp?bid=52027

NOVIEMBRE 2008

11 - 13 NOVIEMBRE: Understanding and Controlling
Infectious Diseases: an Agenda for the 21st Century
Paris, France.
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75724 Paris cedex 15 - FRANCE
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28 JUNIO -2 JULIO: 3rd FEMS Congress of European
Microbiologists
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Microbiologia con Bacon

uchos autores suelen introducir en sus textos una cita
Mo una frase conocida que pronuncid o escribid un per-
sonaje famoso, de la literatura, la ciencia, la filosofia, o de
cualquier otro campo del pensamiento humano. Frases
como Nihil novum sub sole (Salomén), Be careful about rea-
ding health books; you may die of a misprint (Mark Twain),
o Lo bueno, si breve, dos veces bueno (Baltasar Gracian),
nos invitan a detenernos en la lectura y recapacitar sobre
lo lefdo. Uno de los autores ingleses mas citados es Francis
Bacon (1561-1626). Las enciclopedias especializadas, y
ahora wikiquote, registran cientos de frases cortas sacadas
de algunos de los numerosos libros del autor de Novum
Organum, o Indicaciones verdaderas sobre la interpretacién
de la naturaleza (Londres, 1620), la obra fundacional del
método cientifico, escrita todavia en latin. En el prefacio
de un libro péstumo, Mdximas de la Ley (Londres, 1630),
Bacon escribid: “Considero que todo el mundo es deudor
de su profesion, de la cual recibimos satisfaccién y prove-
cho. Y, por consiguiente, deberiamos esforzarnos en ser-
virla, ayudarla, mejorarla y honrarla.” Los socios de la SEM
tienen profesiones muy diversas, pero a todos les une un
mismo interés y entusiasmo: la microbiologia y los micro-
organismos. La SEM retne profesionales de muy diversos
campos, tanto desde el punto de vista del método de estu-
dio (taxonomifa, estructura, fisiologfa, genética, ecologia, y
otros), como del grupo estudiado (priones, virus, bacterias
y arqueas, protozoos, hongos y algas), o como del grado y
tipo de aplicacion (ciencia basica, campos clinicos o indus-
triales, universidad, laboratorios de ensayos, etc.). Todos
debemos mucho a la microbiologia, que ha sido y es nues-
tro objeto de estudio y trabajo, la materia que ensefiamos,
el fundamento de nuestra actividad durante afos, y a la
que los jévenes que la han escogido recientemente como
profesién piensan dedicar buena parte de su vida.

El siglo xx ha proporcionado a la humanidad un caudal
de conocimientos superior al que nuestra especie habia
acumulado alo largo de toda su historia. Unas de las cien-
cias que han progresado enormemente en las dltimas
décadas hansido la biologia, en general, y la microbiologia,
en particular. Si recordamos la fecha de 1953 como el afio
en que se descubrid la estructura del DNA, también debe-
mos tener presente que 1995 fue el afio en el que se
secuencid el genoma de dos organismos vivos: las bacte-
rias Haemophilus influenzae y Mycoplasma genitalium. El
enorme desarrollo tecnoldgico y un mecanismo de retroa-
limentacidn positiva han ido actuando conjuntamente, de
manera que cada nuevo descubrimiento es un estimulo
para seguir progresando. En las ciencias de la vida y de la
salud, los mayores avances se han dado en el conocimien-
to de la célula y de los mecanismos de la herencia, en el
conocimiento y control de muchas enfermedades, en
especial las infecciosas, en la posibilidad de cambiar los
genes y de fabricar microorganismos programados para
desarrollar funciones o fabricar sustancias que nos interesan.

Paralelamente, el interés por la ciencia en la sociedad
ha aumentado y eso ha repercutido en los medios de
comunicacién, que compiten por la difusion de los descu-
brimientos cientificos. La facilidad de comunicacién ha
puesto de manifiesto que, en ciencia, “veracidad” y “velo-
cidad” son conceptos a veces dificiles de maridar. En
muchos medios de comunicacidn, principalmente la pren-
sa diaria, la inmediatez es prioritaria: una noticia deja pron-
to de serlo cuando ha perdido la novedad o es desalojada
de las primeras pdginas por otras que seguiran el mismo
camino, pues ya no es un scoop, una primicia. Ademas, el
sensacionalismo es un valor afiadido a la noticia. Esto hace
que el rigor cientifico quede a veces marginado y no haga
mas que “entorpecer” —eso nos dicen— la tarea del
comunicador. Los datos cientificos no son hechos aisla-
dos, ni evidentes, y por ello tienen que ser comunicados y
explicados adecuadamente. Los grupos especializados de
la SEM, actualmente diez (pueden encontrarse en la pagi-
na de Actualidad SEM que esta antes de este texto), reali-
zan una enorme tarea de difusién de la microbiologia en el
campo concreto de su especialidad. Cada congreso o reu-
nién de grupo tiene un gran impacto en la ciudad y en los
medios donde se celebra, y reine también muchas perso-
nas que no son socios de la SEM y que, de esa manera, se
encuentran con nuestra ciencia y conocen su importancia.

Este es un afio en que muchos grupos especializados
de la SEM celebran su reunién bienal. Desde junio a
noviembre de este afio, los grupos especializados desarro-
llardn en distintas ciudades espafiolas numerosas activida-
des de gran interés. Y en conjunto, participaran mas de mil
personas. Mencionaremos muy sucintamente estas reu-
niones (puede encontrarse la lista detallada en la pagina
web de la SEM, www.semicro.es/Congresos.htm). A prin-
cipios de junio, dos: Taxonomia, en Tarragona, Yy
Protistologia, en Sevilla. En septiembre, cuatro:
Microbiologia de Alimentos y Hongos filamentosos y levadu-
ras (Micologia), en Cérdoba; Microbiologia Molecular, en
Cadiz; y Microbiologia del Medio Acudtico, en Bilbao.
Finalmente, en noviembre, Microbiologia Industrial y
Biotecnologia Microbiana, en Barcelona. Ademas, este afio
se celebrard en Granada, del 7 al 11 de julio, el “XII Curso de
iniciacién a la microbiologia”; debemos animar a nuestros
mejores estudiantes a solicitar la aceptacidon en el curso.
Estos cursos, que la SEM celebra desde hace dieciocho
afios, han sido la cantera de muchos investigadores y
docentes jévenes que hoy dia disfrutan y honran la profe-
sion de la microbiologia en centros espafioles y extranje-
ros. Desde aqui, deseamos a los grupos especializados un
gran éxito en la realizacidn de sus reuniones y que, ade-
mas, éstas sirvan para atraer nuevos socios a la SEM.

Ricardo Guerrero
Presidente de la SEM
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NOMBRES PROPIOS

Antonio José Palomares Diaz

| 26 de septiembre de 1975, Antonio José Palomares

Diaz defendia brillantemente su Tesis Doctoral en la
Universidad de Granada. Apenas unos dias mds tarde, con
una maleta repleta de libros e ilusiones se incorporé como
profesor al Departamento de Microbiologia de la Facultad
de Biologia de la Universidad de Sevilla, por entonces
Departamento interfacultativo, para impartir las asignatu-
ras de Parasitologia y Microbiologia de la Licenciatura de
Farmacia. Sus primeras semanas en Sevilla, practicamente
las consumid sin salir de su atalaya del Colegio Hernando
Coldn, afanado en la preparaciéon del cuantioso nimero de
temas que debfa impartir. En cuanto sus obligaciones
docentes se lo permitieron, sacando tiempo de donde no
lo habia, empezd a portar su experiencia y conocimientos
en lalinea de investigacion sobre fijacidn de nitrégeno que
de manera incipiente se habia iniciado en el mismo
Departamento un afio antes de su llegada a Sevilla. Desde
el curso 1978 y de forma continuada hasta escasamente
cuarenta y ocho horas antes de su fallecimiento, impartid
la asignatura Microbiologia Clinica. Hasta el dltimo instan-
te de su vida siempre dio ejemplo de lo que segun sus prin-
cipios un docente debia hacer: preparar e impartir las cla-
ses con la devocién de un debutante.

En 1979 accedid, por oposicidn, al cuerpo de Profesores
Adjuntos Numerarios. Lejos de acomodarse en su mereci-
da plaza de Profesor Numerario y con la preocupacion
siempre presente de la formacién continua, marché a
Estados Unidos donde permanecié dos afios en el labora-
torio del Profesor Donald Helinski, de la Universidad de
California en San Diego.

Desde su llegada a la Facultad de Farmacia, contribuyd
decisivamente a la consolidacidn de la propia Facultad y a
la elaboracién de los primeros planes de estudio. Se esfor-
z6 por mantener las mejores relaciones posibles, tanto con
el Colegio de Farmacéuticos como con los Hospitales
Virgen del Rocio y Macarena de Sevilla. Fruto de esta cola-
boracién, fue la imparticién de numerosos cursos de for-
macidén para profesionales farmacéuticos en Microbiologia
Clinica Hospitalaria en los que participd activamente
durante muchos afios.

Catedratico de Microbiologia desde 1992, de su brillan-
te y fatalmente truncada carrera cientifica pueden dar tes-
timonio sus numerosas publicaciones en revistas de reco-
nocido prestigio, los proyectos financiados como
Investigador Principal, sus 16 Tesis Doctorales dirigidas y
sus multiples contribuciones a Congresos nacionales e
internacionales.

Fue socio fundador de la Sociedad Espafiola de Fijacién
de Nitrégeno (SEFIN) y presidente de la misma desde 1989

hasta 1993. Por su altura cientifica y sus intensas relacio-
nes internacionales se le encomendé la organizacién para
el afio 2000 de la IV European Nitrogen Fixation Conference
que reunié en Sevilla mas de 400 participantes y resultd un
gran éxito cientifico y social.

Utiliz6 en su investigacion sobre la simbiosis
Rhizobium-leguminosa las Ultimas tecnologias de cada
momento obteniendo importantes resultados en la expre-
sion de genes, tanto de la bacteria como del hospedador,
y una buena coleccién de construcciones (plasmidos, vec-
tores, mini-transposones) solicitadas por muchos labora-
torios. Los conocimientos alcanzados los aplicd ultima-
mente a los estudios que, a partir del desastre de
Aznarcdllar, llevaba a cabo sobre la posibilidad de utilizar
esta simbiosis en la fitorremediacién de suelos contamina-
dos con metales pesados apoyada econdmicamente por
distintas entidades oficiales.

Por encima de su brillantez como docente y cientifico,
destacaba sin duda su faceta como ser humano. El legado
que Antonio nos deja es el de un trabajador incansable,
tenaz y honesto. Su imborrable huella deja un vacio dificil
de llenar en todos cuantos le admiramos. Continuar su
labor se presenta como una misidn casi imposible. Desde
el dolor que tu ausencia nos produce como compaferos y
amigos, descansa en paz, admirado Maestro.

Miguel Angel Caviedes! y Jose Olivares2
1Departamento de Microbiologia y Parasitologia,
Universidad de Sevilla

2Estacion Experimental del Zaidin (CSIC),
Granada
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Biodeterioro y Biodegradacion

Presidente: Diego A. Moreno

a Junta Directiva del Grupo de Biodeterioro y
L.Biodegradacic’m ha decidido en su ultima reunién con-
vocar dos vocalias que habia vacantes. Es deseo de la
Junta que el perfil de los candidatos sea en dreas de tra-
bajo diferentes a las de los actuales vocales. Asi serdn bien-
venidos aquellos que tengan ganas de participar activa-
mente en un Grupo Especializado de la SEM y que trabajen
en “Biodegradacion de hidrocarburos y/o contaminantes
recalcitrantes”, asi como aquellos que realicen su activi-
dad en “Biorremediacién de aguas y/o suelos contamina-
dos”. En breve todos los miembros de la SEM recibirdn
esta informacién. Aquellos miembros de la SEM que estén
interesados y que todavia no pertenezcan al Grupo de
Biodeterioro y Biodegradacion pueden solicitar su inscrip-
cién al mismo antes de presentar su candidatura. Para
mayor informacién pueden contactar con el Presidente del
Grupo Diego A. Moreno (diego.moreno@upm.es).

Microbiologia de los alimentos

Presidente: Miguel Angel Asensio

XVI Congreso Nacional de
Microbiologia de los alimentos

a préxima reunidén bienal del Grupo de Alimentos tendra
’_Iugar en Cérdoba, en el Palacio de la Merced, del 14 al 17
de septiembre de 2008, organizada por el Prof. José
Ferndndez-Salguero Carretero, de la Universidad de
Cdrdoba.

Programa Cientifico Preliminar
Conferencia inaugural: Professor Ewen Todd “Challenges
for food safety”
Ponencias de las Mesas redondas programadas:
- Risk assessment in the context of industrial food safety manage-
ment.
- Recientes avances sobre los mecanismos patogénicos de L.
monocytogenes.
- Microsistemas para la deteccién rdpida de patégenos.
- Microorganismos en la produccién de alimentos vegetales fer-
mentados.
- Control de microorganismos alterantes en alimentos madurados.
- Normalizacién en microbiologia de alimentos. Presente y futuro.
- Vino y seguridad alimentaria.
- Nuevos sistemas de control microbiolégico en enologia.
- La inmovilizacidn celular en enologia.
- Tendencias en la Investigacién Espafiola en el Area de Alimentos.
- Andlisis microbiolégico por técnicas de PCR a tiempo real.
- Alimentacién y salud en Europa: de la seguridad a la eficacia.
Conferencia de clausura: Politica cientifica y desarrollo tec-
noldgico.
La inscripcidn incluye la documentacion, coffee break,
visita turistica, recepcion y cena de gala. Las cuotas van de
los 230 euros para los jévenes (hasta 35 afios) socios de la

NUESTROS GRUPQOS

SEM, hasta los 300 euros para los no socios de la SEM, para
las inscripciones hasta el 16 de junio de 2008.

Se puede obtener mas informacidn a través de la pagi-
na web del congreso en:
http://www.proyectosycongresos.net/Microalimentos2008/

Elecciones a cargos de la Junta Directiva del
Grupo de de Microbiologia de Alimentos

Segﬂn se establece en los estatutos, corresponde reno-
var los siguientes cargos de la Junta Directiva:

Presidente: Actualmente el Dr. Miguel Angel Asensio Pérez
Vocales:

1. Actualmente, la Dra. Begofia Pérez Villarreal.

2. Actualmente, el Dr. Francisco José Carballo Garcia.
Tesorero: Actualmente, la Dra. Esther Bermejo Remadn.

El Presidente y una vocal (Begofa Pérez-Villarreal) no
pueden ser reelegidos, dado que ya habran cumplido dos
mandatos de cuatro afios. El otro vocal (Francisco José
Carballo) y la tesorera (Esther Bermejo) podrian ser reele-
gidos por un periodo adicional de cuatro afios.

Los candidatos a los cargos vacantes deberan ser
miembros del Grupo de Microbiologia de los Alimentos y
ser propuestos por un minimo de diez miembros del
mismo, y el Tesorero debera residir en Madrid.

Las candidaturas deberdn remitirse antes del dia 1 de
junio a:

Juan Miguel Rodriguez Gémez

Dpto. de Nutricién, Bromatologia y Tecnologia de los
Alimentos

Facultad de Veterinaria

Universidad Complutense de Madrid

28040 Madrid

Se remitira por correo la informacién correspondiente
para las votaciones y el recuento de votos tendra lugar
durante la celebracién del XVI Congreso de Microbiologia
de los Alimentos, en Cérdoba, del 14 al 17 de septiembre de
2008.

Microbiologia Clinica

Presidente: Ernesto Garcia

El [l Congreso de Microbiologia Clinica se celebrara entre
los dias 9 y 11 del préximo mes de julio de 2008 en
Valencia. Tal y como consta en la pagina Web del Congreso
(http://www.uv.es/~gmcsem/): “Para esta segunda reu-
nién, que ha obtenido el reconocimiento de interés sanita-
rio por parte de la Conselleria de Sanitat de la Generalitat
Valenciana, se ha disefiado un programa cientifico con una
serie de dreas tematicas en donde se encuentran repre-
sentados, en la medida de lo posible, los diferentes grupos
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que en nuestro pais trabajan en lineas de investigacion,
tanto bdsica como aplicada, dentro del dmbito de la
Microbiologia Clinica, en diferentes entornos profesiona-
les. Por otro lado, se ha procurado facilitar y favorecer la
asistencia y participacidon activa de los investigadores jéve-
nes, para los que se ha establecido una cuota de inscrip-
cién lo mas ajustada posible.”

El Comité Organizador presidido por el Prof. José
Pedro Martinez Garcia, (Departamento de Microbiologia y
Ecologia; Facultad de Farmacia, UVEG) ha realizado un
gran esfuerzo para tratar de aunar esfuerzos y fomentar la
colaboracién entre los miembros de nuestro Grupo
Especializado y de otras Sociedadezgreso estara a cargo
de la Prof. M. Carmen Rubio Calvo del Departamento de
Microbiologia, Medicina Preventiva y Salud Publica
(Facultad de Medicina, Universidad de Zaragoza) con el
titulo de: “Bacteria: de lo desconocido a la celebridad
actual”.

Durante el Congreso tendran lugar, ademds de sesio-
nes de comunicaciones en panel, seis simposios en los que
participardn destacados especialistas sobre diversos
temas de interés (Anidulafungina: una nueva equinocandi-
na para el tratamiento de la infeccidn flingica; Diagndstico
molecular; La microbiologia en la clinica: mas alla del diag-
ndstico; Microbiologia clinica de microorganismos inusua-
les; Bases moleculares de la patologia y virulencia micro-
bianas).

El Prof. Rafael Sentandreu Ramén (Departamento de
Microbiologia y Ecologia, Facultad de Farmacia, UV) pro-
nunciard la Conferencia de Clausura titulada: “;Se pueden
controlar las infecciones fungicas? Dianas para el diagnos-
tico y para agentes antifiingicos”.

Ademas de los aspectos cientificos antes mencionados
estd previsto un atractivo programa complementario de
actividades sociales.

Desde la Junta del GEMC os animamos a participar acti-
vamente en este Congreso.

Microbiologia industrial y
biotecnologia microbiana

Presidente: Tomas Gonzalez Villa

| Grupo Especializado en Microbiologia Industrial y

Biotecnologia Microbiana se encuentra preparando
activamente diversos foros cientificos que se celebraran
durante los Ultimos meses del afio en curso. En primer
lugar, deseamos destacar la gran labor que estdn realizan-
do los Prof. Javier Pastor y Pilar Diaz, de la Universidad de
Barcelona, que tienen muy avanzado el que serd Il
Congreso de Microbiologia Industrial y Biotecnologia
Microbiana, y que tendrad lugar en Barcelona los dfas 12, 13
y 14 de Noviembre 2008. Podéis consultar toda la informa-
cién sobre las mesas redondas y symposia, asi como todo

lo relativo al envio de comunicaciones en la web:
www.ub.edu/CMIBM2008.

Asimismo, el Grupo Especializado participa en la orga-
nizacién del 2nd International Symposium BIOTECHNOLOGY:
NEWER TOOLS FOR A NEWER ERA, bajo el patrocinio de Ia
Fundacién Ramdn Areces. Esta es la segunda edicién del
Symposium celebrado a finales de 2006 en Santiago de
Compostela, y que gozdé de una gran acogida por parte de
alumnos de ultimo curso y de postgraduados. Para esta
edicidn, programada para los dias 27 y 28 de noviembre de
2008 y a celebrar en la Universidad de Santiago, se cuenta
con la participacién de seis destacados ponentes interna-
cionales, que disertaran sobre temas de gran actualidad
en el campo de la biotecnologia microbiana y dreas afines.
Podeis solicitar informacién a los Profesores Tomas G. Villa
(mpvilla@usc.es) y Jorge Barros Velasquez (jbarros@usc.es).

Finalmente, el Grupo Especializado participa también
en la organizacidn de las | Jornadas de Enologia, a celebrar
en el proximo mes de diciembre de 2008 en el Centro de
Estudios Avanzados de la Universidad de Santiago de
Compostela. El programa, que cubrird todos los aspectos
relacionados con la microbiologfa del vino, cerveza, sidra y
otras bebidas fermentadas. Podéis contactar con la Prof.
Pilar Calo Mata (mppcalo@usc.es), para ampliar informa-
cién sobre este evento.

Hongos Filamentosos y Levaduras
(Micologia)

Presidenta: M? Isabel-Reyes Gonzalez Roncero

e estd organizando, conjuntamente con la Asociacion
SEspaﬁoIa de Micologia (AEM), el IX Congreso Nacional
de Micologia que se celebrard en Cérdoba del 17 al 19 de
septiembre, 2008. La conferencia inaugural estara a cargo
del Dr. Peter Philippsen (Biozentrum, Universidad de
Basilea, Suiza) y la de Clausura la impartird la Dra. M.
Carmen Rubio Calvo (Universidad de Zaragoza). Se han
organizado dos Sesiones plenarias y tres Workshops espe-
cificos para cada Grupo.

Durante dicho Congreso se celebrara el 25° Aniversario
de la Revista Iberoamericana de Micologia.

La reunidn de la directiva del grupo con sus miembros
asistentes tuvo lugar en Sevilla en septiembre de 2007,
coincidiendo con el XXI Congreso de la SEM. Durante éste
se hizo entrega del 2° premio “Fleming”, concedido a la
mejor publicacidn en el drea de la microbiologia de hongos
durante el afio 2007, al trabajo presentado por J.A.
Vizcaino, F.J. Gonzdlez, M.B. Sudrez, J. Redondo, J.
Heinrich, J. Delgado-Jarana, R. Hermosa, S. Gutiérrez, E.
Monte, A. Llobell y M. Rey. El ganador del premio ha sido
invitado a presentar los resultados de su trabajo en el IX
Congreso de Micologia en Cérdoba.

VISITE LA PAGINA WEB DE LA SEM: WWW.S€mIicro.es

Encontrara informacion actualizada sobre congresos, reuniones, cursos y becas.
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COMISION DE NORMALIZACIONYY VALIDACION

ntre los Congresos de la SEM
Ede Céceres (2005) y Sevilla
(2007) las actividades de la
Comisidon de Normalizacién y
Validacién (CNV) estuvieron bas-
tante polarizadas en sus relacio-
nes con el Ente Nacional de
Acreditacion (ENAC), en virtud
del Convenio previamente sus-
crito entre SEM y ENAC. Entre el
| Congreso de Cdceres y la reu-
{ nidn de la Junta Directiva de la
SEM de 3 de noviembre de 2006 el Presidente de la CNV era
el Dr. José Martinez Peinado y el Vicepresidente el Dr. Ferran
Ribas Soler. En la citada reunién de noviembre el 2006 se pro-
dujo el relevo del Dr. Peinado en la presidencia de la CNV por
el Dr. Ribas. Hasta la reunién de la Junta Directiva correspon-
diente al Congreso de Sevilla (septiembre 2007) estuvo
vacante el cargo de Vicepresidente, en cuyo momento se
aprobd la eleccién del Dr. David Tomas.

Uno de los trabajos mds interesantes llevados a cabo
entre congresos por la CNV es el “Estudio de equivalencia de
métodos de andlisis de bacterias coliformes y E. coli en
agua”, organizado conjuntamente con la Asociacion
Espanola de Abastecimiento y Saneamiento (AEAS) y coordi-
nado por el Dr. Ribas. Este estudio se habia iniciado ya en
2004 y sus resultados previos se habian presentado en 2005
tanto en las Jornadas de AEAS de Palma de Mallorca como
en el Congreso de la SEM de Caceres. Los resultados definiti-
vos y el correspondiente informe fueron presentados en una
Jornada patrocinada por el Ministerio de Sanidad y Consumo
el 10 de mayo de 2006.

La oportunidad de los estudios de equivalencia obedece
a la posibilidad contemplada en la Directiva europea de
aguas potables de 1998 de que los paises miembros de la
Unidn Europea utilicen métodos alternativos de analisis bac-
terioldgico a los de referencia si se demuestra que son equi-
valentes o tienen mejores prestaciones. Por este motivo, los
resultados del estudio fueron remitidos a la Unién Europea
para que su Grupo Experto en Microbiologia (EGM) emitiera
su dictamen favorable. Este dictamen, ya en 2007, ha sido de
felicitacidn y el equipo redactor del estudio estd participando
en una propuesta de Orden Ministerial por la que se aprue-
ben como alternativos los dos métodos de analisis de bacte-
rias coliformes y E. coli que superaron con éxito los ejercicios
de equivalencia: Colilert y Chromocult.

Por otro lado, ya en su dia ENAC se mostrd interesado en
el estudio de equivalencia, que les fue presentado en su sede
antes de la presentacion oficial en el Ministerio de Sanidad y
Consumo, en el doble sentido de aceptar los criterios de
equivalencia para la validacién de métodos a acreditar y del
reconocimiento a la labor de los laboratorios participantes
en el estudio ante su posible acreditacién.

En la Reunién de la Junta Directiva de la SEM del 3 de
noviembre de 2006 se aprobaron también otros dos docu-

mentos de la CNV, correspondientes a estudios solicitados
por ENAC en virtud del citado convenio: un informe sobre
“Cepas de trabajo en el laboratorio de analisis microbioldgi-
co” y otro relativo a la “Normalizacién de métodos molecu-
lares basados en la PCR, aplicados al andlisis de agua y ali-
mentos”. Este Ultimo estudio fue precisamente coordinado
por el Dr. David Tomas, actual Vicepresidente de la CNV.

A la reunién convocada por ENAC el 10 de noviembre de
2006 para la presentacion a varias instituciones (entre ellas
SEM) del documento “Directrices para la evaluacién de labo-
ratorios que solicitan acreditacidon para ensayos microbiold-
gicos” asistieron tanto el Presidente saliente (Dr. Peinado)
como el entrante (Dr. Ribas) y se aprovechd para hacer
entrega a ENAC del estudio de las cepas de trabajo, mientras
que el de normalizacion de métodos moleculares, como
estaba pendiente de una ultima revisién, no se entregd a
ENAC hasta mas adelante via correo electrdnico.

A mediados de 2007, ENAC elabord la versién definitiva de
sus Directrices para la evaluacién de laboratorios, asumiendo
algunas de las sugerencias de la SEM (elaboradas a través de la
CNV)y otras instituciones consultadas.

Por parte de la Asociacién Espafiola de Normalizacion
(AENOR) se invit6 a la SEM por primera vez, a través de la
CNV, a enviar un experto a la reunién celebrada en septiem-
bre de 2006 en Cape Town (Sudafrica) para la elaboracién de
normas I1SO de Microbiologia de Aguas (la reunidn corres-
ponde a ISO TC 147, Calidad del Agua), a la que asisti6 el Dr.
Ribas. Para la propuesta de una nueva norma ISO sobre bac-
terias coliformes y E. coli en aguas (posible nueva ISO 9308-4
o sustituta de la ISO 9308-1) se tuvieron en cuenta los resul-
tados del ejercicio espaiol de equivalencia. Ha continuado la
colaboracidn en el seno de este grupo y la tltima reunién ISO
TC 147 (las reuniones tienen lugar cada afo y medio) ala que
se ha asistido ha tenido lugar recientemente (abril 2007) en
Niagara-on-the-Lake (Canada).

Mientras que la actividad del Dr. Ribas como
Vicepresidente y posteriormente como Presidente propicié
en su dia la actividad de la CNV en el campo de la
Microbiologia del Medio Acuatico, el mas reciente nombra-
miento del Dr. Tomas como Vicepresidente de la CNV ha per-
mitido una mayor incidencia en el campo de Ia
“Microbiologia de los Alimentos”. Tanto uno como otro son
miembros de AENOR y el Dr. Tomas es, ademas, auditor de
ENAC.

De cualquier modo, estamos convencidos de que, aun-
que los grupos de “Microbiologia de los Alimentos” y de
“Microbiologia del Medio Acudtico” son los mas directamen-
te implicados en cuestiones de normalizacién, es probable
que otros grupos de trabajo de la SEM tengan ocasién o
incluso necesidad de intervenir mas en un futuro. Que sirva
este breve informe como una llamada a la colaboracién de
estos otros grupos. Estamos abiertos a vuestras sugerencias.

Dr. Ferran Ribas Soler
Presidente de la Comisién de Normalizacién y Validacién
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RESENAS DE CURSOS

V1 Workshop “Métodos rapidos
y automatizaciéon en microbiologia alimentaria”
(http://quiro.uab.es/workshopMRAMA\)

Marta Capellas Puig y Josep Yuste Puigvert Universitat Autonoma de Barcelona

el 20 al 23 de noviembre de 2007, tuvo lugar el VI

workshop sobre Métodos rapidos y automatizacion en
microbiologfa alimentaria (MRAMA), en la sala de actos de
la Facultad de Veterinaria de la Universitat Autonoma de
Barcelona (UAB; Bellaterra, Cerdanyola del Valles), dirigido
por los Drs. Marta Capellas Puig y Josep Yuste Puigvert,
profesores de Tecnologia de los alimentos, y organizado
por el Centre Especial de Recerca Planta de Tecnologia dels
Aliments (CERPTA) y el Departamento de Ciencia animal y
de los alimentos de la UAB. Celebrado anualmente, el
workshop MRAMA, de un contenido aplicado y de futuro,
amplia y difunde los conocimientos tedricos y practicos
sobre métodos innovadores para detectar, contar, aislar y
caracterizar rapidamente los microorganismos habituales
en los alimentos y el agua.

Como cada afio, el ponente principal fue el profesor Dr.
Daniel Y. C. Fung, de la Kansas State University (KSU;
Manhattan, Kansas, EUA). El Dr. Fung es profesor de
Ciencia de los alimentos del Department of Animal Sciences
and Industry; su especialidad es la microbiologia de los ali-
mentos y, dentro de este campo, es un cientifico de pres-
tigio internacional en el ambito de los métodos rapidos y
miniaturizados y la automatizacién. Ademas, es director
del workshop internacional sobre Métodos rapidos y auto-
matizacién en microbiologia, que también tiene lugar
anualmente en Manhattan, KS y que cumplié su 27* edicién
el pasado junio. Ganador del Premio Internacional del
Institute of Food Technologists (IFT) en 1997 por la organi-
zacidn de esta serie Unica de workshops internacionales, el
Premio al Mejor Educador Waksman de la Society for
Industrial Microbiology en 2001, el Premio a la Excelencia
en la Docencia Universitaria del College of Agriculture dela
KSU en 2005, y el Premio Carl R. Fellers del IFT en 2006 por
su excepcional trayectoria en Ciencia y tecnologia de los
alimentos. En julio de 2007, recibe el Premio Inaugural al
Mejor Educador en Seguridad Alimentaria de la revista
Food Safety y ConAgra Foods Inc, por su carrera docente:
mas de 18.000 alumnos y director de 100 estudiantes gra-
duados (33 doctorados y 67 masters). Es Editor de Journal
of Rapid Methods and Automation in Microbiology y miem-
bro de la American Academy of Microbiology, el IFT y la
International Academy of Food Science and Technology. En
1995, fue invitado a dar una conferencia en el Instituto
Pasteur de Paris (Francia) con motivo de la conmemora-
cién del 100° aniversario de la muerte de Louis Pasteur. El
Dr. Fung tiene, pues, una larga experiencia en el tema de

este workshop, lo que permitié ofrecer ponencias de gran
calidad, de contenidos muy ricos y completos sobre las
diversas disciplinas de la microbiologia alimentaria. De
hecho, al Dr. Fung, también se le conoce como el “padre”
de los métodos microbioldgicos miniaturizados, porque en
este campo fue pionero y actualmente es uno de los inves-
tigadores mas expertos y especializados del mundo, y ha
ensayado con resultados positivos y ha aportado un alto
numero de técnicas innovadoras. Indudablemente, su pre-
sencia fue muy provechosa, y contribuyé a un buen apren-
dizaje de los métodos microbiolégicos mas recientes y efi-
caces.

El workshop contd con otros conferenciantes de
renombre. El Dr. Armand Sanchez Bonastre, director del
Servicio veterinario de genética molecular de la UAB y pro-
fesor de nuestro Departamento, hablé sobre la técnica de
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), método
genético puntero para la deteccidn y la identificacion
microbiolégicas. El Dr. Daniel Ramdn Vidal, profesor de
investigacion en el Instituto de Agroquimica y Tecnologia
de Alimentos (IATA) del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC) en Burjassot, transmitié
a los asistentes sus amplios conocimientos sobre el desa-
rrollo, el uso y la deteccién de alimentos transgénicos, y la
nutrigenética y la nutrigenédmica en alimentacion. La Sra.
Montse Vila Brugalla, responsable del Departamento de
Control de calidad de Central de Cocinados CATAR SA, en
Mollet del Valles, nos acercd a los modelos de crecimiento
e inactivacion microbianos y la aplicacién de la microbiolo-
gia predictiva en la industria alimentaria. La Dra. Rosa
Maria Pinté Solé profesora del Departamento de
Microbiologia de la Universitat de Barcelona, hablé sobre
los métodos de deteccidn de virus, de interés creciente en
el sector alimentario. Y el Dr. Ferran Ribas Soler, responsa-
ble del Area de Microbiologia del laboratorio de la Societat
General d’Aigties de Barcelona (AGBAR), participd con una
interesante ponencia sobre los ejercicios de equivalencia
entre métodos de andlisis microbioldgico.

Ademas, asistieron importantes empresas de microbio-
logia, que proyectaron diversas presentaciones multime-
dia y mostraron sus equipos y sus productos, para explicar
su funcionamiento, sus ventajas y limitaciones y las técni-
cas en que se basan. Estas empresas, que patrocinaron el
VI workshop MRAMA, fueron: 3M Espana SA, AES
Chemunex Espafia SA, Applied Biosystems, BC
Aplicaciones Analiticas SL, Becton Dickinson SA,
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bioMérieux Espafia SA, Bio-Rad Laboratories SA (y Bio-Rad
Laboratories SA-NV -Bélgica-), Bioser SA (que invitd a par-
ticipar a Microbial SL y Tepnel BioSystems Ltd), IZASA SA,
MicroPlanet Laboratorios SL (distribuidor de BioControl
Systems Inc y LIOFILCHEM srl), Oxoid SA (parte de Thermo
Fisher Scientific Inc), Roche Diagnostics SL, y Vitaltech
Ibérica SL (que invité a participar a Neogen Europe Ltd).
También asistié Millipore SAS (Francia).

El workshop ha sido una actividad exitosa, tanto por los
ponentes y sus ponencias, como por la asistencia de publi-
co y la participacién de las empresas de microbiologia.
Asistieron 186 personas, de diversos colectivos nacionales
e internacionales:

a) Numerosos laboratorios, consultorias e industrias
agroalimentarios: entre otros, de los sectores carnico y avi-
cola, lacteo, productos de la pesca, comidas preparadas,
congelados, bebidas analcohdlicas (aguas, zumos de fru-
tas, bebidas refrescantes) y alcohdlicas (cervecero, vitivi-
nicola), alimentacién animal; y algunos de ambito no ali-
mentario: cosmético, productos de limpieza.

b) Administracién: el Laboratorio municipal del
Concello de Vigo, y el Department of Chemistry (Petaling
Jaya, Malasia).

¢) Personal técnico, profesores y estudiantes de la UAB
(Ciencia y tecnologia de los alimentos, Veterinaria,
Biotecnologia, y tercer ciclo) y otras instituciones, como el
Institut d’Ensenyament Secundari (IES) Poblenou
(Barcelona), la Universitat de Girona, la Universidad
Politécnica de Valencia, la Universidad de Zaragoza, la
Universidad de Salamanca, la Universidad Complutense de
Madrid, y la University of Plymouth (Inglaterra).

d) Otros centros de investigacion: el Hospital de la
Santa Creu i Sant Pau (Barcelona); el Centre Nacional de
Microelectronica (CNM) de la UAB y el IATA (Burjassot y
Paterna), ambos del CSIC; el Centre Balear de Biologia
Aplicada (Palma de Mallorca); el Centro Tecnoldgico de la
Industria Cérnica de La Rioja (CTIC; Alesdn); el Instituto

Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y
Alimentaria (INIA; Madrid); el Instituto Tecnoldxico para o
Control do Medio Marifio de Galicia (INTECMAR; Vilagarcia
de Arousa); el Danish Meat Research Institute (Roskilde,
Dinamarca); y el State Veterinary Institute Olomuc y el State
Veterinary Institute Prague (Olomuc y Praga, respectiva-
mente, Chequia).

También estuvieron presentes la Associacié Catalana de
Ciéncies de I’Alimentacié (ACCA), entidad colaboradora con
el workshop MRAMA, y EyPASA - Revista Alimentaria,
publicacién oficial del workshop.

Durante los dos ultimos dias, se realizaron unas sesio-
nes practicas en el laboratorio, en las que se trabajé con
algunos aparatos y los productos mas innovadores dentro
del campo de los métodos rapidos y la automatizacion. Y
se organizaron otras dos actividades: visitas a una empre-
sa de biologia molecular, para aplicaciones de la PCR en
tiempo real; y demostraciones sobre extraccién automati-
ca de ADN.

Hubo una mesa redonda con el Dr. Fung, el Dr. Ribas y
profesionales de empresas de microbiologia, moderada
por el Dr. José Juan Rodriguez Jerez, director del
Observatorio de la seguridad alimentaria de la UAB y pro-
fesor de nuestro Departamento. Con la mesa redonda,
sobre la instrumentacién en microbiologia de los alimen-
tos, las tendencias del mercado mundial y otros temas de
actualidad del sector, y las diversas ponencias del works-
hop, se constatdé que el nimero de ensayos microbioldgi-
cos aumenta afio tras afio, con grandes progresos en el
desarrollo de métodos faciles de usar y que garantizan
rapidez, precisidn, sensibilidad y especificidad en la obten-
cion de los resultados, a un coste moderado. Los métodos
microbioldgicos rapidos y automatizados permiten a las
industrias ofrecer sus productos mas rdpidamente al mer-
cado, garantizando su seguridad y su conservacion.

El VIl workshop MRAMA se celebrara del 25 al 28 de
noviembre de 2008.

Y/ Workshop “Métodos rdpidos y automatizacién en microbiologia alimentaria”
Facultat de Veterinaria, Universitat Autdonoma de Barcelona, Bellaterra (Cerdanyola del Vallés)
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TESIS DOCTORALES

Caracterizacion microbiolégica 'y
molecular de cepas de
Colletotrichum responsables de la
antracnosis en fresas

Carlos Garrido Crespo
Directores: Jestiis Manuel Cantoral
Fernandez y Maria Carbu Espinosa
de los Monteros.

Laboratorio de Microbiologia, Facultad
de Ciencias del Mar y Ambientales,
Universidad de Cadiz.

| género Colletotrichum engloba a un gran

numero de especies y constituye uno de los
hongos fitopatégenos mas importantes en
todo el mundo. Uno de los cultivos afectados
por este hongo es el cultivo de fresa, en el cual
tres especies han sido descritas como responsa-
bles de causar la enfermedad conocida como
antracnosis, C. acutatum, C. fragariae y C. gloeos-
porioides. Este hongo es responsable de mas del
80% de la muerte de las plantas en los inverna-
deros, y ocasiona pérdidas que alcanzan los 100
millones de euros al afio en el suroeste de
Espafia (Huelva y Cadiz).

En primer lugar se realizé un muestreo de
las provincias de Huelva y Cadiz, donde se toma-
ron muestras de plantas y frutos presentando
sintomas tipicos de antracnosis. Se aislaron mas
de 300 cultivos monoconidiales y se identifica-
ron mediante PCR. Se puso de manifiesto que C.
acutatum era la especie responsable de la
antracnosis en fresa en esta regién. Se realizé
una caracterizacién morfoldgica de los aislados
y se estudid la patogenicidad de C. acutatum y
C. gloeosporioides mediante un bioensayo in
planta, en las variedades de fresa Fragaria ana-
nassa var. Camarosa y var. Ventana. Las cepas
de C. acutatum presentaban niveles similares de
patogenicidad y las cepas de la especie C. gloe-
osporioides presentaron una mayor patogenici-
dad que las de C. acutatum.

Una amplia coleccidn de cepas de C. acuta-
tum procedentes de diferentes origenes geo-
graficos fue estudiada y caracterizada usando
tres estrategias o metodologias: i) andlisis d del
gen 5.8S y los espaciadores ITS1-ITS2; ii) estudio
de la variabilidad genética mediante la hibrida-
cién Southern-blot usando una sonda especifica
para la secuencia telomérica y iii) establecimien-
to del cariotipo electroforético mediante elec-
troforesis en campo pulsante (PFGE). El analisis
de PFGE establecié que las cepas presentaron
entre seis y nueve cromosomas, con tamafios
gendémicos totales entre 36 y 29 Mb. El andlisis
de los patrones de bandas obtenidos mediante
la hibridacién Southern-blot corrobord los resul-
tados anteriores.

Tras la caracterizacion molecular, se realizd
el disefio y la optimizacién de un protocolo para
la identificacién y detecciéon temprana de
Colletotrichum, y que supusiera una mejora en
tiempo y sensibilidad de los métodos emplea-
dos hasta la fecha. La metodologia elegida fue
la PCR a tiempo real, con tecnologia TagMan®.

La deteccidén e identificacion de Colletotrichum
spp. se completd con la optimizacién de un pro-
tocolo de extraccién de ADN directamente de
material vegetal. La sensibilidad del nuevo
método de deteccién fue del orden de 10 a 100
veces mas sensible que los protocolos de PCR
convencional publicados hasta la fecha. Este
nuevo sistema de deteccién se comparé con la
metodologia de deteccién existente para la
especie C. acutatum basandose en el ensayo
inmunosorbente ligado a enzima (ELISA), y se
puso de manifiesto la mayor robustez y fiabili-
dad que supone el nuevo protocolo frente a los
disponibles hasta la fecha para la deteccién de
este hongo, incluso directamente de material
vegetal.

Parte de este trabajo ha sido publicado en:
Garrido et al., European J. of Plant Pathology,
DOI 10.1007/s10658-007-9224-7.

Implicacién de la proteina
DivIVA en el crecimiento polar
de Corynebacterium glutamicum

Michal Letek Polberg
Directores: José Antonio Gil Santos y Luis
Mariano Mateos Delgado.

Universidad de Ledn, Facultad de Biologia,
Departamento de Biologia Molecular.

os promotores de los genes gnt de
’_Corynebacterium glutamicum han servido
para controlar la expresién de genes esenciales
en este microorganismo. Utilizando estos pro-
motores se ha conseguido reducir la expresion
del gen esencial divIVA, obteniéndose cepas con
morfologia cocoide como consecuencia de una
ausencia total de crecimiento polar. La falta de
DivIVA en las cepas de expresién reducida de
C. glutamicum sélo fue complementada por
DivIVAs de otros actinomicetos, pero no por
proteinas DivIVA de Bacillus subtilis o
Streptococcus pneumonide. Las cepas de corine-
bacterias de expresién reducida también pudie-
ron ser complementadas por proteinas DivIVA
quimera que presentaban un dominio de DivIVA
de B. subtilis, a pesar de las diferencias de tama-
flo entre las respectivas regiones coiled-coil. Los
cambios en la expresién del gen divIVA conduci-
an a una segregacion aberrante del cromosoma,
aunque la proteina DivIVA no parecia estar
directamente implicada en este proceso ya que
se localizaba en el septo de divisién una vez ini-
ciada la biosintesis de peptidoglicano y cuando
los nucleoides se encontraban totalmente
segregados. Ademéds, se ha observado que en
C. glutamicum la localizacién de FtsZ en el septo
de divisién no esta regulada por el sistema de
oclusién por nucleoide o por cualquier otro
regulador temporal o espacial conocido.
Finalmente, como aplicacién practica de los
resultados obtenidos, se ha utilizado el gen
divIVA como diana de amplificacién por PCR con
objeto de identificar corinebacterias patdge-
nas.
The gnt promoters from Corynebacterium
glutamicum were used to control the expres-

sion of essential genes in this microorganism.
Using these promoters we obtained partially
depleted DivIVA strains, which showed coccoid
morphology as a consequence of the total lack
of polar growth. The partial depletion of DivIVA
in C. glutamicum was complemented by DivIVAs
from actinomycetes, but not by DivIVAs from
Bacillus subtilis or Streptococcus pneumoniae.
The partially depleted Corynebacterium strains
were also complemented by quimeric versions
of the DivIVA protein, in which a conserved
region was exchanged with the corresponding
domain of DivIVA from B. subtilis, despite the
great difference in size of the respective coiled-
coil regions. Changes of the divIVA level of
expression lead to an aberrant chromosome
segregation, but DivIVA seems to be indirectly
involved in this process because it localizes at
the midcell only when the peptidoglycan syn-
thesis has started and nucleoids are completely
segregated. In addition, in C. glutamicum the
localization of FtsZ at the septum is not nega-
tively regulated by nucleoid occlusion or other
temporal and spatial known regulators. Finally,
as a practical application of these results, the
divIVA gene was used as a target for PCR ampli-
fication in order to identify pathogenic
corynebacteria.

Modificacion de la respuesta
biolégica por telitromicina
M2 Magdalena Leiva Arjona
Directores: Alfonso Ruiz-Bravo Lépez
y Maria Jiménez Valera
Facultad de Farmacia, Universidad de
Granada.

umerosas clases de antimicrobianos, parti-
Ncularmente los macrdlidos y algunas quino-
lonas han demostrado poseer efectos modula-
dores en células inflamatorias. El creciente
nimero de estudios clinicos y experimentales
llevados a cabo ha demostrado la relevancia de
los efectos inmunomoduladores de los agentes
antimicrobianos en la terapia de infecciones,
principalmente en las del tracto respiratorio. La
telitromicina es el primer miembro de una
nueva familia de antibidticos, los ketdlidos,
estructuralmente relacionados con los macrdli-
dos. Fue disefiada especificamente para el tra-
tamiento de infecciones del tracto respiratorio.
En el presente estudio se demuestra que la teli-
tromicina, independientemente de su actividad
antimicrobiana, posee una interesante actividad
antiinflamatoria. La telitromicina inhibe la pro-
duccién de mediadores de inflamacidn, entre
los que se encuentra la citokina proinflamatoria
TNF-a o la quimioquina murina MIP-2, homdlo-
ga de la IL-8 humana, por macrdéfagos y por
células epiteliales; también modifica la produc-
cion de radicales oxidantes como el NO. Esta
actividad antiinflamatoria la ejerce actuando a
nivel de la activacién de los factores de trans-
cripcién implicados en la respuesta inflamatoria,
como es NF-KB entre otros; ademas favorece la
apoptosis, implicada en la resolucién de los pro-
cesos inflamatorios.
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as bifidobacterias constituyen una de las
Lpoblaciones microbianas dominantes en el
intestino humano y de otros animales, donde
ayudan a mantener el equilibrio microbiano por
medio de sus variadas actividades metabdlicas y
contribuyen a preservar el estado de salud. El
conocimiento de los mecanismos de probiosis
es fundamental para apoyar cientificamente su
accién beneficiosa, asi como para la utilizacion
racional de las bifidobacterias en el disefio de
productos probidticos. Para llevar a cabo estos
propdsitos son necesarias diversas herramien-
tas genéticas, cepas hospedadoras adecuadas y
mecanismos eficientes de transferencia de
ADN. En estos momentos, los plasmidos son la
Unica fuente de replicones para el género
Bifidobacterium. De esta forma, el conocimiento
de éstos y su caracterizacién molecular se reve-
la fundamental para el desarrollo de nuevas y
mads versdtiles herramientas genéticas.

En esta Tesis, analizamos en busca de plas-
midos una serie de 72 aislados intestinales per-
tenecientes a siete especies distintas. Se encon-
traron plasmidos en 19 aislados con 6 perfiles
distintos: dos perfiles con un solo plasmido y
cuatro con, al menos, dos. Debido a su pequefio
tamafio, el buen rendimiento plasmidico de la
cepa portadora y su estabilidad, el plasmido
pBC1 de la cepa Bifidobacterium catenulatum
L48 fue seleccionado para una posterior carac-
terizacién. Su secuenciacion revelé una molécu-
la circular de 2.540 pb con un contenido G+C del
64%. En el origen de replicacién se identificaron
una repeticién de 24 nucleétidos repetida tres
veces y media y cinco repeticiones invertidas,
con una organizacion similar a la de los plasmi-
dos que replican por el modo theta. El analisis
de la secuencia revel6 también la presencia tres
ORFs capaces de codificar péptidos de mds 50
aminodcidos: repB, que codifica una replicasa
de 315 aminodcidos, un gen transcripcionalmen-
te acoplado (orfX-like) similar a los genes orfX
de los pldsmidos de lactococos, y copG-like con
un dominio conservado de las proteinas de la
familia CopG. La homologia de RepB de pBC1
mostré una gran similitud con la de los pldsmi-
dos pMB1y pDOJH10S de B. longum, y un paren-
tesco lejano con la de los plasmidos theta-repli-
cativos ColE2 de Escherichia coli y pXZ10142 de
Corynebacterium glutamicum. Mediante hibrida-
cién se demostré que el replicén de pBCt no
estaba relacionado con el resto de los pldsmi-
dos detectados.

Para determinar el replicén minimo de pBC1
y la funcionalidad de las distintas ORFs y secuen-
cias, se amplificaron fragmentos del plasmido
mediante PCR y se clonaron en el vector pBif
(derivado de pUC que no replica en las bifido-
bacterias). Todos los derivados que inclufan

repB y las regiones inmediatas anteriores repli-
caban en bifidobacterias. Sin embargo, la inte-
rrupcién de repB suponia la pérdida de la repli-
cacioén. El nimero de copias de pBC1 se determi-
no por PCR cuantitativa en tiempo real y resultd
ser de 30 por cromosoma equivalente. Alguno
de los derivados, sin embargo, presentaba un
ndmero de copias menor (entre 3 y 23), de lo
que dedujimos que orfX-like y copG-like juegan
un papel importante en la replicacién y estabili-
dad del plasmido.

Basados en pBC1, se desarrollaron varios
vectores de clonacién; capaces, la mayoria, de
replicar en E. coli y bididobacterias. Todas las
construcciones mostraron una estabilidad
segregacional y un nimero de copias similar a
los del plasmido original. El vector pAM4 se
introdujo en ocho especies de bifidobacterias,
incluyendo B. dentium, B. pseudolongum, B. lon-
gum, B. breve, B. pseudocatenulatum, B. thermo-
philus, B. animalis y B. adolescentis. Con el pro-
posito de comprobar la funcionalidad de los
vectores, el gen de la a-L-arabinofuranosidasa
de B. longum B667 se cloné en pAM1y se expre-
sé en cepas de E. coliy B. pseudocatenulatum, en
las que presenté una actividad enzimdtica unas
100 veces mayor que en la cepa original.

Estudio de la funcion y
regulacién de las MAPKKs Mkk1 y
Mkk2 de la ruta de integridad celu-
lar en Saccharomyces cerevisiae

Maria Jiménez Sanchez
Directores: Victor Jiménez Cid y
Maria Molina Martin
Departamento de Microbiologia I,
Facultad de Farmacia, Universidad
Complutense de Madrid.

a levadura Saccharomyces cerevisiae respon-

de a dafios en la pared celular y otros estre-
ses gracias a la activacion de la ruta de integri-
dad celular. Esta ruta consiste en un mdédulo de
tres quinasas que consta de la MAPK Slt2, las
MAPKKs Mkk1y Mkkz2 y la MAPKKK Bck1, que es
activada por la protein quinasa C, Pkc1. La acti-
vacién de esta ruta da lugar a la expresién de
genes necesarios para el mantenimiento de la
homeostasis de la pared celular. Esta ruta de
MAPKs es la tnica en S. cerevisiae que presenta
dos MAPKKs. En este trabajo hemos comproba-
do que tanto Mkk1 como Mkk2, asi como prote-
fnas quiméricas obtenidas por el intercambio de
sus dominios cataliticos y regulatorios, son
capaces de mantener eficientemente la trans-
misién de la sefial, confirmando que ambas tie-
nen una funcién equivalente en la ruta. Ademads,
en respuesta a la activacion de esta ruta, Mkk1y
Mkk2 son fosforiladas de manera dependiente
tanto de sus activadores como de su propia
diana de fosforilacién, la MAPK Slt2. Hemos
demostrado que Slt2 es capaz de fosforilar in
vitro a Mkk1 y Mkk2 y que la serina en 50 de
Mkk2 es una diana directa de esta fosforilacion.
Sin embargo, Mkk2 es fosforilada en otros resi-
duos adicionales que, aunque diferentes de los
residuos consenso de fosforilacién por MAPK,
(S/T)-P, dependen también de Slt2. Se ha carac-
terizado un dominio D (Docking) de interaccidn
con MAPKs en el extemo N-terminal de Mkk2,

esencial para su interaccién con Slt2 y para la
retrofosforilacién. Nuestros datos demuestran
que las MAPKKs de la ruta de integridad celular
son sustratos de su MAPK, sugiriendo la exis-
tencia de un complejo mecanismo de regulacién
por retroalimentacidn a este nivel.

El bucle microbiano en las
lagunas someras esteparias de
Castilla y Leén: importancia
ecolégica e influencia de la
eutrofizacion

Ana Conty Fernandez
Director: Eloy Bécares Mantecén
Area de Ecologia,Departamento de
Biodiversidad y Gestién Ambiental,
Universidad de Ledn

sta tesis aborda el estudio del bucle micro-

biano en lagunas someras esteparias de
Castilla y Ledn. El objetivo fue estudiar como
influye la eutrofizacién asi como el porcentaje
del volumen de la laguna ocupado por macrdéfi-
tos sumergidos (PVI) en la estructura de la red
tréfica microbiana (MFW) y en sus relaciones
con el resto de organismos planctdnicos. Para
ello se seleccionaron 34 lagunas situadas en un
amplio rango de valores de fésforo total (PT) y
clorofila a plancténica (Cla). Los muestreos se
realizaron en el verano de los afios 2003 (34
lagunas) y 2004 (23 lagunas). El analisis de abun-
dancia y biomasa de bacterias se realizd
mediante tincién DAPI y andlisis de imagen, y el
andlisis de la comunidad se efectué mediante
CARD-FISH. La cuantificaciéon de flagelados
heterétrofos (HNF) se realizé mediante tincién
con primulina y el andlisis de ciliados mediante
QPS. Los principales resultados de la tesis indi-
can que: 1) La Cla es mas importante que la con-
centracién de PT al describir las variaciones de la
biomasa de los componentes del MFW. 2) En las
lagunas mds eutrofizadas, la alta depredacién
de los protozoos sobre las bacterias no sdlo
controla su biomasa sino que parece contribuir
al desarrollo de bacterias de mayor tamano
resistentes a la depredacién. 3) Las variables
que determinan la composicion de la comuni-
dad bacteriana dependen del estado tréfico de
las lagunas asi como del PVI. Los ciliados y los
cladéceros son los principales grupos depreda-
dores que condicionan la estructura de la comu-
nidad bacteriana. 4) Los HNF parecen estar con-
trolados fundamentalmente por depredacién
por claddceros en las lagunas menos eutrdficas,
mientras que las bacterias y la competencia con
los ciliados serian las variables de control en las
lagunas mas eutrdficas. 5) El PVI condiciona los
efectos de la eutrofizacidn sobre los valores de
diversidad y riqueza de taxones de la comuni-
dad de ciliados. 6) El valor de la pendiente de la
recta de regresién entre la abundancia de cilia-
dos y la Cla indica que en las lagunas someras
analizadas existe una mayor abundancia de cilia-
dos para una misma concentracién de Cla con
respecto a los lagos de latitudes mayores,
halldandose valores mas parecidos a los encon-
trados en lagos de zonas subtropicales. 7) Tanto
en PVI como el estado tréfico de las lagunas
condiciona la estructura de la comunidad de
ciliados, la cual se define fundamentalmente
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por variables relacionadas con los recursos. La
depredacidn, especialmente por cladéceros,
parece tener importancia en la estructura de los
tamafios de los ciliados. 8) Los cladéceros domi-
nan la biomasa del zooplancton en las lagunas
menos eutrofizadas, siendo responsables fun-
damentales en la estructura de las comunidades
de ciliados, asi como del control de las poblacio-
nes de HNF. 9) Los protozoos, y de forma espe-
cial los ciliados, tienen su principal papel en
ambos extremos del gradiente de Cla, y de
forma especial en las lagunas mds hipereutrofi-
cas donde llegan a suponer el hasta 70% de la
biomasa del zooplancton. Dado el cardcter
somero y el uso agricola-ganadero de su entor-
no, el papel de las bacterias y sus depredadores
parece ser fundamental para la transferencia de
materia orgdnica y nutrientes inorgénicos hacia
niveles tréficos superiores. Obviar su estudio en
los andlisis del plancton supone un sesgo impor-
tante en los resultados que se obtengan.

Application of molecular
techniques to the diagnosis and
epidemiology of Haemophilus
parasuis

Alexandre Olvera van der Stoep

Directora: Virginia Aragén Fernandez
Centro de realizacion: Centre de Recerca
Sanitat Animal (CReSA), UAB-IRTA.

Centro de presentacién: Departament
de biologia molecular i bioquimica.

Haemoph”us parasuis is the etiological agent
of Glasser’s disease, but this bacterium cau-
ses other clinical outcomes and can also be iso-
lated from the upper respiratory tract of
healthy pigs. Isolates of H. parasuis differ in phe-
notypic features (e.g. protein profiles, colony
morphology or capsule production) and patho-
genic capacity. Differences among strains have
also been demonstrated at the genetic level.
Several typing methods have been used to clas-
sify H. parasuis field strains, but they showed
resolution or implementation problems. To
overcome these limitations, different DNA
sequence based techniques were evaluated.
Consequently, the final goal of this study was to
improve H. parasuis typing and examine the
association of groups of strains with disease
outcome.

In the first chapter of this work, a partial
sequence from the heat shock protein 60 KDa
(hsp60) gene was assessed as epidemiological
marker in a single locus sequence typing (SLST).
We compared enterobacterial repetitive inter-
genic consensus (ERIC)-PCR patterns, partial
sequences of hsp6o and 16S rRNA genes from
103 strains of H. parasuis and other related spe-
cies. In the second chapter of this work, we
developed a multilocus sequence typing (MLST)
system using partial sequences of the house-
keeping genes mdh, 6pgd, atpD, g3pd, frdB, infB
and rpoB. Eleven reference strains and 120 field
strains were included in this latter study.

Our results showed that hsp6o is a reliable
marker for epidemiological studies in H. para-
suis, and the analysis of its sequence is a better
approach than fingerprinting methods.
Surprisingly, the 16S rRNA gene showed enough

variability to be used, not only for species iden-
tification, but also for typing. Furthermore, the
analysis of the hsp6o and 16S rRNA sequences
revealed the presence of a separated lineage of
disease-associated strains. Both SLST and MLST
studies indicated the occurrence of lateral gene
transfer among H. parasuis and Actinobacillus
strains invalidating the use of single gene appro-
aches in the phylogenetic analysis of these spe-
cies. MLST analysis revealed the existence of 6
clusters. When the clinical background of the
isolates was examined, one cluster was statisti-
cally associated with nasal isolation, while ano-
ther cluster was associated with isolation from
lesions. The latter cluster was the same disease-
associated cluster identified by hsp6o and 16S
rRNA gene analysis. Finally, although a freely
recombining population structure was repor-
ted, two divergent branches were found when
a neighbour-joining tree was constructed with
the concatenated sequences. The latter, sup-
ports the results obtained by 16S rRNA gene
sequencing and indicate that H. parasuis is more
likely to have a cryptic speciation than a true
panmictic population structure.

Diversidad microbiana de las
aguas mineromedicinales de los
Balnearios de Jaraba.

Félix Daniel Andueza Leal
Directoras: Carmen De la Rosa y
Angeles Mosso
Departamento de Microbiologia I,
Facultad de Farmacia. Universidad
Complutense de Madrid.

e ha estudiado la diversidad microbiana de
Scinco manantiales de aguas mineromedicina-
les pertenecientes a los Balnearios de Serdn,
Sicilia y La Virgen, en la localidad de Jaraba
(Zaragoza). Las muestras se tomaron durante
las distintas estaciones del afo, en un periodo
de dos afos. Con el fin de conocer la composi-
cién y caracteristicas de la microbiota de interes
sanitario y ecoldgico de estos manantiales, se
han estudiado los microorganismos indicadores
de calidad asi como diferentes grupos microbia-
nos que intervienen en los ciclos biogeoquimi-
cos del carbono, nitrogeno y azufre. El nimero
de microorganismos totales ha sido bajo, con
valores entre 1 - 25 x 104 microorganismos por
mL, estando la mayoria vivos (71- 100 %), con un
valor medio de 90 %. Se observé muy poca fluc-
tuacién estacional, lo que evidencia una poobla-
ciéon microbiana constante en el tiempo. El
nimero de bacterias heterdtrofas aerobias ha
sido inferior a 14 ufc/mL, manteniéndose cons-
tante a lo largo de las estaciones del afio. No se
han detectado microorganismos de interés sani-
tario como: coliformes totales, coliformes feca-
les, enterococos, Clostridium sulfito reductores,
Salmonella, Legionella  pneumophila  ni
Staphylococcus aureus. El nimero de cepas de
bacterias heterétrofas aisladas ha sido de 478
de la que se han identificado el 87 % que corres-
ponden a bacterias Gram. negativas (66,1 %) y
bacterias Gram positivas (33,9%). En las bacte-
rias Gram negativas han predominado las
Gammaproteobacterias (45,7 %) Los géneros
principalmente identificados han sido: de los
bacilos Gram negativos, Enterobacter (34,7 %) y

Pseudomonas (29,5 %), de los cocos Gram positi-
vos, Staphylococcus (66,2 %), y de los bacilos
Gram positivos, Cellulomonas (8,3 %). La mayoria
de los manantiales presentan una gran diversi-
dad microbiana, excepto el manantial La Pefia.
En relacién a los microorganismos de interes
ecoldgico, los mas abundantes han sido los
amonificantes (media anual: 42 -296 NMP/100
mL), seguidos de los amiloliticos (media anual:
8,2 -100,9 NMP/100 mL,) y proteoliticos (media
anual: 11 - 61 NMP/100 mL). Los celuloliticos se
han detectado en nimero muy bajo (media
anual: 0,7 - 20 NMP/mL). No se han detectado
bacterias sulfato-reductoras. Las bacterias hald-
filas se han detectado en nimero muy bajo, con
un promedio anual entre 1y 5,8 ufc por 100 mL
de agua. Se han identificado como pertenecien-
tes a los géneros Halomonas, Photobacterium,
Micrococcus y Staphylococcus. Se han encontra-
do mohos en todos los manantiales en nimero
bajo, con un valor medio anual entre 0,8 - 5
ufc/100 mL. Los principales géneros aislados son
Penicillium, y Cladosporium. No se han detecta-
do actinomicetos en ninglin manantial. Se
encontraron algas y cianobacterias en los
manantiales San Vicente y San José, donde se
aislaron en otofio cianobacterias del género
Synechocystis y algas verdes del género
Chlorococcum. En los depdsitos calcareos for-
mados en los manantiales se han observado
microorganismos endoliticos, pertenecientes a
cianobacterias esféricas (Synechocystis y
Chroococcus) y filamentosas (Anabaena 'y

Lyngbya).
Estudio de CaCwt1 de Candida
albicans homoélogo al factor de

transcripcion Rds2 de
Saccharomyces cerevisiae.
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andida albicans es el principal hongo patdge-
Cno en el ser humano, principalmente en
pacientes en los que su sistema inmunitario estd
comprometido. En la actualidad la candidiasis
invasiva es la causa mds comun de infecciones
nosocomiales, asociada a una mortalidad del
40%. C. albicans es un hongo polimérfico que
presenta la facultad de crecer como levadura,
hifa y pseudohifa.

Uno de los aspectos por los que C. albicans
puede comportarse como comensal o como
agente patdgeno es su capacidad para respon-
der a los cambios del medio ambiente. Para
comprender los mecanismos de adaptacion en
hongos patdgenos a los cambios ambientales
continuos dentro del ser humano, es especial-
mente importante que factores transcripciona-
les y/o mediadores estén implicados.

Mediante un analisis in silico del genoma de
C. albicans, se han detectado 70 tedricos facto-
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res transcripcionales de la familia Zn(11)>Cyse.
Uno de ellos, IPF3781 (a partir de aqui Cwt1), se
eligié para su estudio dada la elevada homolo-
gia que presenta con el factor de transcripcién
Rds2 de Saccharomyces cerevisiae. El andlisis
fenotipico del mutante nulo cwti1/cwt1 indica de
Cwt1 estd implicado en la arquitectura de la
pared celular de C. albicans, asi como en la mor-
fogénesis de esta levadura, sobre todo en
medios sdlidos. Adicionalmente a los estudios
sobre pared celular realizados, se ha estudiado
la expresién y regulacién, mediante micromatri-
ces de ADN, de diferentes genes en las fases
exponencial y estacionaria de la curva de creci-
miento con el fin de poder elucidar mas fea-
cientemente el papel de Cwt1. Un total de 460
genes en fase exponencial y 666 genes en fase
estacionaria tenfan alterada su expresion, de los
que 121 genes eran comunes a ambas fases de
crecimiento de la levadura. Este distinto perfil
transcripcional podria explicar el pleiotropismo
encontrado en el mutante nulo cwti/cwti1. El
estudio in silico de las regiones promotoras de
los genes cuya expresién estaba alterada indica
que las secuencia AGGGCT/AGCCCT podria ser la
secuencia de unién de Cwt1a ADN.

Cabe sefalar que gran parte del estudio rea-
lizado versa sobre la pared celular, dada la
importancia que esta estructura tiene en los pri-
meros pasos de una infeccién, asi como para el
disefio de nuevos farmacos antiftingicos.

Deteccion molecular de Listeria
monocytogenes en carne de pollo.
Estudio de la diversidad genéticay

virulencia de cepas aisladas.

Jaime Navas Fernandez
Directores: Joaquin V. Martinez Suarez
y Victoria Lopez Alonso
Centro de realizacién: Instituto Nacional
de Investigacion y Tecnologia Agraria y
Alimentaria (INIA), Departamento de
Tecnologia de Alimentos.

Centro de presentacién: Universidad
Complutense de Madrid, Facultad de
Veterinaria.

ntre los factores importantes a tener en
Ecuenta alahoradellevar a cabo la deteccién
de Listeria monocytogenes en alimentos cabe
destacar:
a) La elevada incidencia de L. monocytogenes en
algunos alimentos (como los productos elabo-
rados con carne picada de pollo), en los cuales
suele estar presente, sin embargo, en nimeros
muy bajos.
b) La dificultad del cultivo de las células de
L. monocytogenes que pueden encontrarse
dafadas debido al procesado de los alimentos.
) La presencia en un mismo alimento contami-
nado de cepas diferentes, que pueden tener
diferente capacidad patogénica.

Teniendo en cuenta lo expuesto, el trabajo
presentado en esta tesis doctoral consistid en:
1. Detectar en carne de pollo células de
L. monocytogenes sometidas a tratamiento tér-
mico y de altas presiones, comparando la
deteccién mediante cultivo y PCR. Unicamente
mediante la combinaciéon de 24 horas de enri-

quecimiento selectivo y la deteccién por PCR
fue posible lograr un nivel de sensibilidad proxi-
mo al de los métodos microbiolégicos conven-
cionales. La deteccion de células de L. monocy-
togenes dafiadas subletalmente en carne de
pollo procesada mediante altas presiones se
logré empleando el medio cromogénico ALOA.
2. Analizar la contaminacién natural por
L. monocytogenes en productos comerciales
elaborados con carne picada de pollo, emple-
ando protocolos de enriquecimiento selectivo
y PCR a tiempo real. Se encontraron muestras
con resultados discrepantes entre ambos méto-
dos de deteccidn. El principal factor relacionado
con la obtencién de resultados negativos falsos
por PCR fue el bajo nimero de células de
L. monocytogenes presente en la muestra. La
presencia de un numero elevado de UFC de
otras especies de Listeria se pudo relacionar con
algunos resultados negativos falsos de la detec-
cién de L. monocytogenes por cultivo.

3. Estudiar la diversidad genética de cepas de L.
monocytogenes aisladas a partir de productos
frescos elaborados con carne de pollo. El andli-
sis de los subtipos moleculares de 120 aislados
mediante el estudio por PCR de los grupos de
serotipos principales y la técnica de electrofore-
sis en gel en campo pulsante, permitié diferen-
ciar 11 pulsotipos o cepas (R1-R11).

4. Caracterizar la capacidad patogénica de un
grupo de cepas genéticamente diferentes de
L. monocytogenes aisladas de hamburguesas
de pollo comerciales. La presencia de codones
prematuros de parada en la secuencia del gen
de la internalina A de tres de las cepas (R1, R8 y
R10) (40% de los aislados) se relacioné con la
ausencia de la proteina completa, asi como con
la escasa invasién de células humanas. La cepa
R10 (4’4% de los aislados) fue la dnica que care-
Cié de actividad hemolitica y lecitinasa, fue inca-
paz de multiplicarse intracelularmente en célu-
las en cultivo, y fue avirulenta en ratones inmu-
nocomprometidos. La secuenciacion del gen del
regulador central de la virulencia PrfA de la cepa
R10 reveld la existencia de una insercién de 7
nucledtidos en el coddn 171, mutacién que per-
mite explicar la pérdida de la capacidad patogé-
nica en esta cepa de L. monocytogenes aislada
de alimentos.

Estudio epidemiolégico y
caracterizacion genética del
virus de la hepatitis E
en explotaciones porcinas

M. Salceda Fernandez-Barredo y
del Amo

Directores: Maria Teresa Pérez Gracia

y Angel Garcia Mufoz

Departamento de Ciencias de la Salud,

Universidad Cardenal Herrera-CEU.

his study describes the distribution of

Hepatitis E virus (HEV) in a naturally infected
swine population and the genetic relatedness
of HEV strains on swine farms in Spain. Of fecal
and serum samples collected from 191 pigs and
manure-ditch samples collected from 21 farms,
HEV was detected in 19%, 12%, and 38%, respecti-
vely, for an overall prevalence rate of 25%. The
maximum prevalence rates for feces and serum

were in pigs 13 to 16 wk old. A high prevalence
of the virus in feces (18%) was observed in sows.
Gene sequencing was performed on 30 strains
from feces, serum, and manure ditch: the nucle-
otide identities varied from 85% to 99% when
compared with those of other strains of genoty-
pe 3 isolated from swine. This is the first study
in Europe to show the variation in virus distribu-
tion by age in feces and serum in a naturally
infected swine population.

Analisis genémico y molecular de
levaduras vinicas. Aplicacion ala
mejora del proceso de
fermentacion de vinos mediante
seleccion de levaduras autoctonas

Maria Esther Rodriguez Jiménez
Directores: Jesiis Manuel Cantoral
Fernandez y Laureana Rebordinos
Gonzilez.

Laboratorio de Microbiologia y
Genética, Facultad de Ciencias del Mar

y Ambientales, Universidad de Cadiz.

| empleo de cepas de levaduras autdctonas
Epara producir vinos con propiedades
organolépticas tipicas de una regién productora
es una practica que cada vez tiene mas impor-
tancia en las bodegas. Hasta el afio 2001, en una
Bodega situada en el suroeste de Espafia se
realizaban las fermenatciones de un vino joven
de la Tierra de Cadiz de forma espontanea.
Dada la importancia comercial de este vino
surgid la necesidad de controlar el proceso de
fermentacion mediante la selecciéon de
levaduras autéctonas y producir asi un vino con
propiedades sensoriales mejoradas.

Para este fin se llevé a cabo la caracterizacién
genética de las cepas de levaduras implicadas en la
fermentacién espontanea del vino objeto de estu-
dio mediante la utilizacién de la técnica molecular
de Electroforesis en Campo Pulsante (PFGE), y
tener asi un conocimiento mas amplio de las cepas
de levaduras mas representativas del proceso. Tras
este estudio se preseleccionaron cuatro cepas
pertenecientes a la especie Saccharomyces cerevisi-
ae de entre aquéllas que mostraron los patrones
moleculares o cariotipos electrofdreticos mas
abundantes.

Posteriormente, se aplicaron algunos crite-
rios de interés enoldgico como por ejemplo inhi-
bicién por etanol, poder fermentativo, factor
“killer” y capacidad de implantacidn para selec-
cionar, de las cuatro cepas elegidas inicialmen-
te, las mas adecuadas para conducir las fermen-
taciones en condiciones industriales. Se selec-
cionaron por tanto 3 cepas con cariotipos P2, P3
y P5 para inocular las fermentaciones durante 5
aflos consecutivos. El seguimiento de las leva-
duras inoculadas se realizé mediante la técnica
de PFGE, una vez finalizadas las vendimias, com-
probandose que la cepa con patrén P5 fue la
que predomind en las fermentaciones de tres
de las vendimias estudiadas, obteniéndose en
ellas un producto final con caracteristicas orga-
nolépticas mejoradas con respecto al obtenido
de las fermentaciones espontdneas.

A medida que se fueron obteniendo los
resultados de las fermentaciones inoculadas y
se mostré el comportamiento de las cepas de
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levaduras seleccionadas en condiciones indus-
triales fueron surgiendo nuevas cuestiones,
como por ejemplo, si estas cepas se mantenian
estables genéticamente durante las fermenta-
ciones. Analizando la estabilidad del cariotipo
de las levaduras seleccionadas se comprobd
que la de patrén Ps era estable genéticamente.
Por otro lado, ante la posibilidad de que, duran-
te las fermentaciones inoculadas, la cepa selec-
cionada no fuera la conductora de la fermenta-
cién, fue necesario aplicar un método de con-
trol microbiolégico que nos pusiera de mani-
fiesto si la cepa inoculada era la que estaba lle-
vando a cabo la fermentacién o no. La técnica
molecular del Polimorfismo para la Longitud de
los Fragmentos de Restriccion del ADN mito-
condrial (RFLP-ADNmt) a muestras tomadas
directamente del mosto fermentando sin nece-
sidad de realizar aislamientos fue decisiva para
este fin y tener un mayor control del proceso.

Respuesta inmunitaria protectora
frente a Candida albicans. Andlisis
del transcriptoma, proteoma y
trafico intracelular tras su
interaccion con el macréfago.

Elena Fernandez-Arenas Hervas

Directora: Concha Gil Garcia.
Departamento de Microbiologia I,
Facultad de Farmacia. Universidad
Complutense de Madrid.

andida albicans es un hongo patégeno opor-

tunista capaz de causar varios procesos
infecciosos que dependen del estado inmunita-
rio del paciente (1). Especial importancia tiene la
contribucién de las respuestas innata (macréfa-
gos) y adaptativa celular en la resolucién de las
candidiasis sistémicas (2), sin embargo, actual-
mente la contribucién de la respuesta humoral
estd siendo reevaluada (3).

En un primer lugar se analizé el papel de los
anticuerpos en la resolucién de las candidiasis
sistémicas utilizando un modelo murino de
infeccion sistémica y diferentes cepas avirulen-
tas del hongo, como posibles “cepas vacuna-
les”. Con estos experimentos se demostrd que
no todas las cepas de baja virulencia presentan
una capacidad para vacunar, indicando que la
estimulaciéon de una respuesta inmune protec-
tora es debida a la expresion de determinados
epitopos antigénicos dependientes del fondo
genético de la cepa mutante empleada. Es mas,
ensayos de vacunacién con el mutante de
C. albicans de baja virulencia CNC13 se puso de
relieve la importancia de la colaboracién entre
las respuestas inmunitarias celular y humoral en
la induccién de una proteccién duradera.

En paralelo, mediante el empleo de técnicas
protedmicas (2D-PAGE [geles bidimensionales]
en combinacién con “immunoblotting” y espec-
trometria de masas) se definié por primera vez
un inmunoma protector de C. albicans. Algunas
de estas proteinas antigénicas identificadas
podrian ser posibles candidatos en el disefio de
una futura vacuna o ser empleados como mar-
cadores de diagnéstico (4, 5).

Para entender mejor la compleja interac-
cién entre Candida y el hospedador, se estudid
larespuesta del hongo tras su interaccién con el

macréfago. Para ello se puso a punto a) un
modelo in vitro de fagocitosis, b) un método de
tincion diferencial para poder distinguir entre
levaduras internalizadas y no-internalizadas, y c)
un protocolo de enriquecimiento en las levadu-
ras fagocitadas. En dicha muestra se realizé por
primera vez un andlisis conjunto del transcripto-
ma y del proteoma de Candida y asi obtener una
visién global e integrada de los estadios iniciales
del proceso infeccioso. Mediante la integracion
de los datos gendmicos y proteédmicos junto
con el empleo de herramientas bioinformaticas
(redes de interaccién):

-hemos descrito como diferentes procesos
biolégicos (metabolismo y energia, defensa
frente a estrés oxidativo y morfogénesis y dife-
renciacion celular) modulan su expresién, en un
intento de adaptacién de la levadura al entorno
hostil que la rodea (el fagosoma).

-ademas, hemos formulado por primera vez
un modelo hipotético de muerte celular por
apoptosis de Candida tras interaccionar con el
macréfago, poniendo de relieve la intercone-
xién entre el citoesqueleto de actina, la mito-
condria y la autofagia en la regulacién de dicho
proceso (6).

Por ultimo, y con objeto de profundizar en
el estudio de la interaccién Candida-macréfago
(comentado previamente), e investigar el papel
de diferentes factores de virulencia en el proce-
so de maduracién del fagosoma, realizamos un
estudio comparativo del trafico intracelular de
dos cepas (virulenta/avirulenta) de C. albicans
mediante microscopia confocal. Dicho estudio
nos permitié definir:

-mecanismos de supervivencia comunes a
ambas cepas relacionados con el proceso de
maduracién del fagosoma (bloqueo de la acidi-
ficacién e inhibicién de la sintesis de éxido nitri-
co).

-mecanismos de supervivencia especificos

de la cepa virulenta ligados a su capacidad de
filamentacién (rotura de la membrana fagoso-
mal y plasmética del macréfago) y de bloqueo
de la fusién del fagosoma con el lisosoma
(Ferndndez-Arenas E. et al., enviado).
BIBLIOGRAFIA:
(1) Pfaller,M.A. and Yu,W.L. (2001). Infect. Dis. Clin.
North Am. 15, 1227-1261. (2) Romani,L. (1999). Curr.
Opin. Microbiol. 2, 363-367. (3) Cassone,A., et al.,
(2005). Curr. Mol. Med. 5, 377-382. (4) Fernandez-
Arenas, E., et al., (2004). Proteomics 4 (10),1204-1215.
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brio vulnificus biotipo 2 comprende las
\/’cepas de Vibrio vulnificus capaces de causar
vibriosis en peces. En los Ultimos afios, se han
realizado avances importantes en el conoci-
miento de la biologia de este patdgeno, sin
embargo, no se han estudiado los factores de
virulencia importantes en la patogénesis de la

vibriosis producida por esta bacteria. En la pre-
sente Tesis Doctoral hemos estudiado el papel
del plasmido pR99, recientemente descrito, y el
de factores de virulencia seleccionados, la cap-
sula, el LPS y la metaloproteasa Vvp en la pato-
génesis de la vibriosis causada por este patdge-
no. Para ello se ha obtenido una cepa deficiente
en el pldsmido pR99, asi como cepas deficien-
tes en cada uno de los factores y se han compa-
rado con la cepa parental en ensayos de virulen-
cia asi como de colonizacién y de resistencia a
las defensas innatas de la anguila.

Hemos demostrado que la metaloproteasa en
V. vulnificus biotipo 2 es un factor de coloniza-
cién que media quimiotaxis hacia el moco que
recubre la agalla, probablemente al unirse a
mucina y degradarla. Los estudios histopatold-
gicos realizados con el mutante en metalopro-
teasa nos indican que esta proteina no tiene nin-
gun papel en la produccién de hemorragias. El
antigeno-O tiene un papel en el establecimiento
de agrupaciones bacterianas en la superficie de
las agallas que, al estar recubiertas de moco,
resistirdn mejor las condiciones adversas. En
contraposicidn, la capsula no tiene un papel tan
claro en la colonizacién de la superficie externa.
Ambas estructuras de naturaleza polisacaridica
son muy importantes en el proceso de coloniza-
cién del medio interno. Con respecto al plasmi-
do, éste codifica para un sistema de resistencia
a los mecanismos de inmunidad innata que es
especifico de hospedador.

También, hemos demostrado que Vibrio vul-
nificus produce autoinductores del tipo acil-
homoserinas lactonas (AHL) implicados en el
sistema de quorum sensing. Estos compuestos
se producen cuando se simulaban las condicio-
nes de supervivencia en el medio natural y se
sobreexpresan afiadiendo compuestos de la
sangre que la bacteria puede utilizar como fuen-
te de hierro para crecer, pudiendo tener un
papel en la virulencia. Los intentos por demos-
trar la base genética para la produccién de AHL
en la especie fueron infructuosos, aunque los
resultados sugieren que podrian radicar en
genes completamente nuevos. Finalmente
demostramos que todos los biotipos pueden
producir Al-2, detectando en ellos el gen luxS. El
arbol construido a partir de las secuencias
reportadas en varias especies de vibrios para
este gen reconstruye el arbol filogenético de los
vibrios lo que sugiere que puede tratarse de un
gen ancestral conservado a nivel de especie.

El patégeno causa una vibriosis que se dife-
rencia de la vibriosis cldsica en que la sintoma-
tologia estd asociada a muy pocas bacterias.
Esta consiste en hemorragias externas e inter-
nas. Los sintomas principales de esta vibriosis
pueden ser simulados inyectando los productos
extracelulares, lo que sugiere que los factores
téxicos que produce la bacteria durante su cre-
cimiento in vivo estan presentes en los produc-
tos extracelulares y que no se requiere de la
bacteria viva para simular el proceso infeccioso.

Con el objeto de detectar portadores sanos
y disminuir el riesgo para el consumidor que la
presencia de una bacteria zoondtica puede
suponer en el pescado, hemos puesto a punto
un método de deteccidon que no requiere el
sacrificio del animal.

En conclusidn, los factores de virulencia
estudiados juegan un papel importante en la
virulencia de V. vulnificus biotipo 2 serovar E.
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Este patégeno desarrolla diversas estrategias
para la invasién de su hospedador generando
fuertes hemorragias en los tejidos. Un método
de deteccidn rapido y eficaz que no requiere el
sacrificio del animal supone un gran avance
para la lucha frente a este patégeno en anguili-
cultura.

Glicoproteinas y viabilidad celular

en Campylobacter jejuni. Relacién

del proceso de glicosilacion con el
proceso de supervivencia

Cecilia Girbau Iturralde

Directores: Aurora Fernandez-Astorga
y Rodrigo Alonso Monsalve

Dpto. Inmunologia, Microbiologia y
Parasitologia. Facultad de Farmacia.
Universidad del Pais Vasco (UPV/EHU)

ampylobacter jejuni estd considerado como
Cuna de las principales causas de gastroente-
ritis de origen microbiano en humanos. Bajo
condiciones ambientales adversas, como la limi-
tacién nutricional o las bajas temperaturas,
C. jejuni es capaz de entrar en el estado viable
no cultivable (VNC) como estrategia de supervi-
vencia. Bajo este estado pierde la capacidad de
crecer en los medios de cultivo no selectivos en
los que normalmente crece pero mantiene acti-
vidad metabdlica detectable. Ademds del inte-
rés cientifico intrinseco, el estudio del estado
VNC cobra interés a la hora de valorar sus reper-
cusiones en salud publica.

Durante mucho tiempo la glicosilacién pro-
teica ha sido considerada un fenédmeno especi-
ficamente eucariota, sin embargo en la actuali-
dad la existencia de glicoproteinas procariotas
es un hecho firmemente establecido. C. jejuni
posee dos sistemas de glicosilacién proteica: el
sistema de glicosilacién de la flagelina y el siste-
ma de glicosilacién general o N-glicosilacién, en
la que se centra este trabajo.

Los genes responsables de la N-glicosilacién
estdn englobados en el locus genético pgl. El
enzima clave de este sistema de glicosilacion es
la proteina PgIB, que probablemente actie
como una oligosacdrido transferasa responsa-
ble de la transferencia del aztcar a la cadena
peptidica.

Estd demostrado que la lectina SBA se une
especificamente a los residuos N-acetilgalacto-
samina de las N-glicoproteinas de C. jejuni. Este
hecho ha permitido elaborar utiles herramien-
tas para la purificacién de N-glicoproteinas.

El objetivo global de esta Tesis Doctoral ha
sido estudiar la relacién existente entre la N-glico-
silacién y la supervivencia de C. jejuni en condicio-
nes adversas de nutrientes y baja temperatura.

Para la consecucidon de este objetivo se
construyd una cepa de C. jejuni con el gen pglB
inactivado por la insercién de un casete de resis-
tencia a kanamicina. Posteriormente se estudia-
ron los efectos derivados de dicha inactivacion
sobre el crecimiento y la capacidad de supervi-
vencia de la cepa mutante y de su homdloga sal-
vaje. Mientras que la inactivacién del gen pglB
no afectd a los pardmetros de crecimiento de la
cepa mutante, si afecté negativamente a su
capacidad de supervivencia, acortando el tiem-

po promedio de entrada en el estado VNC. Estos
resultados son, por tanto, indicativos de la impli-
cacién de la N-glicosilacién proteica en la super-
vivencia de C. jejuni.

Otro de los objetivos de esta Tesis Doctoral
fue la caracterizacién del glicoproteoma de
C. jejuni mediante el analisis comparativo de los
perfiles de glicoproteinas reactivas frente a la
lectina SBA, asi como la identificacién de glico-
proteinas mediante espectrometria de masas
MALDI-TOF en células cultivables y viables no
cultivables.

El estudio comparativo de los perfiles de gli-
coproteinas puso de manifiesto una clara dismi-
nucién de la capacidad de glicosilar proteinas en
la cepa mutante, confirmando la implicacién del
gen pglB en el proceso de N-glicosilacién. La
ausencia de glicosilacién en la cepa mutante de
ciertas protefnas como serin-proteasa HtrA,
SucD o PEB3, si glicosiladas en la cepa salvaje,
justificaria la menor capacidad de supervivencia
de la cepa mutante. De este modo, se establece
una relacién entre la N-glicosilacién proteica y la
supervivencia bajo condiciones adversas de
nutrientes y baja temperatura en C. jejuni.

La identificacién de las proteinas ADK,
DnaK, CheW, PEB4, Ycel, RibH, serin-proteasa
HtrA y SucD, no descritas hasta este trabajo
como N-glicoproteinas de C. jejuni, contribuye a
la ampliacién del conocimiento del glicoproteo-
ma de este organismo, poniendo a su vez de
manifiesto la necesidad futura de un estudio
mas pormenorizado en el campo de la N-glicosi-
lacién.

Estudio de la lisogenia doble de
fagos-STX2

Ruth Serra Moreno
Directores: Joan Jofre Torroella y Maite
Muniesa Pérez

Universitat de Barcelona.

scherichia coli productora de toxina Shiga
E(STEC) es agente causal de enfermedades
como la colitis hemorragica, el Sindrome de
Uremia Hemolitico y la Purpura Trombdtica
Trombocitopénica.

Su principal reservorio es el ganado de
vacuno y la via de transmision al hombre es por
consumo de alimentos contaminados o mal
cocinados.

El principal factor de virulencia de STEC es
la toxina Shiga. Estructuralmente es similar a la
que expresa Shigella dysenteriae serotipo I. Esta
toxina se encuentra codificada en el genoma de
fagos de tipo lambdoide, que se establecen
como profagos en STEC (fagos-stx) y se expresa
tras la activacién del ciclo litico.

Cierto porcentaje de las STEC aisladas de
medio ambiente y/o de alimentos es portador
de mds de un profago-stx en su genoma, lo que
hace necesario el estudio de la doble lisogenia
en estas cepas, asi como posibles interacciones
entre estos fagos y sus repercusiones en la
patogenicidad.

Por este motivo los objetivos de la tesis
doctoral fueron:

1. Caracterizar fagos-stx de origen animal aten-
diendo a su morfologia, tamafio del genoma,
patrén RFLP, secuencia del gen stx, espectro de
huéspedes y capacidad de conversién lisogéni-

ca en cepas de laboratorio. Los resultados
muestran heterogeneidad de los fagos analiza-
dos, si bien el gen stx estaba muy conservado
(Muniesa et al., 2004. Microbiol).

2. Obtencién de fagos-stx recombinantes, a los
que se les introdujo un gen de resistencia a anti-
bidtico que permitiera la mejor seleccién de lisé-
genos y que a su vez pudiera hacer distinguible
un fago-stx de otro (recombinante). Serra-
Moreno et al., 2006. BMC Mol. Biol.)

3. Estudio de la lisogenia doble de fagos-stx. A
partir de este conjunto de fagos pudimos reali-
zar experimentos de conversidn lisogénica en
los que seleccionamos la presencia del fago
recombinante. Nuestros resultados muestran
que en la mayoria de los casos la incorporacion
del segundo profago estd mds favorecida que si
éste mismo se incorporara en la misma cepa,
pero sin el primer profago. Con una frecuencia
similar se observd la sustitucion del primer fago-
stx por el segundo. Y en sélo tres casos de
ochenta la incorporacién del fago recombinan-
te en la cepa sin profago-stx fue superior. Esto
nos indicé que, existia algtin tipo de interaccion
génica entre los dos profagos que facilitaba la
insercion del segundo (en los casos en que la
doble lisogenia era favorecida). Los analisis pos-
teriores de mutagénesis dirigida demostraron
que el gen cl del primer profago estd implicado
en esta funcién. Su eliminacién implicaba la no
generacién de dobles liségenos mientras que su
complementacidn restituia los valores iniciales.
Ademéds se observé que los dobles liségenos tie-
nen una tasa menor de induccién del ciclo litico,
lo que supone una menor produccién de parti-
culas viricas y de toxina Shiga, tal y como mos-
traron nuestros andlisis. (Serra-Moreno et al.,
2008. J. Bacteriol. en revisién).

4. Lugares de insercién ocupados por los fagos-
stx. Se analizaron los lugares de insercién ocu-
pados por los fagos caracterizados en sus cepas
de origen STEC y en distintas cepas de laborato-
rio. Se observé que podian ocupar loci diferen-
tes dependiendo de la cepa, el mismo hecho se
repetia en el caso de los dobles liségenos. En
este caso si dos profagos solian ocupar el
mismo loci (en sus respectivos liségenos sim-
ples), en el liségeno doble uno de los fagos
pasaba a ocupar wun loci secundario.
Experimentos de mutagénesis en los que se eli-
mind uno de los lugares preferentes de inser-
cién demostraron que, independientemente del
tipo de tirosin recombinasa que posea el fago,
éste se integra en un loci determinado depen-
diendo de su disponibilidad y accesibilidad en la
cepa huésped (Serra-Moreno et al., 2007. J.
Bacteriol)

Las conclusiones que de este trabajo se
derivan es que la presencia de dos profagos en
el genoma de STEC es un hecho frecuente y que
puede ser un elemento de diversificaciéon en
estas cepas, puesto que al disminuir su capaci-
dad de induccién del ciclo litico disminuye la
expresion de la toxina y por tanto su patogeni-
cidad, pero al mismo tiempo mantienen el
cardacter stx, que de otra manera la expresion de
la toxina implica en ultima instancia la muerte
bacteriana. Por tanto la doble lisogenia podria
actuar como un primer paso para la incorpora-
cién del nuevo material genético, lo que puede
aumentar la eficacia biolégica de la cepa a corto
plazo.
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APUNTESY COMENTARIOS

El genoma sintético
de la factoria Venter

ay mucho de nuevo pero también algo de chocante en

la muy pregonada sintesis quimica en la factoria Venter
de un genoma microbiano funcional'. Desde un punto de
vista tecnoldgico es una proeza digna del libro Guinness: la
secuencia de ADN mas larga jamas ensamblada artificial-
mente, mas de 558 kbp. Las técnicas asociadas al proceso
(sobre todo el maridaje de segmentos de DNA primero en
BACs y luego en levaduras) son extraordinariamente crea-
tivas. Y ciertamente se abre la puerta a la sintesis rutinaria
de largas secuencias de DNA, algo que revolucionard a la
Biologia Molecular y la Biotecnologia —empantanada
desde hace 30 afios en el problema de las ligaciones inefi-
cientes de ADN. Pero esta no es la primera vez que se sin-
tetiza un genoma. El mismo grupo habia ya publicado en
20032 (si bien con una fanfarria en los medios mucho
menor) la manufactura completa del genoma del bacterid-
fago ®X174, de un tamafio casi 100 veces menor que el de
Mycoplasma genitalium. Asi que el gran salto adelante es
verdaderamente impresionante. La visibilidad conseguida
por el flamante genoma sintético ha sido también un éxito
de marketing que sin duda atraerd nuevos inversores a
Synthetic Genomics, la empresa que Venter cred hace unos
afios para capitalizar este trabajo. Hasta aqui todo bien,
aunque no deja de sorprender que varios medios hayan
difundido la idea de que a partir del genoma sintético solu-
cionaremos todos los problemas energéticos y medioam-
bientales. Por supuesto, estas expectativas no se mencio-
nan como tal en el trabajo publicado en Science, pero lo
cierto es que la factoria Venter las ha popularizado a los
cuatro vientos a través de una bien organizada campafia
de prensa.

Pero ;cudl es el significado cientifico de esta publica-
cién? Lo dicho: técnicamente, este trabajo es una proeza.
Pero paraddjicamente, su relevancia cientifica es practica-
mente nula. Un sistema vivo tiene al menos tres compo-
nentes: un programa, una codificaciéon material de ese pro-
grama y una maquinaria que lee y ejecuta ese programa.
En esto, las células son una clase particular de la mdquina
de Turing, en la que se basan los ordenadores. Una publi-
cacion previa del mismo equipo, que presentaba un méto-
do para transplantar un cromosoma de una especie a otra3
tiene una transcencencia mucho mayor. Este trabajo
demostré formalmente que se pueden disociar las instruc-
ciones codificadas en el ADN de la maquinaria que las
interpreta. Lo que la factoria Venter ha hecho ahora es
copiar fielmente las instrucciones y el cddigo (sin saber

H[HM J J‘I\Lﬁ.
Victor de Lorenzo
Centro Nacional de Biotecnologia, Madrid

muy bien como funciona el programa....) y utilizar la
magquinaria lectora proporcionada por una célula viva pre-
existente. La nocién de que con este trabajo se ha sinteti-
zado una bacteria viva en el laboratorio es una exagera-
cién estrepitosa. Es como si perfordramos manualmente
una de las antiguas tarjetas de programacion usando
como molde una que ya estaba perforada. Seguro que la
tarjeta copiada funciona como la original pero... ;pode-
mos argumentar que hemos creado un ordenador? No
sabemos ahora mds sobre la Biologia de los
Microorganismos, ni sobre el Origen de la Vida ni sobre los
genomas minimos ni sobre la reprogramacién de redes
bioldgicas... nisiquiera estan aln a la vista las aplicaciones
biotecnolégicas tan publicitadas.

Tarde o temprano se creara vida en un tubo de ensayo,
pero ni estos experimentos lo han hecho auln ni se sabe
todavia lo suficiente para lograrlo. La secuencia de los
genomas nos proporciona un catalogo completo de todos
los componentes de la célula, una especie de dramatis per-
sonae. También conocemos algunas de las frases del texto
e incluso varios episodios del drama. Pero aun falta enten-
der el guién completo y poder escribir otros argumentos
con los mismos o con distintos personajes. Tal y como
insiste Antonie Danchin en su extraordinario libro The
Delphic boat4, 1o que define a los sistemas vivos no son sus
componentes, sino la relacién entre sus componentes.
Esto no se deduce automadaticamente de las secuencias,
aunque debe estar también codificado en ellas. El gran
reto es entender el mapa y la coreografia de los elementos
de la célula que estan sobreimpuestos a la secuencia del
genoma. Es este mapa el que evita que choquen todas las
bailarinas por el camino. Para crear vida sintética (e insisto
que lo veremos en un futuro no muy lejano) se necesita
comprender no sdlo las partes y funciones basicas de los
sistemas vivos (a lo que se ha dedicado la Biologia
Molecular en los udltimos 50 afios), sino también las cone-
xiones entre esas partes (algo que la Biologia de Sistemas
esta intentando en la actualidad), para finalmente crear
algo que antes no existia (como lo pretende la Biologia
Sintética).

Hay un detalle en esta publicacidon que, curiosamente,
ha pasado desapercibido en las noticias que se han dado
sobre ella. Y es que los Autores del genoma sintético han
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firmado su obra tomando las abreviaturas de una letra de
los aminodcidos (C: cisteina, R, arginina, A: alanina etc) e
insertando las correspondientes secuencias de ADN en el
cromosoma artificials. Quizd, como antes le ocurrié a
Watson y a Mullis, el personaje Venter empieza a prevale-
cer sobre el cientifico Venter. ; Esos nombres impresos en
el genoma me recuerdan mucho mas a las marcas con las
que los vaqueros hierran las reses de su propiedad, que a
las firmas que ponen los artistas en sus cuadros !

Ciney
microbiologia

n las lecciones introductorias del programa de

Microbiologia, se suele explicar como la invisibilidad al
ojo humano constituye el caracter esencial de los microor-
ganismos. Por tanto, para su observacion, el microbiélogo
necesita disponer de instrumentos dpticos de precision.
Fiel a este rasgo definitorio, la presencia subliminal del
mundo microbiano resulta palpable —particularmente en
su papel como agentes etioldgicos de enfermedades
infecciosas- en las multiples facetas de la creatividad
humana, desde el arte a la literatura pasando por la musi-
ca o el cine. Por restricciones de espacio, mencionaremos
como botdn algunas muestras de esta, inaparente pero
fundamental, contribucién microbiolégica al denominado
Séptimo Arte.

El bacilo endoesporulado histotdxico Clostridium per-
fringens debiera haber figurado en los créditos de nume-
rosas peliculas, incluyendo la inmortal epopeya “Lo que el
viento se llevé”. En una escena cumbre, Scarlett O’hara, la
seductora y coqueta protagonista que trabaja como enfer-
mera voluntaria por la causa confederada, abandona
espantada el hospital, incapaz de contemplar la amputa-
cién de una pierna necrosada por la gangrena gaseosa
debida al anaerobio estricto; mientras se oye de fondo las
voces del médico reclamando su presencia y los aullidos
del soldado pidiendo que no le corten la pierna.

Desde las plagas biblicas (Los diez mandamientos,
Sinhué el egipcio), hasta las actuales epidemias viricas
(Estallido, Virus), el cine ha prestado gran atencién a las
consecuencias catastrdficas generadas por la expansion
de las infecciones, soslayando su etiologia microbiana.
Mycobacterium leprae, el bacilo de Hansen, no fue nomi-
nado al oscar secundario por Ben Hur, otro titulo inolvida-
ble. Recordemos como la madre y la hermana del recien-
temente desaparecido Charlton Heston, contraen la lepra
al cabo de varios afios encarceladas en las mazmorras
romanas como cruel represalia del pérfido Messala.
Cumpliendo el cddigo de Moisés de aislar a los infectados
de la poblacién sana, las dos mujeres son confinadas a un
valle cerrado destinado a los leprosos. La naturaleza trans-
misible de la lepra y el pavor al contagio se reflejan en la
escena donde Ben Hur, buscando su curacién milagrosa,

Referencias

1Gibson DG y cols. 2008. Complete chemical synthesis, assem-
bly, and cloning of a Mycoplasma genitalium genome. Science,
DOI: 10.1126/science.1151721

2Smith HO, Hutchison CA, Pfannkoch C y Venter JC. 2003.
Generating a synthetic genome by whole genome assembly:
FX174 bacteriophage from synthetic oligonucleotides. Proc
Natl Acad Sci 100: 15440-15445.

3Lartigue Cy cols. 2007. Genome transplantation in bacteria:
changing one species to another. Science 317: 632-638.

4Danchin, A y Quayle, A 2003. The Delphic Boat: what
genomes tell us. Harvard University Press.

SDNA signature. Comentario en New Scientist del 2 de febrero
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Juan Carlos Argiielles
Area de Microbiologia, Universidad de Murcia

las lleva a presencia de Jests camino de la cruz. Dan limos-
na a un ciego que les orienta, pero éste al escuchar el grito
de “ileprosas!” tira la moneda del cuenco. La estigmatiza-
cién social de las enfermedades microbianas y su impacto
en la vida personal y laboral de los pacientes, ha recibido
un amplio tratamiento cinematografico, acentuado desde
la irrupcidon de la pandemia de SIDA. La totémica
“Philadelphia” es un ejemplo representativo.

La enterobacteria Yersinia pestis ocupa una posicién
estelar entre las estrellas microbioldgicas al servicio del
cine. El agente causal de la peste bubdnica transmitida al
hombre desde las ratas por medio de las pulgas como
insecto vector, ha protagonizado multitud de peliculas. En
la espléndida “El séptimo sello” un caballero feudal (Max
von Sydow) regresa de Las Cruzadas; atormentado por la
bldsqueda de Dios y las dudas existenciales. Queriendo dar
sentido a su vida, el caballero se disputa con la Muerte, en
una partida de ajedrez, las vidas de una poblacién devas-
tada por la peste negra, denominacidn de la terrible pan-
demia que asold Europa a mediados del siglo XIV, diez-
mando un tercio de su poblacién y provocando graves dis-
turbios sociales. Por cierto, en el film aparecen “los flage-
lantes”, movimiento medieval que preconizaba el castigo
corporal y la recreacidon de la pasion como medio de puri-
ficacidn para evitar el contagio de la peste por Y. pestis. El
Papa Clemente VI los declard herejes.

El brote de cdlera causado por Vibrio cholerae, el
vibriédn Gram negativo, anaerobio facultativo, sirve de tras-
fondo argumental en “Muerte en Venecia”. Esta delicada
alegoria visual sobre la belleza, retrata con singular maes-
tria el fracaso y la delicada sensibilidad del personaje cen-
tral —-basado en Gustav Mahler y bordado en la interpreta-
cién por Dirk Bogarde-, que se siente renacer al enamorar-
se platénicamente de un hermoso adolescente de faccio-
nes turbadoras, con quién no intercambiard jamas una sola
palabra. Sin oponer resistencia al avance del cdlera, el pro-
tagonista contempla su decadencia fisica irreversible en
paralelo con el deterioro de la propia ciudad de los cana-
les. La musica de Mahler y la cuidada fotografia —e indirec-
tamente también los organismos microscdpicos- constitu-
yen el complemento perfecto para esta obra de culto.
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NUESTRA HISTORIA

Juan

Marcilla

Presidente fundador de la SEM

Alfonso V. Carrascosa Santiago
Departamento de Microbiologia

Instituto de Fermentaciones Industriales, CSIC

Juan Marcilla Arrazola (1886-1950) fue el primer presi-

dente de la Sociedad de Microbidlogos Espafioles, fun-
dada en 1946, que con el paso del tiempo terminaria deno-
minandose Sociedad Espafiola de Microbiologia.
Probablemente para muchos microbidlogos de la SEM,
Marcilla sea un perfecto descono-
cido, por lo que tal vez este articu-
lo pueda resultar ilustrativo.

MARCILLA
Y LA VITIVINICULTURA

arcilla nacié 29 afos después
de que Pasteur escribiese su
Mémoire sur la fermentation alcoo-
lique, en la que describia cémo la
causante de la fermentacién vinica
era la levadura. Con toda seguri-
dad, Marcilla es la figura méas rele-
vante de la vitivinicultura espafiola
de la primera mitad del siglo XX.
Juan Marcilla Arrazola nacidé en
Madrid el 27 de diciembre de 1886.
Unico varén de cinco hermanos,
quedd huérfano a los 14 afos.
Hubo de costearse sus estudios,
incluida la carrera de piano, con el
sobreesfuerzo afiadido de dar cla-
ses particulares de matematicas. Culmind brillantemente
su formacién académica como Ingeniero Agrénomo en
1910, conquistando el n° 1 de su promocidn.
Inmediatamente su vida profesional se orientd hacia la
vitivinicultura, trasladandose a la Estacién Enolégica de
Villafranca del Penedés. Y es que el sector vitivinicola atra-

vesaba una profunda crisis, relacionada con la ocupacién
francesa, de cuya finalizacion se cumplen ahora precisa-
mente dos siglos.

Hundido por las guerras napolednicas, el sector vitivini-
cola espafiol fue recuperdndose lentamente. Pero casuali-
dades de la historia, la apari-
cién del oidio y, sobre todo,
de la filoxera, hundié el sec-
tor en Francia, y esto ocasio-
nd un aumento de la deman-
da exterior muy grande,
entre 1860-1870, lo que per-
mitié sofiar con hacer de
Espafia ‘“la bodega del
mundo” (Pan Montojo,
1994). Primando la cantidad
sobre la calidad, poco se
pensé en cuestiones técni-
cas o en renovacion de insta-
laciones, y mucho menos en
investigacion, hasta que la
filoxera llegd a Espafia y la
demanda exterior disminu-
yo. El refuerzo quimico de la
produccidén, iniciado en
1860, y una timida renova-
cién técnica que condujo ala
diversificacién de producto,
con el desarrollo de la industria del brandy en Jerez, y del
champdn en Catalufa, fueron los Unicos avances tecnolé-
gicos destacables de la época.

El equilibrio no se recuperd hasta la primera década del
siglo XX. Al final de la Restauracidn se comenzé a practicar
una politica agraria que promovid, entre otras cosas, la
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vertebracidn asociativa. Poco a poco la produccién de can-
tidad se vio fortalecida por el inicio de la produccién de
calidad, y la llegada de los conocimientos de la moderna
microbiologia, que habia nacido en Francia de la mano del
quimico Louis Pasteur, fue fundamental para que con ella
comenzase el desarrollo de la microbiotecnologia alimen-
taria espafiola. Todo esto ocurrié de la mano del genial
Juan Marcilla, con quien surge la microbiologia enoldgica
espafiola como disciplina de investigacion cientifica y asig-
natura docente universitaria, y con quien se propaga el
concepto de pie de cuba y sus limitaciones, como a conti-
nuacién veremos.

Decia que la llegada de la filoxera a nuestro pais hizo
surgir la necesidad de reconversién del sector, en la que
cobran protagonismo las estaciones enoldgicas junto con
los servicios viticolas y, como vamos a ver, juega un papel
crucial nuestro personaje.

En 1915, y tras haber realizado una estancia en el
extranjero, concretamente en la Estacidn Vitivinicola de
Montpellier, fue destinado a la Estacion Ampelografica
Central de Madrid, en la que se habian centralizado los
antiguos Servicios Viticolas. En esta etapa se especializé en
la lucha contra la filoxe-
ra, necesidad acuciante
del sector, mediante el
empleo de portainjertos
americanos. Este perio-
do de formacién acadé-
mica y profesional lo cul-
minaria escribiendo dos
de sus obras fundamen-
tales Vinificacién en pai-
ses cdlidos y Quimica, viti-
cultura y enologia, ambas
publicadas en 1922, y en
las que se incluian sus ya
entonces abundantes
conocimientos  sobre
microbiologia enoldgica.

Pabellon central de la nueva ETSI Agrénomos, finalizado en
1925 (Archivo ETSI Agrénomos).

MARCILLA PROFESOR

n 1924 gand por concurso-oposicion la Catedra de

Viticultura y Enologia de la Escuela Técnica Superior de
Ingenieros Agrénomos de Madrid. Por iniciativa suya se
crearia en 1928 la Catedra de Microbiologia Agricola, que
resultaba ser la tercera a nivel nacional dedicada a esa dis-
ciplina y la primera que abordaba la microbiologia de pro-
ductos vegetales, y de la cual fue catedrdtico hasta su
muerte. Se consolidaria a partir de aqui su etapa formativa
y docente junto a su vocacién cientifica, que dedicaria a la
microbiologia enoldgica.

Conjugd como pocos coetdneos sus tareas docentes y
profesionales ya que, ademas de las clases en la Escuela,
promovid la formacién de cooperativas vitivinicolas, la
construccion de modernas bodegas (Cintruénigo,
Pefiafiel, La Seca, Arganda, Alcdzar de San Juan, Santa
Maria de los Llanos, Aranda de Duero...) y la imparticion de
un sinfin de cursi-
llos de capacita-
cién agraria en
los que cobré
una importancia
creciente la
transmision de
conocimientos
en microbiologia
enoldgica. En
parte por su acti-
vidad de capaci-
tacién, en parte
por su esfuerzo y
apoyo alareinjer-
tacion del vifiedo
filoxerado, y en

o

JUAN MARCILLA

INGENICRO ACRONOMOD
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MARCILLAY LA JAE

or estos afilos comenzd sus investigaciones cientificas
Psobre la microbiologia de los vinos generosos de
Andalucia Occidental, centrando su atencidn en el estudio
de las denominadas levaduras de flor. La precariedad eco-
ndémica de la universidad le obligd a solicitar una ayuda
econdmica a la recién creada Fundacién Nacional para
Investigaciones Cientificas y Ensayos de Reformas (FENI-
CER), organismo ligado a la Junta para Ampliacién de
Estudios e Investigaciones Cientificas (JAE). Castillejo, a la
sazon secretario de la FENICER, aprovechd la ocasidén para
no sélo concederle la ayuda econdmica solicitada, sino
para crear el Centro de Investigaciones Vinicolas (CIV) con
el objetivo de “...el estudio cientifico de vinos espafioles y
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'E'ig‘ura 17.—Colonia gigante de la levadura F-4 sobre gela-
tina al mosto de uva peptonado. (Dibujo a la cdmara clara.)

Figura 49.—Células del mismo velo. Coloracidn al yode, (Ver pag. 69.) Aumento:; X 1.250.

Esquema de una colonia de Saccharomyces beticus, nueva
especie de levadura que Juan Marcilla descubrid en los velos
de vino de Andalucia Occidental (J. Marcilla, G. Alas y E.
Feduchy: “Contribucién al estudio de las levaduras que forman
velo sobre ciertos vinos de elevado grado alcohdlico”. Anales
del Centro de Investigaciones Vinicolas Vol. I, n° 1, 1939).

los experimentos y ensayos de aplicaciones industriales, a
fin de mejorar, diversificar y abaratar su produccion” (Acta
de constitucién), y del cual Juan Marcilla Arrazola fue inme-
diatamente nombrado director en 1933 (Formentin y
Rodriguez, 2001).

Pretendia el CIV que se trabajase sobre las aplicaciones
de la ciencia a un nivel que no alcanzaban las ya creadas
Estaciones Enoldgicas. Se pidi6 a la escuela de Agrénomos
el empleo de sus laboratorios para la realizacién del traba-

jo del personal del ClIV, pensando que también les com-
pensaria la utilizacién del material asignado a la mejora
cientifica en la docencia en dicha Escuela. Fue asi como
pasd a desempefiar cargos de gestidn en la investigacion
al mas alto nivel de la época, actividad que como veremos
se vio obligado a llevar a cabo mas adelante.

De los pocos logros (acaso el inico) que tuvo en publi-
caciones la FENICER, destaca el boletin donde Marcilla dio
cuenta de los resultados de sus investigaciones, en los
Anales del Centro de Investigaciones Vinicolas Vol. I, n° 1
con el titulo “Contribucién al estudio de las levaduras que
forman velo sobre ciertos vinos de elevado grado alcohdli-
co”, escrito por Juan Marcilla, Genaro Alas y Enrique
Feduchy, que publicado en 1939, fue la primera publicacién
cientifica de microbiologia enoldgica espafiola en particu-
lar, y de microbiotecnologia alimentaria espafiola en gene-
ral, ya que recogia resultados de ensayos en los que utili-
zaba una cepa de la especie de levadura Saccharomyces
beticus que él mismo descubrid, para realizar la fermenta-
cién controlada con levadura seleccionada y la posterior
formacidn de la flor o velo tipica de la zona de vinificacién
investigada.

MARCILLAY EL CSIC

os lamentables sucesos de 1936 afectarian no poco esta

trayectoria que ya se habia consolidado tanto en su ver-
tiente profesional, como docente, cientifica y de gestidn a
alto nivel, pero todo lo aprendido y desempefiado tuvo
mucha utilidad en afios posteriores. En 1939 le vino el reco-
nocimiento internacional siendo nombrado Vicepresiden-
te de la Office International de la Vigne et du Vin, actual OlV,
maxima autoridad internacional sobre cuestiones vitivini-
colas.

Su actividad cientifica la retomaria acabada la Guerra
Civil, en los laboratorios de Fisiologia Vegetal del Real
Jardin Botanico. Por esta época la vida le daria otro duro
revés, enviudando el 22 de enero de 1943 a los 57 afios con
once hijos, que sacaria adelante con no poco esfuerzo y
dedicacidn. Su experiencia en gestion le llevd a asumir una
Vicepresidencia en el recién creado CSICy a ser nombrado
miembro del Consejo Técnico (CT) del recién creado
Patronato Juan de la Cierva (PJC). Las funciones del CT
eran a) definir los problemas de investigacion técnica, b)
estudiar la relevancia econémica de los proyectos ¢) plan-
tear centros que debieran crearse y d) inventariar los cen-
tros existentes relacionados con los problemas y proyec-
tos definidos. Una de las tematicas iniciales del CT fue la de
Fertilizantes y aprovechamiento Industrial de Productos
del Campo, que dirigié por Juan Marcilla. EI CT pretendia
ser como una incubadora de institutos, mientras que el
Instituto Nacional de Industrias (INI) lo era de empresas,
en las que se explotaban las patentes del PJC. En 1951 la CT
dictamind sobre la organizacién de un Instituto del Vino y
de las Fermentaciones. En la actualidad dicha iniciativa
parece por fin haber cristalizado con la creacién del
Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino (ICVV) en La Rioja,
centro mixto CSIC-Univ. de la Rioja-CIDA.
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Juan Marcilla impartiendo clase (Archivo ETSIA).

Finalmente las investigaciones de Marcilla se integrarian
como Seccién de Fermentaciones por él dirigida, primero
en el Instituto de Biologia Santiago Ramdn y Cajal, después
pasando como tal al nuevo Instituto de Microbiologia
Aplicada del CSIC, creado en 1946 y del que seria nombra-
do director.

En 1966, la Seccién de Fermentaciones fundada por
Marcilla en el Instituto Jaime Ferrdn de Microbiologfa pasé
a integrarse como Departamento de Fermentaciones
Industriales al nuevo Centro Nacional de Quimica
Organica. Fue en 1967 cuando el departamento pasd a ser
a Instituto de Fermentaciones Industriales (IFI) (CSIC), y a
incluirse junto con otros centros en el proyecto cientifico
del Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia de los
Alimentos (INCYTA), proyecto que no prosperaria mucho
tiempo, pero que por primera vez coordinaria cientifica-
mente los centros del CSIC que formarian con posteriori-
dad la actual Area de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos.

MARCILLA
Y LA MICROBIOLOGIA ENOLOGICA ACTUAL

arcilla trae a Espafia la microbiologia vinica europea.

Dentro del panorama de la misma, comenzaba a des-
tacar el enfoque abordado por los microbidlogos italianos,
interesados en conocer la microbiota autdctona italiana,
que buscando la forma de emplear levadura seleccionada
en las fermentaciones vinicas, se interesaron por describir
la realidad especioldgica de sus caldos. Marcilla, sensible a
todos los adelantos y nuevos desarrollos en materia de
microbiologia enoldgica, recoge en su obra magna
“Tratado de viticultura y enologia espanolas” (1942), que
“...alin muy escaso conocimiento que poseemos dcerca de la
flora microbiana espontdnea en los mostos de uva de cada
comarca viticola”. Reconociendo los limites de la microbio-
logia, aun en perjuicio propio, admite que ‘... Los especia-

les gustos y aromas, las calidades
todas de un vino dado, ;pueden
ser obtenidas con una sola clase
de levaduras puras o son mds bien
el resultado que deriva, inicial-
mente y en parte, de una fermen-
tacién mixta producida por dos o
mds especies o razas?” para con-
testar con la clave que permite
entender el posterior trabajo del
grupo de los Profesores de
Investigacién Dr. Baldomero
Ifigo y Dr. Francisco Bravo en
zimologia y bacteriologia enold-
gica respectivamente: “ Creemos
que jamds se podrd contestar a
esta pregunta con cardcter de
generadlidad. Es casi seguro que
para muchos vinos comunes bas-
taria con una levadura pura,
...pero para los Chianti italianos
autoridades como nuestro colega
y amigo el prof. Castelli (T.) dudan
mucho que puedan ser obtenidas las mejores y mds tipicas
calidades con una sola levadura pura, y es seguro que lo
mismo ocurrird para muchos vinos finos espafoles y extran-
jeros”. El esfuerzo cientifico de Ifiigo se desarrollard en
parte como busqueda de la respuesta a esa pregunta, y
precisamente de la mano del mencionado microbiélogo
italiano, el Prof. Tomasso Castelli, en cuyo laboratorio estu-
vo trabajando.

Castelli, con quien Marcilla habia contactado con ante-
rioridad, procurd relacionar las especies de los mostos ita-
lianos con el clima y lo consiguid, algo que serviria para el
posterior desarrollo de la teoria ecolégica del vino espa-
fiol, para la puesta en practica de la misma mediante la ela-
boracién del vino ecoldgico, y para la constitucién de la
coleccién de levaduras espafiolas del IFI-CSIC, parte de la
cual ha sido recientemente depositada en la CECT, todo
ello llevado a cabo por el grupo de los Dres. Ifiigo y Bravo.

MARCILLAY EL PIE DE CUBA

arcilla continud su dedicacién a la docencia, pasando
M a asumir también tareas de gestiéon como Director de
la Escuela de Agrénomos que I
permitieron, entre otras
cosas, reconstruirla por haber
quedado muy dafiada por los
combates. Pero en este y
otros aspectos, lo que consti-
tuirfa su obra cumbre, men-
cionada con anterioridad, fue
la publicacién en 1942 del que
seguramente fuera el libro
espafiol mds importante en |
viticultura y enologia del siglo ‘L(
XX, el “Tratado prdctico de
viticultura y enologia espaho-
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las” , premiado por la Office International du Vin (OIV),
donde alna conocimientos cientifico-técnicos de una
forma magistral, demuestra sus dotes didacticas de forma
incontestable e incluye todo lo que en la época se conoce
sobre microbiologia enoldgica, tanto en el empleo de pies
de cuba con levadura seleccionada como en la determina-
cién del origen microbiano de importantes alteraciones
del vino.

jSg&
Gf; ?46

Figunra 23.—Formas mis frecuentes
Forma redondeada o “cerevisia

Forma eliptica o “ellipsoide

Forma apiculada.

Formas mazudas o en salchicha (Pasteurianus)

Forma “Schyzosaccharomyces™,

o Bk A o

Forma miceliar o *“Mycotérula™,

14 clave de clasificacion morfoldgica de levaduras enoldgi-
cas (Marcilla, J. 1942. “Tratado prdctico de viticultura
y enologia espafiolas”)

En sus libros de 1922, “Vinificacién en paises cdlidos”, y
“Quimica, viticultura y enologia”, escrita con el también
ingeniero agronomo Nicolds Garcia de los Salmones, Juan
Marecilla refleja sus conocimientos sobre el empleo de leva-
duras en enologia, y en concreto, de la preparacién y fines
del pie de cuba. Pero sera en su obra magna, seguramen-
te el libro espafiol mas importante en viticultura y enologia
del siglo XX, escrita en 1942, “Tratado de viticultura y eno-
logia espafolas” (1942), donde atina conocimientos cienti-
fico-técnicos de una forma magistral, y demuestra sus
dotes diddcticas de forma incontestable. En el capitulo IX
de dicha obra en el que, al hablar de los “Métodos para
mejorar las fermentaciones espontdneas de los mostos de
uva”, hard mencion al pie de cuba en los siguientes términos:

“Pies de cuba.- Un pie de cuba no es mds que un mosto
en plena fermentacion, conducida en las mejores condicio-
nes posibles, para procurar el predominio de buenas levadu-
ras. Este mosto, se adiciona en proporciones variables (del 2
al 6 %, por ejemplo) a los mostos que van a fermentar, ase-
gurando con ello el rapido y fdcil arranque de la fermenta-
cion y tendiendo a conseguir, desde el principio, un predo-
minio de las levaduras mds convenientes.

La preparacién de un pie de cuba es muy sencilla: unos
cuantos dias antes se recolectan racimos sanos y bien madu-
ros, de los que se obtiene mosto en el que, si es preciso, se
corrige la acidez en caso de ser escasa (La adicion de 6 a 8 g
de fosfato amdnico por cada 100 L de mosto, para pie de
cuba, puede ser aconsejable, para procurar mayor multipli-
cacién de levaduras. Siempre se procederd a sulfitar en pro-
porciones que basten a un buen desfangado y se trasegard el

mosto claro, airedndolo mucho, a una vasija no azufrada, en
la que arrancard y proseguird la fermentacion, que debe ser
asiduamente vigilada, sobre todo en lo que se refiere a la
temperatura”.

Respecto a las dificultades de su preparacidon comenta
que puede parecer dificil tenerlos activos durante toda la
vendimia, por lo que propone lo siguiente:

“El problema se resuelve preparando, al mismo tiempo
que el primer pie de cuba, una cantidad suficiente de
mosto azufrado (sulfitado) con la proporcidn de sulfuroso
suficiente para que no arranque la fermentacién espontd-
nea en bastantes dias. Con este mosto, bien aireado (o
mejor, calentado a 60°Cy jarreado para airearlo bieny des-
ulfitarlo parcialmente), se van alimentando los pies de
cuba a medida que se van consumiendo, obteniéndose de
este modo un pie de cuba en fermentacion continua”.

Resumiendo la utilidad del uso del pie de cuba conclu-
ye mas adelante:

“Los pies de cuba pueden ser muy dutiles:

1° En vendimias de frutos averiados, enmohecidos, lesio-
nados por granizadas, etc., porque hacemos predominar
desde la iniciacién de las fermentaciones una poblacién de
levaduras sobre la flora microbiana, abundante y poco ade-
cuada en esta clase de vendimias; y

2° Para hacer arrancar la fermentacién en mostos a tem-
peraturas inferiores a 15°, en bodegas y climas de otofio muy
fresco o frio.

Continta refiriéndose al tema en el Cap. XXI “Los vinos
espumosos”, al caso particular de la fermentacién en bote-
lla, donde la tradicion de no inocular estd siendo sustituida
por el empleo de levadura seleccionada, con cuya inocula-
cién se consigue la plena seguridad de la produccidn de la
espuma y mayor constancia en los resultados.

MARCILLAY LA SEM

oco después, y en continuidad con su papel institucio-
Pnalizador de la microbiologia cientifica, fue Presidente
fundador de la Sociedad Espafiola de Microbiologia (SEM),
en 1946, cuya extraordinaria labor continda en nuestros
dias.

Diversificé mucho sus lineas de investigacidn, abordan-
do el aprovechamiento de residuos agricolas mediante la
fermentacién microbiana, aspecto éste en el que fue un
auténtico pionero en lo que a biorremediacidn se refiere,
algo tan en boga hoy dia para asegurar la sostenibilidad de
la actividad industrial. Recibié multiples condecoraciones,
entre las que cabe destacar la Cruz al Mérito Agricolay la
Cruz de Alfonso X El Sabio. En 1945 tomo posesién como
académico de la Real Academia de Ciencias Exactas, Fisicas
y Naturales. Prepardndose para asistir en Rio de Janeiro al
V Congreso Internacional de Microbiologia, al que llevaba
el estudio “Contribucién al estudio del metabolismo car-
bonado de las levaduras multiplicadas en anaerobiosis
sobre prehidrolizados de residuos agricolas”, escrito por
él mismo, L. Hidalgo y J. Garrido, fallecié en Madrid el 16 de
agosto de 1950.
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Juan Marcilla supervisando tareas de campo (Archivo ETSIA).

El personaje fue pionero e institucionalizador, tanto a
nivel docente como cientifico, de la microbiologia enoldgi-
ca espafiola y de la microbiotecnologia alimentaria, algo
realmente dificil de encontrar en la misma persona, sin
duda el protagonista y maximo exponente de la vitivinicul-
tura espafiola de la primera mitad del siglo XX: el Ingeniero
Agréonomo Juan Marcilla Arrazola.
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TEMAS DE ACTUALIDAD

Canibalismo

de

0s microorganismos emplean armas quimicas como
Lantibiéticos u otros agentes antimicrobianos para pro-
tegerse del ataque de otras especies o incluso de diferen-
tes cepas de la misma especie. En general, los microorga-
nismos que producen estos compuestos son inmunes a los
mismos. En Bacillus subtilis, concretamente en poblaciones
que entran en fase de esporulacién, se ha descrito un com-
portamiento fratricida mediado por unas toxinas que son
producidas por algunas células de la poblacién para elimi-
nar a otras células hermanas, genéticamente idénticas
(Gonzélez-Pastor et al., 2003). El proceso de formacion de
esporas se inicia por limitacién de nutrientes, e implica la
divisién asimétrica de la célula para producir dos comparti-
mentos de distinto tamafo: la célula madre, de mayor
tamafio, y la forespora, de menor tamafio que dara lugar a
la espora. El compartimiento de la forespora termina incor-
porandose en el compartimento de la célula madre, que
contribuye al desarrollo de la espora. La lisis de la célula
madre permite la liberacién de la espora (revisado en
Piggot y Losick, 2002; Errington, 2003). Un aspecto impor-
tante de este proceso es que las células no estan compro-
metidas a esporular hasta que forman el septo asimétrico
en uno de los polos. Hasta ese momento, pueden volver a
crecer si surgen nuevos nutrientes en el medio. Sin embar-
go, las células que han pasado el estado de formacién del
septo asimétrico entran en un proceso sin retorno, y ten-
drdn que completar la formacién de la espora pese a la pre-
sencia de nutrientes (Parker et al., 1996). El proceso de
esporulacién es muy complejo, requiere un elevado consu-
mo energético y necesita varias horas para completarse.
Por ello, la formacién del septo asimétrico se podria consi-
derar como el momento idéneo para decidir si el proceso
de esporulacién debe continuar o no, haciendo este pro-
ceso reversible si aparecen nuevos nutrientes en el medio.
Como se ha comentado previamente, se ha descrito un
comportamiento de fratricidio en poblaciones que entran
en esporulacion. En estas poblaciones se ha observado
que no todas las células entran de forma sincronizada en
esporulacién, y aquellas células que han comenzado este
proceso producen toxinas que matan a las células herma-
nas que no han empezado a esporular. El resultado es la

en poblaciones
Bacillus subtilis

José Eduardo Gonzalez Pastor

Laboratorio de Ecologia Molecular
Centro de Astrobiologia (CSIC-INTA), Madrid
gonzalezpje@inta.es

liberacién al medio de nuevos nutrientes que proceden de
las células muertas, y que son empleados por las células
que han producido las toxinas (canibales) y que habian
empezado a esporular pero no habian llegado a la etapa de
compromiso, en la formacién del septo asimétrico (Figura
1A). Mediante este proceso de fratricidio y canibalismo se
consigue retrasar el proceso de esporulacién en toda la
poblacién, ya que permite que aquellas células que habfan
empezado a esporular y que no habfan completado el
septo asimétrico puedan volver a crecer y dividirse
(Gonzalez Pastor et al, 2003).

GENES IMPLICADOS EN LA MUERTE DE LAS CELULAS
QUE NO ENTRAN EN ESPORULACION

e han identificado dos grupos de genes implicados en
Seste proceso de canibalismo: i) skf (sporulation killing
factor), y ii) sdp (sporulation delying peptide) (Gonzalez
Pastor et al., 2003; Ellermeier et al., 2006). Los dos grupos
de genes se expresan al principio del proceso de esporula-
cién, y ademds su transcripcion depende de SpooA
(Fawcett et al, 2000), el regulador principal de la entrada
en fase de esporulacion. Se observd que las mutaciones en
genes de cada uno de estos grupos aceleran el proceso de
esporulacién (Figura 1B). Los estudios clasicos del proceso
de formacion de esporas se basan en la detecciéon de
mutantes defectivos en la formacién de esporas, y esta fue
la primera vez en la que se estudiaron mutantes que ace-
leraban este proceso. La posible relevancia bioldgica de
este fenotipo se discutird mas adelante.

El operdn skf estd constituido por ocho genes (A-H) y
codifica la produccién de una toxina e inmunidad a la
misma. Este operdn es similar a otros que estan implicados
en la sintesis de antibidticos peptidicos. El gen skfA podria
codificar la estructura primaria de la toxina. El gen skfB
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codifica una proteina similar a otra de B. subtilis implicada
en la modificacién del antibidtico subtilisina. El producto
del gen skfD contiene el dominio CAAX identificado en una
familia de proteasas. Por otra parte, los genes skfE y skfF
codifican un posible transportador de tipo ABC (ATP bin-
ding cassette). Este tipo de transportadores se encuentran
frecuentemente en operones de sintesis de antibidticos, y
estan relacionados con la secrecién del antibidtico y la
resistencia al mismo. La toxina producida por el operdn
skf, SKF, no ha podido ser aislada, pero diferentes experi-
mentos han demostrado su actividad: (i) en cultivos mix-
tos de la cepa natural y la cepa mutante skf, la cepa natu-
ral mata a la mutante cuando el cultivo entra en esporula-
cion. (la cepa natural produce SKF que mata a la cepa
mutante skf); (i) la expresion de los genes que codifican el
transportador de tipo ABC, skfEF, en la cepa mutante skf,
permite que estas células se vuelvan resistentes
a SKF; (iii) una cepa que puede expresar el ope- A
rén skf bajo el control de un promotor inducible
por IPTG, en presencia del inductor, produce un
halo de inhibicién de crecimiento cuando se ino-
cula sobre un césped de la cepa mutante skf; y
la evidencia mds importante, (iv) el operdn skf
es responsable de la muerte de cercade un 70 %
de las células de una poblacidn de B. subtilis que
entra en esporulacidn, algo que no se observa
en una cepa mutante skf. Este fendmeno es
resultado de la heterogeneidad de las células
de una misma poblacién en relacién con la acti-
vacién del regulador principal de fase estacio-
naria, SpooA, en menos de la mitad de la pobla-
cion se activa este regulador (Chung et al., 1994;
Gonzalez-Pastor et al., 2003). Por tanto, sélo las
células con el regulador SpooA activado produ-
cen la toxina y la resistencia a la misma, y por
ello, las células con SpooA no activado mueren.
El otro grupo de genes implicado en la muer-
te celular durante esporulacién es sdp, consti-
tuido por dos operones convergentes, sdpABCy
sdpRlI. El operdn sdpABC es responsable de la
sintesis y transporte de un péptido de 63 ami-
noacidos procedente del extremo C-terminal
del producto de sdpC. El péptido SdpC se ha
descrito inicialmente como una sefal que retra-
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sefializacidn intercelular. El operdn sdpRI no se transcribe
en un mutante sdpC, pero su transcripcion se restablece si
las células productoras de la sefial SdpC crecen en su pro-
ximidad. SdpC se pudo purificar directamente del medio
de cultivo de células que entran en esporulacién, y se com-
probd que el péptido purificado estimula la trasncripcion
del operdn sdpRil.

Como se ha mencionado antes, ademas de la funcién
de sefalizacién, SdpC se comporta como una toxina, y se
ha demostrado que Sdpl, que es posiblemente una protei-
na integral de membrana, confiere inmunidad a la misma
(Ellermeier et al., 2006). Por otra parte, la proteina SdpR es
similar a otras de la familia de reguladores ArsR, y fue ini-
cialmente identificada en una bisqueda de genes que inhi-
ben la transcripcién del gene sigW, implicado en resisten-
Cia a antibidticos y detoxificaciéon. Ademas, SdpR funciona

asporulacitn asporulacion vegetativa

| soota [ sooth D
/N /N

SdpC ‘ Ski SdpC ‘ nutriants

\ / '4 ‘n ”
S L) R
no esporulacion

B
o esporulacion lisis

e . ol

wild type (7%)

wild type

sa el proceso de esporulacidn, mediante la
induccién de los genes adyacentes sdpRI
(Gonzalez-Pastor et al, 2003). Recientemente,
se ha propuesto que SdpC puede funcionar
como una toxina y que los productos de sdpRI
confieren inmunidad a la toxina (Ellermeier et
al, 2006). Las mutaciones en sdpABC también
confieren un fenotipo de aceleramiento de la
esporulacién, incluso mas rdpido que el de las
mutaciones en sdp (Figura 1B). Mediante expe-
rimentos de microarrays de ADN se demostrd
gue una mutacion en sdpC afecta fuertemente a
la transcripcidn del operdn convergente sdpRl,
y esta dependencia se debe a un efecto de

Figura 1. (A) Modelo del comportamiento de canibalismo. (B) Las
colonias de mutantes de B. subtilis que no exhiben canibalismo
(mutantes en los genes skf, sdp o en los dos) esporulan mas lenta-
mente que las colonias formadas por cepas naturales (wt). En la
fotografia de la izquierda, se observa que las colonias de los mutan-
tes son mas brillantes que las colonias de la cepa wt y esto se aso-
cia a un mayor numero de esporas. En efecto, en el panel de la dere-
cha se observan bacterias procedentes de la cepa wt y de mutantes
en sdp; como se puede apreciar, en el mutante sdp hay mas bacte-
rias brillantes (con esporas) que en la cepa wt. Por otra parte, en la
cepa wt se aprecia un gran nuimero de bacterias que exhiben
menor intensidad (sefialadas con flechas blancas) y que correspon-
den a bacterias muertas. Este tipo de bacterias no se observa en el
mutante sdp.
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Eduardo Gonzalez Pastor (Madrid,
1967) se licencié en Biologia por la
Universidad Complutense de Madrid,
y obtuvo el doctorado en Ciencias
Bioldgicas (Bioquimica y Biologia
Molecular) en la Universidad
Auténoma de Madrid en 1998.
Realizé la tesis doctoral bajo la direc-
cion del Dr. Felipe Moreno en la
Unidad de Genética Molecular del
Hospital Ramén y Cajal de Madrid,
sobre la estructura y regulacién del
operdn responsable de la biosintesis y exportacién de la micro-
cina C7, un antibiético peptidico que inhibe la sintesis de pro-
teinas, producido por Escherichia coli. Desde 1999 hasta abril
del 2003 realizé una estancia postdoctoral en el laboratorio del
Prof. Richard Losick, en el Departamento de Biologia Molecular
y Celular de la Universidad de Harvard (Cambridge, USA).
Durante esta etapa investigo en diversos aspectos relacionados
con el comportamiento social y multicelular de comunidades
de Bacillus subtilis. Ademas participd en la construccion del pri-
mer microarray de DNA de esta bacteria, que se empled para
investigar los genes controlados por los principales factores
sigma y reguladores implicados en el proceso de esporulacion.
Posteriormente, se incorporé en el 2003 en el Centro de
Astrobiologia de Madrid como investigador contratado dentro
del programa Ramén y Cajal. Sus principales lineas de investi-
gacion son: i) estudio del comportamiento social en comunida-
des microbianas, empleando técnicas gendmicas, moleculares
y de biologia celular, y ii) estudio de los mecanismos molecula-
res de adaptacion de los microorganismos a ambientes extre-
mos, como el rio Tinto (un sistema de drenaje acido de minas),
y mas recientemente zonas geotermales en Islandia. Para estos
estudios se emplean técnicas metagendémicas y moleculares.

como un auto-represor, ya que se ha demostrado que se
une a la regién promotora del operon sdpRI e inhibe su
transcripcién. En un mutante en sdpC no se transcribe el
operon sdpRlI, pero si se introduce una mutacién en sdpR
se restablece la transcripcidn. Integrando diversas obser-
vaciones, se ha propuesto un modelo (Figura 2) en el que
la toxina SdpC interacciona con la proteina de inmunidad
Sdpl, y este complejo induce el secuestro del regulador
SpdR en la membrana. En efecto, se confirmdé que SdpR,
fusionado a la proteina verde fluorescente se localiza en
membrana en presencia de la toxina SdpC, pero no en su
ausencia. El secuestro de SdpR en la membrana impide
que reprima la transcripcién de sdpRl, facilitando la expre-
sion de la proteina de inmunidad Sdpl. En ausencia de la
toxina SdpC, SdpR no se secuestra en la membrana, repri-
me sdpRl, y por tanto evitaria la produccidn innecesaria de
la proteina de inmunidad Sdpl (Ellermeier et al., 2006).

En resumen, ;por qué las células que esporulan son
inmunes a las toxinas que producen? En el caso del operén
skf, las células que expresan SKF son inmunes porque ade-
mas producen el transportador de tipo ABC, codificado en
el mismo operdn, que confiere resistencia a la toxina. ;Qué
ocurre en el caso de la toxina SdpC? En principio, la sefial
SdpC podria inducir la expresién del gen de inmunidad
Sdpl en todas las células de la poblacién. Esto no sucede
porque el regulador SpooA que controla la transcripcion

de sdpABC, también controla sdpRI de forma indirecta
mediante el represor AbrB. Este represor sélo esta pre-
sente cuando SpooA no esta activado. Por ello, las células
que no esporulan, en las que SpooA no estd activado, no
pueden transcribir sdpRl, debido a la accién del represor
AbrB, y por tanto no expresan la proteina de inmunidad

(Figura 3).
POR QUE LOS MUTANTES SKF Y SDP ESPORULAN
MAS RAPIDAMENTE?

¢CUAL ES EL SIGNIFICADO BIOLOGICO DEL
CANIBALISMO EN LAS POBLACIONES DE B. SUBTILIS?

| fenotipo de esporulacién acelerada de los mutantes

skfK y sdp indica que la cepa natural no es muy eficien-
te en cuanto a la velocidad de esporulacidn. Las toxinas
producidas por estos operones matan a aquellas células en
las que SpoOA no estd activado. Los nuevos nutrientes
liberados al medio procedentes de la lisis de esas células
son empleados por aquellas células que habiendo empe-
zado a esporular todavia no han llegado al punto de no
retorno. Estos nutrientes les permiten volver a crecer y
duplicarse. En este escenario, el proceso de formacién de
esporas se paraliza hasta que de nuevo se vuelven a ago-
tar los nutrientes en el medio. De nuevo, esto producirad
una poblacién heterogénea en cuanto a la actividad de
SpoO0A, y nuevos episodios de muerte celular tendran
lugar, hasta que gran parte de la poblacidn se haya trans-
formado en esporas. Este ciclo de multiples eventos de
muerte celular es responsable del retraso en el proceso de
esporulacién de la cepa natural. Si una o dos de las toxinas
estd ausente, las células que no tienen SpooA activado no
mueren, no se introducen nuevos nutrientes en el medio 'y
por tanto no se detiene el proceso de esporulacidn, lo que
explica su mayor velocidad en las cepas mutantes sdp o
skf.

No SdpC

Sdpl 12 -

Figura 2. Modelo de secuestro propuesto para explicar
como la sefal extracelular SdpC induce la expresion del
operén de inmunidad sdpRl. La flecha gruesa en el panel
de la derecha sobre el promotor de spdRl, indica el nivel
elevado de transcripcion de este operdn. El mayor grosor
del simbolo de Sdpl en el panel superior de la derecha
indica que se expresa en mayor cantidad.
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skfABCDEFGH
/ CANIBALISMO
SpolA

(baja concentracion)

Y

AbrB

sdpABC sdpRI

Spo0A

(alta concentracion)

» ESPORULACION

¢Por qué las cepas naturales presentan este comporta-
miento fratricida? ;Qué ventajas puede aportar? A diferen-
cia de lo que se pensaba, hemos propuesto que el proceso
de esporulacién es posiblemente el ultimo resorte que
B. subtilis quiere activar en respuesta a la ausencia de
nutrientes. Como se ha explicado previamente, el proceso
de esporulacién es complejo y requiere un importante con-
sumo de energia y de tiempo para ser completado.
Ademas es un proceso que se convierte en irreversible a
partir de una etapa muy temprana. Para una comunidad de
B. subtilis, podria ser desfavorable que todos los miem-
bros de la poblacidn entrasen de forma rapida y sincroni-
zada en este proceso a la menor sefial de ausencia de
nutrientes, que es el fenotipo observado en los mutantes
sdp y skf. Este proceso de canibalismo ayuda a retrasar la
formacion de esporas y ademds mantiene durante un
mayor tiempo una poblacién mixta con un pequefio por-
centaje de esporas y un mayor porcentaje de células que
estdn en fase de crecimiento. El mantenimiento de una
poblacién de este tipo podria ser mas beneficioso para la
comunidad a la hora de competir con otras poblaciones
microbianas. En su entorno natural, estas comunidades
compiten con otros microorganismos, muchos de los cua-
les, no producen esporas. Las células que ya se encuentran
en la fase irreversible de la esporulacién y las esporas
podrian tardar mucho mas tiempo en recuperarse y crecer
rapidamente si nuevos nutrientes aparecen en el medio,
por lo que estarfan en desventaja con otros microorganis-
mos no productores de esporas. Por otra parte, las toxinas
producidas por las células que esporulan podrian matar no
sélo a las células hermanas de B. subtilis que no esporulan
sino también otros microorganismos que estuviesen en la
proximidad, favoreciendo la liberacién de nuevos nutrien-
tes, lo que ralentizaria el proceso de esporulacién.

LOs GENES IMPLICADOS EN EL CANIBALISMO SE
INDUCEN POR NIVELES BAJOS DEL REGULADOR
SPOOA, ANTES QUE LOS GENES ESPECIFICOS DE
ESPORULACION

[ regulador SpooA se conoce principalmente por su fun-
cién en el control del inicio del proceso de esporulacion
en B. subtilis, y regula directamente 121 genes. Sin embar-
g0, no todos estos genes responden de la misma manera a
SpooA. Algunos se activan con una baja concentracién de
SpoOA y otros requieren una elevada concentracidon

Figura 3. El canibalismo y la esporulacion estan controla-
dos por diferentes niveles del regulador SpoOA. Los ope-
rones skfy sdp implicados en el canibalismo, estan regula-
dos por una baja dosis de SpoOA. El operén skf ademas
estd reprimido por AbrB. sdpABC y sdpRl estan regulados
de forma indirecta por Spo0OA, ya que estan reprimidos por
AbrB. Por otra parte, la activacion del proceso de esporu-
lacion requiere niveles mas elevados de SpoOA.

(Chung et al., 1994). Mediante microarrays de DNA se iden-
tificaron todos los genes que estan en estas categorias
(Fujita et al., 2005). En resumen, se observé que los genes
que desempefan una funcién directa en el proceso de
esporulacién requieren una elevada dosis de SpooA ya que
sus promotores tienen una baja afinidad de unidn a este
regulador. Por otra parte, los genes que requieren una
concentracion baja de SpooA, o bien tienen un sitio de
unién de alta afinidad, o son regulados de forma indirecta
por SpooA, a través del represor AbrB. En presencia de
Spo0A, no se expresa AbrB y de esta forma se desrepri-
men los promotores controlados por AbrB. Dentro de esta
categoria de genes que requieren una dosis baja de SpooA
estdn los genes implicados en el canibalismo, skf y sdp
(Figura 3). El promotor del operdn skf tiene alta afinidad
por SpooA, y ademas es reprimido por AbrB, y el operdn
sdpABC estd bajo el control negativo de AbrB. Por ello, la
existencia de estos distintos tipos de activacidn de SpooA
podria tener un significado bioldgico. En una etapa tem-
prana, las células producen SpooA en bajas concentracio-
nes, y se inducen genes auxiliares en el proceso de espo-
rulacién, como por ejemplo los de canibalismo. Un incre-
mento progresivo en los niveles de SpooA, llevaria a indu-
cir los genes que participan directamente en la esporula-
cion (Figura 3). Esta compleja regulacién refleja nueva-
mente que la decision de esporular se elabora de una
forma muy controlada.

OTROS EJEMPLOS DE FRATRICIDIO
EN MICROORGANISMOS

Recientemente se ha descrito otro caso de fratricidio en
el patégeno Streptococcus pneumoniae (Guiral et al.,
2005; revisado junto al canibalismo por Claverys y
Havarstein, 2007). En condiciones de alta densidad celular,
y en respuesta a un péptido sefial secretado al medio,
S. pneumoniae entra en un estado de competencia genéti-
ca. Al igual que en el proceso de esporulacién de B. subti-
lis, sélo una fraccidon de las células en la poblacidn se vuel-
ve competente, y producen una bacteriocina responsable
de la lisis de las células no competentes en la poblacién. Se
ha postulado que las células lisadas liberan al medio DNA,
nutrientes, pneumolisina y otros factores de virulencia que
podrian facilitar la invasion del huésped.

Por otra parte, en Myxobacteria, que también forma
esporas, se ha descrito que los cultivos que entran en fase
estacionaria experimentan un proceso de autolisis.
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Aproximadamente se lisa un 80 % de la poblacién inicial
(Wireman y Dworkin, 1977). Las toxinas implicadas en esta
muerte celular se denominan autocidas, y no son activas
contra ninguna otra bacteria u hongos, pero si contra la
especie productora y otras cercanas. Serd interesante
investigar si esta muerte celular en Myxobacteria se debe a
un comportamiento fratricida. Este podria considerarse un
caso de muerte celular programada o apoptosis como los
que se describen en organismos multicelulares eucariotas.

CONCLUSIONES

uestra percepcién del mundo bacteriano tiende a ser
Nreduccionista. Los estudios realizados en condiciones
de laboratorio proporcionan informacién sobre los genes,
su regulacidn transcripcional, rutas metabdlicas, que no se
explican ni integran en el contexto del tipo de vida de
estos organismos en el medio ambiente. El proceso de
esporulacién se ha estudiado extensamente desde un
punto de vista unicelular, aunque ya se conocia que requie-
re sefiales de densidad celular: una bacteria aislada no
puede entrar en esporulacién. Este comportamiento fra-
tricida que hemos denominado canibalismo refleja un con-
trol por parte de la comunidad bacteriana para retrasar el
mayor tiempo posible la decisién de esporular. Por otra
parte, este trabajo ha proporcionado una visién mas
amplia de la funcién del regulador SpooA, tradicionalmen-
te vinculado de forma exclusiva al proceso de esporulacién
a nivel unicelular. Las complejas propiedades de la regula-
cién mediada por SpooA, que controla la entrada en un
programa de desarrollo dependiendo de la concentracidn
de proteina activada, recuerdan a las de los reguladores
del desarrollo en organismos eucariotas.
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IoECT

SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD

CECT, ano 2007

Esperanza Garay
Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo

omo continuacién de la certificacion obtenida en 2004
Csegﬂn la norma ISO 9001:2000 para “la preparacidn,
venta y distribucién de cultivos microbianos (bacterias,
hongos y levaduras)”, la CECT ha superado satisfactoria-
mente en noviembre la primera auditoria de renovacién
tras hacer lo propio en las auditorias de seguimiento de
2005y 2006.

INVESTIGACION

La CECT ha participado en dos proyectos de investiga-
cién a nivel nacional y pertenece a la Red Valenciana de
Investigacion Vinculada (REVIV). Ha publicado 6 articulos
en revistas internacionales (Mas detalle sobre las publica-
ciones en la pagina web), y su personal ha participado en
10 reuniones o congresos cientificos nacionales e interna-
cionales.

FORMACION

| personal de la CECT ha impartido en su totalidad o

colaborado en la imparticién de 2 cursos de formacién
especializada, y ha asistido a diversos cursos de formacién.
Cabe destacar el Seminario impartido por Jose Miguel
Lépez Coronado titulado: “Tratado de Budapest sobre el
reconocimiento Internacional del depdsito de microorgan-
ismos a los fines del procedimiento en materia de
Patentes y su implementacidon”, en México DF (México),
en noviembre de 2007.

MEJORAS EN EL PERSONAL

o0 mas destacado ha sido, aparte de la jubilacién de M*

Dolores Garcia Lépez, la obtencién de dos ayudas del
MEC para la contratacién de personal técnico de apoyo a
infraestructuras para dos personas (M. Carmen Macidn e
Inmaculada Ferrer). Se han renovado los contratos ya
vigentes y se ha contratado a una nueva Oficial de
Laboratorio, M? del Pilar Giner Jiménez.

CONVENIOS VIGENTES CON ORGANISMOS
OFICIALES O EMPRESAS

La CECT tiene suscritos dos convenios con empresas.

SERVICIOS PRESTADOS
Depésitos con fines de patente como Autoridad
Internacional: 46
Nuevas cepas en depésito publico: 154
Nuevas cepas en depésito restringido: 38
Identificaciones: 162
Cepas liofilizadas por encargo: 1
Cepas suministradas: 4169
Cepas suministradas a laboratorios, empresas
y centros espanoles: 3984
Cepas enviadas a paises extranjeros: 185

CEPAS CERTIFICADAS Y NUEVAS PRESENTACIONES

las ‘cepas certificadas’, cuya informacién aparecid

como ‘Novedades’ en la pagina web (www.cect.org),
se han afiadido nuevas cepas que ya han sido comproba-
das. Es importante resaltar que dichas cepas han sido
seleccionadas entre las de mayor demanda por su uso
como cepas de referencia en controles de calidad, y que se
han comprobado sus caracteristicas fenotipicas tanto en
cuanto a su morfologfa en los medios de cultivo selectivos
recomendados como al perfil bioquimico que presentan
con los sistemas multitest miniaturizados de uso mds fre-
cuente. Las que presentan el perfil mds caracteristico son
las que finalmente se han certificado, y toda la informa-
Cién estd recogida en la web.

Las nuevas presentaciones, ACTICULT® 3R y CECT® 6R,
de las que se envid un folleto informativo en el nimero de
diciembre de Actualidad SEM, estan teniendo muy buena
acogida, debido a la combinacién de disponer de un culti-
vo crecido y de los crioviales a punto para poder ser ino-
culados y constituir las cepas de reserva a partir del cultivo
de referencia (caso del Acticult 3R), u obtener los criovia-
les ya inoculados en la CECT, que constituyen las cepas de
reserva directas desde la coleccidn (caso del CECT 6R).

Visitenos en www.cect.org
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TEMAS DE ACTUALIDAD

PROBIOTICOS

Aspectos criticos de su eficacia
sobre la salud

Elena Puertollano, Maria A. Puertollano, Gerardo Alvarez de Cienfuegos y

Manuel de Pablo*

Area de Microbiologia, Departamento de Ciencias de la Salud
Facultad de Ciencias Experimentales, Universidad de Jaen

INTRODUCCION

| aparato gastrointestinal de los seres humanos alberga

mads de 400 especies de microorganismos patégenos y
no patdgenos (Tannock, 1999). De la misma forma que
algunos de estos microorganismos ejercen efectos adver-
sos sobre la salud de los humanos, otros estan relaciona-
dos con efectos protectores (Sartor, 2004). Centrandonos
en estos ultimos,

mapablo@ujaen.es

un papel determinante en la composicién de la microbiota
intestinal de individuos sanos, particularmente en nifios
pero también en adultos, reduciendo la proporcién de
microorganismos potencialmente patdgenos (Tannock,
1999). Las investigaciones realizadas en los ultimos afos
han permitido definir a los probidticos como microorga-
nismos con propiedades muy beneficiosas. Por este moti-
vo la organizacién de las Naciones Unidas para la

Agricultura y los

existen varios gru-
pos de microorga-
nismos que se des-
arrollan en diferen-
tes habitats, entre
ellos el aparato
digestivo, y que

por sus caracteris-  portalecimiento de la funcién barrera

ticas promueven  pegylacién de diferentes funciones inmunes
un efecto benefi- A mento de la secrecién de inmunoglobulina A
cioso sobre Ia

Ejercer efectos beneficiosos sobre la salud

Ausencia de patogenicidad y/o toxicidad

Resistencia a dcidos y a secreciones géstricas, biliares y pancredticas
Mantenimiento de la viabilidad durante el transporte y el almacenamiento
Produccidn de sustancias con actividad antimicrobiana

Destruccidn de receptores de toxinas

Desarrollo competitivo con agentes patdgenos

alimentos (FAO) y
la  organizacidn
mundial de la
salud (WHO) han
precisado esta
definicion deta-
llando que los pro-
bidticos son
microorganismos
vivos que cuando
son administrados

salud, ya que com-
piten con microor-
ganismos poten-

Tabla 1. Caracteristicas principales de los probiéticos.

en adecuadas can-
tidades producen
efectos beneficio-

cialmente patdgenos. Estos microor-

. . *Correspondencia:
ganismos a los que se les atribuye

sos sobre la salud de los humanos
(FAO/WHO, 2001). Por lo tanto, la

propiedades beneficiosas sobre la
salud han sido denominados de
forma genérica con el nombre de
probidticos y tienen asociadas una
serie de caracteristicas de gran
importancia para los humanos (Tabla 1).

Diferentes estudios han demos-
trado como los probidticos poseen
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administracion de probidticos ha sido
intrinsecamente involucrada en la
regulacion de numerosos factores y
mecanismos como son: equilibrio de la
homeostasis intestinal, interferencia
con microorganismos patégenos en la
colonizacion de la mucosa intestinal,
modulacién de la respuesta inmune,
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estabilizacién y el mantenimiento de la barrera intestinal,
inhibicidn de la actividad procarcinogénica, alteracién de la
movilidad y de la funcién intestinal, reduccién de los nive-
les de colesterol y mejora de la tolerancia a la lactosa
(Figura 1).

La administracion
de probidticos en indi-
viduos sanos general-
mente es segura vy
ejerce efectos benefi-
ciosos en estos consu-
midores, pero preci-
samente por su apli-
caciéon en un amplio
abanico de individuos

Regulacion
del sindrome
irritable
intestinal

Supresion de
patégenos
enddgenos

microbiota intestinal

desde la gastroenteritis hasta la neoplasia intestinal. Uno
de los aspectos en los que mds se ha incidido para demos-
trar los aspectos beneficiosos de estos microorganismos
se centra en el tratamiento o en la prevencién de las dia-
rreas, de manera que la administracién de probidticos
reduce el tiem-
po medio de
esta sintomato-
logia. Sin embar-
go, estos micro-
organismos se
han  aplicado
también en el
tratamiento de
diarreas asocia-

enfermedad
inflamatoria
intestinal

Mejora
sintomas de
alergia

Supresion de
patdgenos
exogenos

pueden desencade-
narse algunos proble-

Probiéticos

das con el con-
sumo de anti-

mas, los cuales se res-
tringen a aquellos
sujetos que presen-
tan un mayor riesgo
de sepsis, como por
ejemplo  pacientes

Reduccion de
los niveles de
colesterol

Reduccion del
riesgo de

Efectos metabdélicos

inmunodeprimidos,
neonatos o incluso
individuos que mani-
fiestan trastornos de
movilidad intestinal,
asi como en pacientes que exhiben inconvenientes rela-
cionados con translocacién bacteriana (aquellos indivi-
duos alos que se les ha implantado catéteres venosos cen-
trales o valvulas cardiacas) (Isibashi y Yamazaki, 2001), en
los cuales la eficacia de los probidticos no esta totalmente
establecida. Aunque muchos estudios apoyan firmemente
la idea del papel potencial de los probidticos como agen-
tes inmunomoduladores, sin embargo otros muchos
muestran un gran escepticismo sobre la interpretacion de
los resultados obtenidos y las conclusiones que se han
aportado hasta el momento. Algunos de estos estudios
plantean conflictos de disefio experimental que se funda-
mentan en la carencia de controles apropiados, rutas de
administracién incorrectas, utilizacion de ensayos in vitroy
una duracién corta de los ensayos in vivo (Meydani y Ha,
2000). En este articulo vamos a tratar a los probidticos
desde un enfoque critico mostrando por supuesto las ven-
tajas acreditadas de los mismos en el tratamiento y pre-
vencién de diversas patologfas, pero también las limitacio-
nes de estos microorganismos. Adicionalmente uno de los
objetivos planteados es el de evaluar su eficacia frente a
un proceso patoldgico, y especialmente describir los ries-
gos derivados de la administracion de los probidticos en
situaciones muy especiales.

cancer de
colon

EFICACIA DE LOS PROBIOTICOS
EN LA SALUD HUMANA

os probidticos han sido aplicados en el tratamiento y en
la prevencidn de numerosos desdrdenes que abarcan

Figura 1. Efectos beneficiosos de los probidticos sobre la salud.
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Crohn, colitis
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de colon, infec-
cién con Helicobacter pylori, eczema atdpico, infecciones
urogenitales, etc. En la literatura cientifica encontramos
una gran variedad de resultados en funcidn de los criterios
y condiciones de utilizacién. Los estudios llevados a cabo
hasta el momento se diferencian en las especies utilizadas,
el nimero de microorganismos por dosis o la via de admi-
nistracion. Es importante resaltar que muchas investiga-
ciones resaltan la eficacia de los probidticos en la resolu-
cién de determinados desdérdenes para acortar el curso de
la diarrea en nifios y en adultos, en el tratamiento de la
pouchitis y en la estimulaciéon de la funcién inmune. Sin
embargo, no existen datos sélidos que evidencien la efica-
cia de los probiéticos en el tratamiento de la colitis ulcero-
sa o en el sindrome irritable intestinal. Por ultimo no exis-
te hasta el momento ninguin resultado que evidencie de
forma definitiva la eficacia de los probidticos en el trata-
miento de la infeccidn por Helicobacter pylori, enfermedad
de Crohn, intolerancia a la lactosa o en la reducciéon de los
factores de riesgo cardiovasculares (Tabla 2).

PAPEL DE LOS PROBIOTICOS EN
DIFERENTES PATOLOGIAS: ASPECTOS CRITICOS

omo se ha indicado con anterioridad, los probidticos
Cson capaces de regular la colonizacion de muchos
microorganismos en el aparato gastrointestinal, pero
estos microorganismos también ejercen una importante
accion reguladora en determinados estados patoldgicos.
Asi, en procesos en los que se produce un incremento de
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la permeabilidad de la mucosa intestinal, la administraciéon
de lactobacilos es capaz de reducir la permeabilidad. Otra
caracteristica importante de estos microorganismos para
inhibir el crecimiento de patégenos se centra especial-
mente en la produccién de bacteriocinas, en la reduccién

Patologia Accion
Prevencién de diarrea infantil y en adultos +
Tratamiento de diarrea infantil y en adultos ++
Diarrea asociada a antibidticos ++
Vaginosis -
Interferencia en el crecimiento de Helicobacter pylori -
Colitis ulcerosa -
Enfermedad de Crohn -
Prevencidn de pouchitis ++
Efectos sobre el sindrome irritable intestinal -
Prevencién de enfermedades cardiovasculares -
Mejora de la respuesta inmune +

Tabla 2. Eficacia de los probidticos en diversas patologias.
++ Fuerte evidencia, + Evidencia moderada,

- Estudios inadecuados

Adaptado de Floch et al., 2006.

del pH intraluminal, produccién de perdxido de hidrégeno
o biosurfactantes. Por lo tanto, la competencia con otros
microorganismos reduce la adherencia de bacterias pato-
genas en el epitelio intestinal y en definitiva inhibe el cre-
cimiento de patdégenos.

Sin embargo, no todos los probidticos ejercen los
mismos efectos sobre la salud humana, por ello
durante los ultimos afios uno de los objetivos priori-
tarios es el de examinar de forma exhaustiva los
diferentes criterios y las distintas especies que cum-
plen la definicion de probidtico, asi como el de eva-
luar los posibles riesgos que puedan derivarse tras la
administracion de estos microorganismos.

Los probidticos se han demostrado muy efectivos
en el tratamiento de la enteritis viral aguda infantil,
pero las diferentes especies de probidticos analiza-
das han mostrado distintos grados de eficiencia. Los
ultimos estudios han demostrado que la administra-
cién de probidticos ha sido muy eficaz en los proce-
sos de rehidratacién en nifios y adultos que sufren
diarrea aguda. Diferentes estudios han evidenciado
la eficacia de los probidticos en el tratamiento de
diarreas asociadas a la administracidon de antibidti-
cos, sin embargo, los estudios realizados hasta el
momento no han confirmado de manera exhaustiva
que la administracion de probidticos interfieran con
la colonizacién y crecimiento de Clostridium difficile
como microorganismo responsable de diarreas aso-
ciadas a la administracién de antibidticos. Por otra
parte, los probidticos si se han demostrado eficaces
en la prevencién y tratamiento de ataques modera-
dos en la colitis ulcerosa, aunque diferentes discre-
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pancias han sido exhibidas en los ultimos afios que apoyen
la utilizacién de probidticos en la terapia de la colitis ulce-
rosa. Este ultimo argumento es también aplicado a la
enfermedad de Crohn, de hecho no existen estudios sufi-
cientes que demuestren su eficacia en el tratamiento de
esta enfermedad (Tamboli et al., 2003).

Pouchitis

Sin embargo, diferentes observaciones han demostra-
do que la administraciéon de una mezcla de probidticos
altamente concentrados o probidticos multicepa (VSL#3,
constituido por cuatro cepas diferentes de lactobacilos) es
significativamente eficaz en la prevencidn de la pouchitis,
una enfermedad caracterizada por la inflamacién no espe-
cifica del reservorio ileo anal después de la anastomosis
fleo-anal que se practica en situaciones de colitis ulcerosa.
Por el contrario, en el caso de la diverticulitis o formacion
de bolsas anormales en las paredes del colon, pocos estu-
dios han sido realizados para poder establecer conclusio-
nes sobre los efectos producidos en esta patologia.

Vaginosis

Otro de los capitulos en donde se ha valorado la efica-
cia de los probidticos es la resolucién de la vaginosis una
infeccién vaginal que causa importante morbilidad gineco-
I6gica. Estudios llevados a cabo en ensayos in vitro han
sugerido que ciertas cepas de lactobacilos son capaces de
inhibir la adherencia de Gardnerella vaginalis al epitelio.
Algunas observaciones han demostrado que la administra-
cién de diversas cepas de lactobacilos redujo la recurrencia
de vaginosis bacteriana y el restablecimiento de la micro-
biota normal. Sin embargo, otras investigaciones no han
encontrado diferencias significativas en las tasas de remi-
sion de vaginosis después de la instilacidn vaginal de lac-
tobacilos cuando los resultados se compararon con el
grupo placebo. Por lo tanto, aunque los resultados respec-
to a la eficiencia de la administracion de lactobacilos en el
tratamiento de vaginitis bacteriana son muy positivos, no
puede llegarse a conclusiones sdlidas que permitan afir-
mar que los probidticos puedan ser utilizados con este
objetivo.

Infeccion por Helicobacter pylori

La infeccidn producida por Helicobacter pylori esta aso-
ciada con gastritis, Ulceras gastroduodenales y en general
enfermedades de naturaleza gastrica. Algunas investiga-
ciones han demostrado un efecto beneficioso de la utiliza-
cién de probidticos en la infeccién promovida por H. pylo-
ri. Aunque un efecto directo sobre H. pylori ha sido descri-
to, estos se han obtenido a partir de estudios in vitro o
investigaciones llevadas a cabo en animales, por lo que en
la actualidad no podemos afirmar con rotundidad que los
probidticos puedan considerarse como una alternativa
potencial en el tratamiento frente a la infeccién promovi-
da por H. pylori. Sin embargo, lo que si han revelado algu-
nos estudios es que la administracion de probidticos

puede disminuir los efectos adversos producidos en el
paciente y atribuidos a la utilizacién de antibidticos en
dosis moderadas o altas, lo cual favorece que los pacientes
completen el tratamiento antimicrobiano.

Sindrome irritable intestinal

El sindrome irritable intestinal estd constituido por un
conjunto de patologias relacionadas con la funcionalidad
intestinal, tales como dolor abdominal, alta frecuencia en
la defecacidon y/o estrefimiento. Diferentes estudios han
demostrado alteraciones en la composicidon de la micro-
biota intestinal. Asi una reduccién de lactobacilos, E. coli y
bifidobacterias y un incremento de anaerobios fecales ha
sido detectado en individuos que sufren esta patologia. La
eficacia de la administracion de probidticos no ha sido
demostrada en estos pacientes; si bien algunos estudios
reflejan una reduccidn significativa de los sintomas tras la
ingestion de una combinacion de Lactobacillus plantarum'y
Bifidobacterium breve, otros por el contrario muestran que
la utilizacién de VSL 3 no fue particularmente efectivo, asf
como la administracidn de L. plantarum 299V. La hetero-
geneidad de los estudios hace muy dificil establecer con-
clusiones sobre los efectos de los probidticos en el sindro-
me irritable intestinal.

Metabolismo lipidico

La administracion de probidticos puede afectar a los
niveles de colesterol en plasma y consecuentemente
puede alterar la incidencia de enfermedades coronarias. Al
parecer los probidticos interfieren con la absorcién de
colesterol y con la produccién de metabolitos que afectan
a los niveles sistémicos de lipidos en sangre. Aunque los
estudios llevados a cabo hasta el momento han observado
una reduccidn del colesterol en aquellos individuos que
mantienen niveles altos de colesterol en sangre, los resul-
tados obtenidos no permiten establecer conclusiones cla-
ras.

Transplantes de érganos

Por otra parte en pacientes sometidos a un transplante
hepatico se han empleado simbidticos (administracion de
un producto que contiene probidticos y prebidticos) y tras
su aplicacion se ha encontrado una disminucidn significati-
va en la incidencia de infecciones postoperatorias en estos
pacientes.

RIESGOS RELACIONADOS CON LA
ADMINISTRACION DE PROBIOTICOS

os principales requisitos para la consideracién de un

microorganismo como probidtico son la efectividad y la
seguridad. Teniendo particularmente en cuenta el conside-
rable incremento en el uso de probidticos en los ultimos
afios es imprescindible evaluar la seguridad de los mismos,
especialmente cuando son administrados en estados clini-
cos muy diversos.
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Las caracteristicas para que un probidtico sea efectivo
en el tratamiento de los desdrdenes gastrointestinales
son: i) la resistencia a los enzimas pancreaticos, ii) la tole-
rancia a acidos y sales biliares, y iii) la capacidad para pre-
venir la adherencia y el establecimiento, colonizacién y
replicacién de patdgenos en el aparato gastrointestinal.
Atendiendo a estos criterios no todas las cepas de probié-
ticos pueden constituirse como candidatos para denomi-
narse con este término.

En general, los estudios realizados hasta el momento
han podido corroborar que la administraciéon de probidti-
cos especialmente de aquellos pertenecientes al género
Lactobacillus es segura en personas sanas, pero no ocurre
lo mismo en individuos que muestran alguna patologia.
Todos los casos de bacteriemia descritos hasta el momen-
to se han producido en pacientes que presentaban alguna
patologia como inmunosupresién, endocarditis o una
enfermedad crénica. La gran mayoria de estos casos se
han resuelto de forma satisfactoria después de la adminis-
tracidn de antibidticos, pero en otros casos el paciente ha
derivado hacia un shock séptico (Hennequin et al., 2000).
Si consideramos los aspectos favorables atribuidos a los
probidticos frente a los efectos adversos que puedan ejer-
cer, es evidente que en este sentido podemos corroborar
un saldo beneficioso, en donde los riesgos serfan muy simi-
lares a los inducidos por las cepas de la propia microbiota.
Sin embargo, es conveniente tener presente que existen
grupos de riesgo muy especificos en los cuales hay que
prestar una mayor precaucion a la hora de administrar pro-
bidticos y estos serfan los nifios prematuros y pacientes
inmunodeprimidos. Basdndonos en las diferentes caracte-
risticas de los casos clinicos, podemos observar factores
de riesgo principales y factores de riesgo secundarios aso-
ciados a la administraciéon de probidticos, de manera que
la presencia de un factor principal o la presencia de mds de
un factor secundario debe de constituir una medida de

cautela en la aplicacidn de probidticos a determinados gru-
pos de riesgo (Tabla 3).

CONTROL DE CALIDAD Y VIABILIDAD

En la actualidad los diferentes productos probidticos
que estan siendo comercializados varian enormemente en
multiples aspectos como son tipos de microorganismos,
densidad bacteriana, propiedades de adhesién de las dife-
rentes cepas, estabilidad de resistencia frente a acidos y
sales biliares y viabilidad después de su procesamiento y
almacenamiento. Una gran cantidad de productos obteni-
dos del mismo fabricante han sido examinados y los resul-
tados han revelado diferencias en las propiedades puestas
de manifiesto en diferentes tiempos, mostrando gran
variabilidad de viabilidad entre diferentes lotes de la
misma cepa.

Los probidticos son considerados como un producto
de alimentacién (un suplemento en la dieta) por la FDA
(Food and Drug Administration), y por tanto no estan suje-
tos a las mismas regulaciones que los productos farma-
céuticos. Los probidticos necesitan ser evaluados en ensa-
yos clinicos multicéntricos para valorar su eficacia y exa-
minar sus patrones de seguridad, tal y como nos referia-
mos con anterioridad. Uno de los problemas mas impor-
tantes relacionados con el control de la calidad y viabilidad
de los probidticos es que la concentracién y el estado de
los microorganismos varfan significativamente entre los
diferentes productos estudiados. Sin embargo es imposi-
ble garantizar las dosis propuestas por los proveedores,
para ello deberia llevarse a cabo una verificacién micro-
bioldgica. Este problema puede ser extendido a los pro-
bidticos multicepa, los cuales pueden originar un estado
de antagonismo bacteriano y reducir la supervivencia de
los microorganismos durante su procesamiento y funda-
mentalmente durante su almacenamiento.

Factores de riesgo principales

Grave inmunodeficiencia agravada por estados de desnutricién y/o cancer

Neonatos prematuros

Factores de riesgo secundarios

Uso de catéteres venosos centrales

Barrera epitelial intestinal ineficaz (diarreas severas, inflamacidn intestinal)

Administracién de probidticos por yeyunostomia

Administracién simultanea de antibidticos de amplio espectro a los cuales los probidticos muestran resistencia (ej.

Lactobacillus y vancomicina)

Probidticos con capacidad de alta adhesidn a la mucosa intestinal o patogenicidad conocida (ej. Lactobacillus rham-

nosus GG, Bacillus subtilis, Saccharomyces boulardii)

Enfermedad valvular (4nicamente para Lactobacillus)

Tabla 3. Factores de riesgo implicados en la administracién de probidticos.
Adaptado de Boyle et al., 2006.
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CONCLUSIONES FINALES
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Elecciones a Junta Directiva

Querido amigo/a y companero/a:

orresponde a finales del presente afio la renovacion
Cparcial de la Junta Directiva de la SEM en los cargos de
Presidente electo, Tesorero (-a) y tres Vocales . Solamente
el cargo de Tesorero (-a) debera recaer en una persona
residente en Madrid (Arts. 11y 15 de nuestros Estatutos).

Segun el Art. 14 se pueden efectuar propuestas para
cualquiera de estos cargos por un minimo de 20 Socios y
es potestativo de la Junta Directiva proclamar las candida-
turas recibidas, y si lo estima oportuno, completarlas o pro-
poner otras.

La fecha limite de recepcién de propuestas sera el 30
de septiembre de 2008. A continuacién, la Junta Directiva
efectuard la reunidn preceptiva para la proclamacién de
candidaturas, estableciendo seguidamente el periodo de
votacion.

Por la Junta Directiva,

El Secretario

Humberto Martin Brieva
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TEMAS DE ACTUALIDAD

Bacterias
productoras de
electricidad

| uso incontrolado de los combustibles fdsi-
les ha disparado una crisis energética glo-

De' SUbS UEIO bal, despertando el interés por obtener fuen-

tes de energia renovables con el minimo
l 'l d impacto sobre el medio ambiente. Hasta ahora
a a pl a e el compromiso energético de la microbiologia
- ambiental se habia dirigido a optimizar la pro-
combUStlble duccidn de hidrégeno, aprovechar el metano
generado en los tratamientos de aguas resi-
duales, o generar biocombustibles como el
etanol o el biodiésel. Sin embargo, el reciente
descubrimiento de bacterias capaces de con-
vertir la energia quimica en eléctrica sugiere
la aparicion de una nueva forma de energia
verde, cuya explotaciéon supondra un impor-
tante reto biotecnoldgico en los préximos
afios.

Abraham Esteve-Nunez

Laboratorio de Ecologia Molecular
Centro de Astrobiologia (CSIC-INTA), Madrid
estevena@inta.es
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¢COMO CONVERTIMOS LA ENERGIA QUIMICA
EN ELECTRICA UTILIZANDO BACTERIAS?

unque este articulo terminard con una seccién especial

dedicada al disefio y aplicaciones de esta nueva tecno-
logia, he creido conveniente presentar unos principios
basicos del proceso electroquimico antes de entrar en los
estrictamente microbioldgicos.

La conversidn de energia quimica en eléctrica es posi-
ble en ciertos dispositivos electroquimicos denominados
células o pilas de combustible (Fuel Cells), donde la elec-
tricidad se obtiene a partir de una fuente externa de com-
bustible quimica que suele ser hidrégeno o etanol.
Algunos de los vehiculos de transporte publico de nuestras
ciudades utilizan ya estd tecnologia limpia que tiene al ino-
cuo vapor de agua como Unico residuo. Una variante
reciente de esta célula de combustible es la célula de com-
bustible microbiana (Microbial Fuel Cell, MFC) (Logan et
al., 2006). En las MFC se utilizan microorganismos para oxi-
dar el combustible, materia organica, y transferir los elec-
trones a un electrodo (dnodo), que esta conectado a un
catodo a través de un material conductor que contiene
una resistencia. Las camaras que albergan estos electro-
dos, la anddica (anaerobia) y la catddica (aerobia), estan
comunicadas por una membrana de intercambio catidnico
que permite el paso de protones. De esta forma, los pro-
tones generados en la oxidacién de la materia orgénica se
combinan con déxigeno y con los electrones que llegan al
cadtodo para formar agua (Figura 1a). Existe también la
posibilidad de alojar una pila de combustible en una habi-
tat natural y obtener energia eléctrica a partir de las comu-
nidades microbianas naturales. En este caso, el diseno reci-
be el nombre de célula de combustible sedimentaria y
requiere el enterramiento del dnodo en un sedimento
anaerobio que hace las veces de cdmara anddica, mientras
que el cadtodo queda expuesto en la fase acuosa aerdbica
que cubre el sedimento (Figura 1b).

¢QUE TIPO DE BACTERIAS PUEDE GENERAR
ELECTRICIDAD?

omo suele ocurrir con muchas cuestiones cientificas
Cque hoy nos parecen novedosas, las primeras observa-
ciones tuvieron lugar mucho tiempo atras. Asi, el primer
ejemplo de actividad eléctrica con microorganismos fue
mostrado por Potter en 1910; en sus experimentos recurrié
a cultivos de E. coli y electrodos de platino para generar
corrientes eléctricas que por su pequefia magnitud pasa-
ron desapercibidas para la comunidad cientifica. Este tipo
de procesos no despertd el interés hasta la década de los
anos ochenta, con la utilizacién de mediadores redox solu-
bles que aumentaban la produccién de corriente y la
potencia de estos sistemas. Los mediadores redox son
compuestos solubles que actdan transportando los elec-
trones desde la bacteria hasta el eléctrodo, reoxidandose
y quedando disponibles de nuevo para ser reducidos por
los microorganismos. Normalmente son de naturaleza
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(Amherst, USA, 2001-2005). Su investigacidn se centré en
el estudio de Geobacter sulfurreducens, un microorganis-
mo de gran relevancia ambiental por su capacidad para
respirar hierro en el subsuelo. El objetivo de esta linea de
investigacion fue combinar estudios bdsicos de fisiologfa
microbiana en quimiostatos con técnicas de gendmica
funcional, protedmicay el uso de un modelo celular in sili-
co, con el fin de elucidar cémo Geobacter adapta sus
redes metabdlicas para optimizar la reducciéon de meta-
les. En la actualidad desarrolla su actividad cientifica
como investigador contratado en el Centro de
Astrobiologia (CSIC-INTA) de Madrid. Sus principales line-
as de investigacion son: i) estudiar los aspectos molecula-
res que intervienen en la respiracién microbiana de acep-
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el campo de las células de combustible microbianas.

metalorganica o colorantes, como el rojo neutro, el azul de
metileno, la tionina, la 2-hidroxi-1,4-naftoquinona, o incluso
el Fe (111)-EDTA. Estos compuestos presentan cierta toxici-
dad por lo que su aplicacién en MFCs se ve limitada por
cuestiones ambientales.

Los andlisis de comunidades microbianas asociadas a
los anodos de las MFC muestran una gran biodiversidad de
géneros bacterianos dependiendo de la naturaleza del
indculo, del combustible y del tipo de MFC utilizada (Logan
y Regan, 2006). A pesar de ello, en la mayoria de los casos
no podemos asegurar qué organismo muestra una partici-
pacion activa en el proceso electrogénico ya que parte de
esa poblacidn recurre probablemente a metabolismos
alternativos como fermentaciones del combustible utiliza-
do, y el danodo es sdlo un soporte fisico sobre el que crecer.
En cambio, cuando se utilizan pilas sedimentarias, tanto en
sedimentos marinos como de agua dulce, si parece existir
un consenso que identifica a las d-proteobacterias, y en
concreto a la familia Geobacteraceae, como los microorga-
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nismos dominantes, con probada actividad electrogénica
cuando se ensayan utilizando cultivos puros.

La gran revolucion en el campo de las MFC se ha pro-
ducido en el dltimo lustro, con el descubrimiento de micro-
organismos electrogénicos que son capaces de transferir
los electrones al anodo en ausencia de mediadores redox
artificiales (Lovley, 2006). De esta manera, se eliminan los
problemas de toxicidad en los dispositivos electroquimicos
y los medios utilizados quedan restringidos al combustible
organico que se desee utilizar y al microorganismo que
actlde como catalizador biolégico. Podemos distinguir dos
tipos de bacterias electrogénicas, aquellas que producen
sus propios mediadores redox, que son secretados al
medio y reaccionan con el electrodo, y aquellas que inte-
raccionan de forma directa con el eléctrodo sin mediador
soluble alguno. Aunque se ha probado la existencia de una
cepa de Pseudomonas aeruginosa electrogénica producto-
ra de fenazinas como mediadores redox, el principal repre-
sentante de este grupo corresponde a las bacterias reduc-
toras de Fe (111) del género Shewanella. Un reciente estudio
publicado en los Proceedings of the National Academy of
Sciences parece haber resuelto el enigma de la actividad
electrogénica de Shewanella, al identificar a las riboflavinas
secretadas por los biofilm como los mediadores redox que
establecen la comunicacidon entre bacteria y electrodo
(Marsili et al., 2008). Otras bacterias con probada actividad
electrogénica son Rhodoferax ferrireducens, Aeromonas
hydrophila, Clostridium butyricum y Enterococcus gallina-
rum, si bien no existe informacién sobre la forma en que
transfieren los electrones al electrodo. Por ultimo, estarian
aquellas bacterias capaces de transferir los electrones por
contacto directo con el dnodo, siendo el género Geobacter
el modelo mejor estudiado dada la disponibilidad de culti-
vos puros y su dominancia dentro de las comunidades
microbianas electrogénicas (Figura 1c).

GEOBACTER COMO MODELO DE ELECTROGENESIS

ste tipo de bacterias habita de forma natural en el sub-
Esuelo y durante millones de afos han utilizado los 6xi-
dos de hierro insolubles como aceptores de electrones
para la oxidacién de la materia organica. Los mecanismos
responsables de establecer una comunicacién redox entre
la bacteria y la superficie de los 6xidos de hierro han con-
tribuido a “dar forma” a la corteza terrestre, y compren-
derlos constituye uno de los retos actuales en el campo de
la microbiologia ambiental. Esta habilidad microbiana fue
probablemente lo que, al comienzo de esta década, llamé
la atencién del Departamento de Energia estadounidense
(DOE, USA), conviertiéndola en una de la estrellas del
ambicioso proyecto cientifico Genomes to Life, dedicado a
impulsar el estudio de aquellos sistemas vivos con aplica-
ciones en el campo de la energia. La apuesta de la agencia
gubernamental era segura; desde que Ceobacter fue des-
cubierta por Derek Lovley en un sedimento del rio
Potomack (Washington, 1987) la bacteria no ha dejado de
sorprendernos. A su capacidad para producir magnetita en
los ambientes sedimentarios terrestres siguié el descubri-

miento de la respiracidn de uranio, la biodegradacién anae-
robia de compuestos arométicos derivados del petrdleo, la
respiracion de dcidos himicos en ambientes naturales, la
respiracion de electrodos conductores con la consiguiente
producccidon de electricidad y la identificacién de pili con-
ductores (nanowires) como posible mecanismo de transfe-
rencia electrdnica sobre éxidos de hierro. Todos ellos han
llegado a nosotros a través de las paginas de Nature y
Science durante los Ultimos 20 afios. Cuando me incorporé
al equipo del Dr. Lovley en 2001, apenas habia un par de
articulos sobre la fisiologia del metabolismo central de
Geobacter, pero el impulso del Departamento de Energia
acelerd de forma determinante la investigacidon de este
microorganismo, haciéndolo traspasar las fronteras bioge-
oquimicas en la que estaba confinado. En un periodo rela-
tivamente corto de tiempo se secuencid su genoma, se
abordd un andlisis transcripcional mediante microarrays de
ADN, y se analizé su proteoma. En paralelo, se optimizé el
cultivo de Geobacter en quimiostatos lo que permitié estu-
diar el metabolismo redox en condiciones de relevancia
ambiental (Esteve-Ndfiez et al., 2005), pero también ofre-
cer lareproducibilidad que el andlisis genédmico funcional y
protedmico requerian. Ademads, el estudio del metabolis-
mo en quimiostatos, junto a la secuenciacién del genoma,
permitié la construccién de un modelo celular in silico, y
con ello la entrada del microorganismo en una nueva disci-
plina: la biologia de sistemas. La modelizacién del metabo-
lismo central de esta bacteria (Mahadevan et al., 2006) fue
desarrollada por la empresa Genomatica (San Diego, USA),
fundada por el experto en bioingenieria de procesos
B. Palsson, y cuya web (www.genomatica.com) es de visi-
ta obligada para estar al dia en el campo de la modeliza-
cién celular. Este tipo de modelos ofrece la distribucién de
flujos metabdlicos de la célula (metaboloma) bajo unas
determinadas condiciones fisiolégicas elegidas por el
investigador, permitiendo obtener predicciones o incluso
analizar la distribucién de flujos en mutantes virtuales. De
especial relevancia han sido las predicciones obtenidas
para el metabolismo de Ceobacter cuando se encuentra
limitado en aceptor de electrones, unas condiciones que
simulan situaciones como la biorrecuperacién de acuiferos
contaminados con uranio, o como la produccidn de electri-
cidad en las MFC donde el combustible (acetato) esta en
exceso frente a la disponibilidad del electrodo que hace las
veces de aceptor.

La gran versatilidad de Geobacter para transferir elec-
trones fuera de la célula (flujo exocelular) ha sido siempre
relacionada con la presencia de citocromos C. No en vano
es el organismo secuenciado con mayor niimero de genes
codificantes de estos transportadores de electrones (mds
de cien). Para estudiar el papel de estas proteinas en el
flujo exocelular de electrones recurrimos a la espectrosco-
pia de fluorescencia, a la vez que desarrollamos y patenta-
mos un nuevo método no invasivo, que permite monitori-
zar in vivo el estado redox de estas proteinas. Esta meto-
dologia permite el uso de fibra dptica, y por tanto la detec-
cién remota de la bacteria basada en su particular espectro
de fluorescencia (Esteve-Nufiez et al., 2008).
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Lo que hace especial a Geobacter es la presencia de una
red de citocromos C multihemo (algunos de ellos albergan
hasta 27 grupos hemo) que, distribuidos entre la membra-
na interna, periplasma y membrana externa, permitirian
transferir electrones desde el citoplasma hasta el exterior
de la célula para respirar sustratos extracelulares como el
Fe (111). O al menos éste ha sido tradicionalmente el papel
otorgado a estas abundantes proteinas en Geobacter. No
obstante, una serie de hechos ponen en duda que la respi-
racién de Fe (l1l) extracelular sea la Unica razén de estas
extensas redes multihemo. Expresar un centenar de cito-
cromos distintos supone un coste energético elevado para
la célula, que estaria plenamente justificado si el objetivo
final es la respiracion de sustratos extracelulares; pero
(como interpretar entonces que Geobacter sintetice esta
misma red de citocromos cuando respira sustratos solu-
bles como fumarato o nitrato, cuya reduccidn tiene lugar
en la membrana interna? Por otro lado, el estudio del
genoma de otra &-proteobacteria respiradora de Fe (IIl),
Pelobacter carbonilus, mostré la casi ausencia de citocro-
mos C, lo que demuestra que estas redes multihemo no
son necesariamente un requisito para respirar sustratos
extracelulares.

¢Para qué produce entonces Geobacter tantos citocro-
mos C? Con la intencién de esclarecer este punto, realiza-
mos una serie de experimentos que sugerfan cdmo, en
ausencia de otros aceptores de electrones, esta red multi-
hemo podia actuar como sumidero de electrones en la
célula, comportdndose como un “capacitor bioldgico”
(Esteve-Nuriez et al., 2008). Se ha estimado que la red de
grupos hemo podria albergar hasta casi 20 millones de
electrones por célula, lo que le permitiria consumir el
poder reductor del citoplasma (como si de una respiracion
se tratase), al tiempo que mantendria el gradiente proton-
motriz y por tanto la capacidad para producir ATP o hacer
rotar el flagelo. La presencia del flagelo es imprescindible
para la respiracion de éxidos de Fe (l1I) en Geobacter, pro-
bablemente para desplazarse de una particula sdlida a
otra, una vez agotado el éxido respirable. De este modo, la
red de citocromos bien podria conferirle a Geobacter un
tiempo de motilidad extra que podria ser una interesante
ventaja frente a otros respiradores de hierro de su mismo
habitat natural.

Parece razonable pensar que todo este mecanismo de
conduccidn exocelular de electrones tenga algun papel en
la capacidad electrogénica de Geobacter que le permita
oxidar el acetato y transferir a electrodos los electrones
generados, con una eficiencia coulombimétrica que se ha
comprobado que supera el 90 %. Efectivamente, la impli-
cacioén de los citocromos C de Geobacter ha sido propues-
ta, pero hasta ahora, la Unica evidencia experimental se
reducia al estudio de un mutante en un citocromo de
membrana externa (OmcS) que, si bien probaba su partici-
pacién en el proceso de transporte, no aportaba informa-
cién sobre la intima comunicacién redox entre bacteria y
electrodo. Para abordar esta interfase bacteria-electrodo
recurrimos a un enfoque multidisciplinar, donde la electro-
quimica tuviera un mayor peso y se concibiera al microor-

ganismo como un elemento redox mas. Asi, en los ultimos
dos afios hemos realizado avances significativos fruto de
la estrecha colaboracidn entre el Centro de Astrobiologiay
el Grupo de Electroquimica de la Universidad de Alicante.
En primer lugar, mostramos cdmo los elementos redox
sobre la superficie de Geobacter se ven alterados por el
potencial de polarizacién del electrodo, y cdmo estos cam-
bios son reversibles e identificables por técnicas clasicas
electroquimicas como la voltametria ciclica (Busalmen et
al., 2008). Mds recientemente, hemos recurrido a las téc-
nicas de espectroscopia de infrarrojo mas sensibles (SEI-
RAS y SNIFTIRS) para estudiar, por primera vez y de forma
detallada, los primeros nandmetros en la interfase genera-
da entre una célula viva (Geobacter, con su actividad elec-
trogénica intacta) y un electrodo de oro (Busalmen et al.,
2008a). El estudio, que acaba de ser aceptado por la pres-
tigiosa revista de quimica Angewandte Chemie, no sélo ha
demostrado que los grupos hemo de los citocromos C mas
externos descargan sus electrones de forma directa sobre
la superficie del electrodo (Figura 2), sino que ademas,
supone la presentacién de una nueva técnica para estudiar
in vivo la interaccién entre células y materiales conducto-
res, que confiamos hard evolucionar de forma positiva el
campo de la bio-nanotecnologia.

¢CUALES SON LA APLICACIONES REALES DE LAS
CELULAS DE COMBUSTIBLE MICROBIANAS?

na vez tratados los microorganismos presentes en las

MFC y los mecanismos que utilizan, evaluemos la tec-
nologia y sus posibles aplicaciones. Las MFC son en reali-
dad biorreactores, que albergan la oxidacidn de un com-
bustible organico catalizada por microorganismos. Como
en cualquier otro proceso de ingenieria bioquimica, exis-
ten distintos disefios que se adaptan a la naturaleza del
combustible y a la finalidad del ensayo. Las MFC mas sen-
cillas usadas a escala de laboratorio, suelen ser de dos
compartimentos y tener forma de H, como la mostrada en
la figura 1, pero también las hay planas y tubulares. No obs-
tante, a la hora de escalar el proceso, la bisqueda de
reduccién de costes y la simplicidad del disefio, aconsejan
el uso de MFC de un compartimento Unico con exposicion
directa del catodo al aire. Todos estos disefios permiten
tratamientos tanto en condiciones de estanqueidad como
en continuo, y las distintas variantes han sido objeto de
una reciente revision (Du et dal., 2007). Otro elemento
importante en el disefio de estos dispositivos es el material
de los electrodos. Aunque el platino produce los mejores
resultados, su elevado coste hace que el grafito, en cual-
quiera de sus variantes (prensado en barra, papel, fieltro,
polvo), se haya convertido en el material de referencia.
Comparar la eficiencia entre MFCs es complicado, dada la
variabilidad de disefios y materiales empleados. No obs-
tante, se hallegado al consenso de utilizar como magnitud
la potencia por unidad de superficie de electrodo (W/m?2)
0, en algunos casos, por unidad de volumen de la cdmara
anddica (W/ms3). Desde el descubrimiento de los microor-
ganismos electrogénicos, la eficiencia de las MFC ha
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aumentado mas de 1000 veces y en la actualidad se puede
lograr una potencia de W/m2 frente a los mW/mz2 obteni-
dos hace tan sdélo unos afios. El desarrollo de esta tecno-
logia esta todavia en su infancia, por lo que el disefio de
dispositivos con menor resistencia interna, el ensayo de
nuevos materiales conductores, y el empleo de cepas bac-
terianas electrogénicas ¢ptimas llevarda a MFC de mayor
potencia.

Los combustibles que pueden utilizarse para alimentar
estas MFC van desde soluciones de compuestos sencillos
como el acetato o la glucosa a mezclas complejas ricas en
materia organica como los residuos vegetales o las pre-
sentes en las aguas residuales. Es precisamente la depura-
cién de estas ultimas, mediante la utilizacién de MFC, una
de las aplicaciones que mds atencidn esta recibiendo en la
actualidad (Du et al., 2007). Asimismo, se ha propuesto la
adaptacion de estas MFC para conseguir, en Ultima instan-
cia, que la corriente eléctrica se emplee en producir hidré-
geno dentro del propio reactor (Cheng y Logan, 2007).
Estos nuevos dispositivos bioelectroquimicos han sido
denominados Bioelectrochemical Assisted Microbial
Reactor (BEAMR). En ellos, los H+ se convierten en los nue-
vos aceptores de electrones, generandose H, en la cama-
ra del catodo. En la actualidad, y en colaboracién con el
Departamento de Ingenieria Quimica de la Universidad de
Alcald, intentamos sustituir la etapa metanogénica clasica
de los tratamientos de aguas residuales por otra bioelec-
troquimica mediante el uso de bacterias electrogénicas
como Geobacter, de manera que la depuracién microbiana
genere la electricidad necesaria para la produccién de
hidrégeno, un vector energético sin impacto negativo
para el medio ambiente. Las MFC sedimentarias, aunque
no pueden competir en potencia con las disefiadas para
operar como biorreactor, en cambio si presentan aplica-
ciones interesantes, ya que son los propios ciclos natura-
les del carbono los que proporcionan in situ una fuente de
combustible inagotable. De este modo, es factible alimen-
tar pequefios dispositivos analiticos situados en lugares
remotos como fondos marinos o lagos. Algunos de estos
han sido disefiados en los laboratorios del Departamento
de Defensa estadounidense y se han denominado BUGs
(Benthic Unattended Generators, http://www.nrl.navy.mil/
code6900/bug). Otra variante de pila sedimentaria micro-
biana, que en la actualidad estoy desarrollando en el
Centro de Astrobiologia, utiliza el exudado radicular de
plantas como combustible natural para bacterias electro-
génicas en suelos y sedimentos.

Es importante resaltar que el desarrollo de todas estas
tecnologias esta todavia en sus comienzos, y que los dise-
flos deben ser estudiados y optimizados para ofrecer

resultados competitivos. No obstante, considero que utili-
zar microorganismos con fines energéticos deberia con-
vertirse en un desafio cientifico que muestre el compro-
miso de la ciencia en general -y de la microbiologia en par-
ticular- por intentar resolver la crisis energética global pre-
sente y futura. En el camino para lograr este pragmatico
objetivo -y por fortuna para los que seguimos creyendo en
el valor de la ciencia bésica- conseguiremos elucidar uno
de los metabolismos mas antiguos del planeta: la respira-
cién microbiana anaerobia de aceptores de electrones
insolubles.
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Figura 1. Pila de combustible microbiana (a) y
sedimentaria (b). (c) Imagen de SEM de un bio-
film electrogénico de Geobacter sulfurreducens
sobre electrodo de grafito polarizado a 0.6 V.

de grafito

Figura 2. Modelo del metabolismo electrogénico de Geobacter. El
acetato es completamente oxidado a través del ciclo de Krebs y el
poder reductor se emplea en reducir la extensa red de citocromos
C multihemo, que conecta el citoplasma con la membrana exter-
na. Los electrones son transferidos de forma directa sobre el elec-
trodo a través de los citocromos mds externos. Los cambios redox
reversibles en estos citocromos han sido detectados por espec-
troscopia de infrarrojo. En ausencia de sustrato respiratorio, la
red de de citocromos multihemo podria aceptar electrones,
actuando como un capacitor que permitiria mantener el gradien-
te protonmotriz y la sintesis de ATP, para mantener a la célula
activa en su blsqueda de nuevos dceptores de electrones.
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