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X1V Premio Bianual
“Jaime Ferran”

e convoca la 14? edicién de este Pre-

mio, dotado con 2.000 €, y que conlle-
va la Conferencia de Clausura del XXIlI

ongreso Nacional de Microbiologia
(Salamanca, julio de 2011).

Todos los socios estan invitados a
enviar propuestas de candidatos que reu-
nan las siguientes condiciones: ser un
cientifico destacado en el campo de la
Microbiologia, nacido con posterioridad
al 31 de diciembre de 1969 y socio de la

Las candidaturas deben remitirse a la
SEM (Vitruvio 8, 28006 Madrid) adjuntan-
do un breve curriculum vitae. Un jurado
nombrado por la Junta Directiva efectua-
ra la seleccién, al menos cuatro meses
antes de la celebracidn.

Fecha limite de recepcidn de candida-
turas: 28 de febrero de 2011.

Bases y documento de propuesta:

V Premio
de fotografia
en Microbiologia

Federico Uruburu

La quinta edicién de este premio se fallard durante la celebra-
cidn del XXIIl Congreso Nacional de Microbiologia - SEM 2011.

Bases del concurso:

Podran participar todas las personas interesadas en el tema
inscritas en el XXIII Congreso Nacional de Microbiologia de
la SEM (Salamanca, julio de 2011).

Las fotografias se ajustaran al formato 18x24 cm. La foto-
graffa tendra que presentarse sobre cartulina que le sobre-
pase 3 cm alrededor.

El tema deberd serinédito y estar relacionado con la Micro-
biologia.

La fotografia se presentard bajo un pseudénimo en un sobre
cerrado junto con otro con los datos del autor: nombre, ape-
llidos, nimero del DNI, domicilio y teléfono de contacto.
Cada autor podra concursar con un maximo de 3 fotograffas.
Los originales deberan remitirse a la Secretarfa del XXIII Con-
greso Nacional de la SEM:

Secretaria del XXIIl Congreso de la SEM
Departamento de Microbiologia y Genética
Plaza de Doctores de la Reina s/n
Universidad de Salamanca

37007 Salamanca

SEM desde al menos el afio 2003.

www.semicro.es/sec/premios.php

Premio de Fotografia

“Federico Uruburu” | L&

El plazo para la recepcidn de fotografias concluird el dia de
la inauguracién del XXIll Congreso Nacional de Microbiologia
de la SEM (14 de julio de 2011).

Se otorgard un tnico premio consistente en una camara de
fotos digital.

Cada obra deberad llevar un titulo expreso, marcado en el pie
de la fotografia, y una nota breve explicativa de su conteni-
do, que no excederd de cincuenta palabras.

Las obras presentadas a concurso quedardn expuestas
durante el transcurso del XXIII Congreso Nacional de Micro-
biologia de [a SEM.

La eleccidn de la obra galardonada se efectuard por votacién
popular entre los asistentes al XXIIl Congreso Nacional de
Microbiologia de la SEM. Durante su celebracidn, se comu-
nicard debidamente a los congresistas el lugar y forma de
realizar la votacidn.

Las obras presentadas al concurso quedardn en propiedad
de la Sociedad Espafiola de Microbiologia para su uso con
fines divulgativos y siempre citando al autor.

La organizacidn exime su responsabilidad en cuanto al des-
perfecto o extravio de originales.

La organizacidén rechazara las obras que no cumplan los requi-
sitos anteriormente expuestos.

La participacién en este concurso supone la total aceptacion
de estas bases.

FOTO DE PORTADA: Estructuras espiniformes como estrategia de defensa frente a la ingestion microbiana. En el mundo microscépico de las aguas, las
defensas contra el herbivorismo y el bacteriovorismo muestran estrategias convergentes que evitan la ingestién por microorganismos del zooplancton (nano-
flagelados, ciliados, rotiferos, crustaceos, etc). Estas adaptaciones se manifiestan tanto por la posesion de espinas proteicas en algunas bacterias del plancton,
en este caso de agua dulce (1= célula entera, 3 = detalle de espinas con sus subunidades proteicas), como de celulosa en el caso de la microalga Micractinium
pusillum (2), o también por la formacion de colonias asteriformes como en Actinastrum gracillinum, otra microalga de aguas dulces eutrofizadas. 1y 3: microscopia
de contraste de fase; 2 y 4 microscopia electrénica de transmisién y tincion con acetato de uranilo.

(Originales de F. Torrella).
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Biologia de
Microorganismos
Patoégenos

Presidente: Ernesto Garcia

[ pasado mes de julio tuvo lugar en

Avila el IIl Congreso del Grupo
especializado en Microbiologia Clinica
(GEMC). Durante el transcurso del mis-
mo se celebré una reunidén de los
miembros del GEMCYy, tras una amplia
discusion, se llegd al acuerdo de que,
atendiendo a las lineas de investiga-
cién que se llevan a cabo actualmente
por los miembros del GE, resultaba
muy conveniente un cambio en la
denominacién del mismo. Asimismo,
se decidié someter varios nombres a
la consideracién de los miembros del
Grupo para que la decisién final con-
tara con el mayor respaldo posible.

Una vez realizado el recuento de
votos entra las diferentes denomina-
ciones propuestas, se acordé modifi-
car la denominacién del GE el cual, a
partir de ahora y previa comunicacién
alaJunta de Gobierno de la SEM, pasa
a denominarse Grupo Especializado en
Biologia de Microorganismos Patdge-
nos (GEBMP).

Protistologia

Presidenta: Ana Martin-Gonzalez

VI European Congress
of Protistology

[ préximo mes de julio (25-29) de
2011 se celebra el VI European Con-
gress of Protistology, organizado por
el Profesor K. Halismann, que tendra

lugar en la ciudad de Berlin. Aunque
todavia no existe un programa cienti-
fico definitivo, estd prevista una sesién
especial sobre “Conceptos de Protis-
tologia”, en la que se discutira, entre
otros temas de gran interés, el concep-
to de especie. Asimismo, en dicho con-
greso se incluye un simposium dedi-
cado al Profesor Dr. Miklos Miiller
(Rockefeller University, Nueva York),
descubridor de los hidrogenosomas.
Para mas informacidn, consultar la pagi-
na Web: http//www.ecop2011.org|.

Otra noticia relacionada con nues-
tro grupo es que nuestro compafiero
el Dr. Juan Carlos Gutiérrez (Dpto.
Microbiologia-lll, Facultad de Biologia,
Universidad Complutense de Madrid),
ha sido elegido miembro electo del
Nominating Committee de la ISOP
(International Society of Protistolo-
gists). Desde aqui, le deseamos suerte
en su futura labor dentro del comité
de direccidn de esta sociedad.

La pagina Web del grupo estd ac-
tualmente en proceso de elaboracién
y esperamos que esté disponible para
el préximo afo.

Microbiologia
de los alimentos

Presidenta: Francisco Javier
Carballo
Renovacién parcial
de la Junta Directiva del
Grupo de Microbiologia
de los Alimentos

D urante la celebracién del XVII Con-
greso Nacional de Microbiologia

Actualidad SEM es una publicacién semestral de la Sociedad Espariola de Microbiologia (SEM)
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mmm NUESTROS GRUPOS

de los Alimentos (Valladolid, 19-22 de
septiembre de 2010) tuvieron lugar las
elecciones para la renovacién parcial
de la Junta Directiva del Grupo. Deja
su cargo la Dra. Margarita Medina Fer-
nandez-Regatillo, tras 8 afios de Secre-
taria (1994-2002) y 8 de Vicepresidenta
(2002-2010). Dejan también sus cargos,
tras 8 afios de permanencia en los mis-
mos (2002-2010), la Dra. Marta Hugas
Maurici (Vocal) y el Dr. Juan Miguel
Rodriguez Gdmez (Secretario). El Gru-
po agradece sinceramente la valiosisi-
ma aportacion de todos ellos durante
estos afios.

En su lugar fueron elegidos los Drs.
Gonzalo Garcia de Fernando Mingui-
[16n, de la Universidad Complutense
de Madrid (Vicepresidente), Santiago
Conddn Usdn, de la Universidad de
Zaragoza (Vocal) y Antonia Maria
Picdn Gélvez, del INIA (Secretaria).
Igualmente, fueron reelegidos en sus
cargos de Vocales los Drs. José Ferndn-
dez-Salguero Carretero, de la Univer-
sidad de Cérdoba, y David Rodriguez
Lazaro, del Instituto Tecnoldgico Agra-
rio de Castilla y Le6n (ITACyL).

XVIII Congreso Nacional
de Microbiologia de los
Alimentos

| préoximo Congreso Nacional de

Microbiologia de los Alimentos ten-
drd lugar D.m., en fechas todavia por
determinar, en Logrofio, en el afio 2012.
Correrad la presidencia de la organiza-
cién a cargo de la Dra. Dofia Maria Elena
Gonzalez Fandos, Catedratica de Uni-
versidad del Area de Tecnologia de Ali-
mentos de la Universidad de La Rioja.

La SEM y el Director no comparten necesariamente las opiniones que puedan aparecer en articulos, informaciones o cartas enviados por los socios,

ni se responsabilizan de su veracidad.
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EDITORIAL =

Microbiologia
en las dos orillas

La microbiologia esta en constante evolucién y expansion,
ambas producidas tanto por el ingenio de los investigado-
res como por la continua aparicion de nuevas tecnologjas.
Las nuevas observaciones inducen -en las mentes preparadas,
como dirfa Pasteur- nuevas ideas. Y son las nuevas ideas las
que impulsan larenovacién y mejora de las técnicas. Es, efec-
tivamente, un “circulo virtuoso”, que hace avanzar la ciencia
mediante la continua interaccién entre hechos e ideas. El pro-
greso de la ciencia, por otra parte, no es un hecho aislado o
unipersonal, sino que necesita el esfuerzo colaborador de
muchas personas, entre las cuales las mas jovenes aportan
la garantia de que el esfuerzo y el progreso van a continuar
en los afios venideros. Por ello, uno de los principales retos
actuales de la ciencia es proporcionar una formacién adecua-
da para forjar la préxima generacién de investigadores.
M3s del 80% de la poblacién mundial vive en paises en vias
de desarrollo, pero el porcentaje de investigadores que tra-
bajan en estos paises es sélo un 30% del total en el mundo. Un
buen ndmero de esos paises estdn en una regién del mundo
que Espafia y Portugal no pueden olvidar: Latinoamérica. Es
importante saber que la calidad de la ciencia desarrollada en
los centros de investigacion en Latinoamérica ha mejorado
notablemente en los Ultimos afios. También ha aumentado
significativamente el nimero de estudiantes latinoamericanos
van al extranjero para completar su formacién. El primer des-
tino elegido por los jévenes investigadores es Estados Unidos,
seguido de lejos por Espafia y por otros paises europeos o lati-
noamericanos [C. Chica, N. Skinner, Int. Microbiol. 13:159-164
(2010), http://www.im.microbios.org/1303/IM1303_0159.pdf].
Latinoamérica tiene una sdlida tradicion en la investigacion
en microbiologia clinica y ambiental. Varias de las enfermeda-
des tropicales prevalecientes en la region fueron descubiertas
por investigadores de los respectivos paises. Algunos de ellos
son conocidos en todo el mundo, como Carlos Chagas (1879-
1934), de Brasil, que descubrid la tripanosomiasis o enferme-
dad de Chagas, o el cubano Carlos Finlay, que describié el papel
que tenia el mosquito en la transmisién de la fiebre amarilla.
Otros, en cambio, apenas son conocidos fuera de sus fronte-
ras. Es el caso de Rodolfo Robles (1878-1939), de Guatemala,
que definid los caracteres esenciales de la oncocercosis huma-
na (entre ellos, la ceguera), en tiempos en los que los investi-
gadores de los paises desarrollados consideraban esa infeccién
una enfermedad dermatoldgica de escaso interés médico.
También el del sacrificado estudiante de medicina peruano
Daniel Carrién (1857-1885), que descubrid la enfermedad de
Carridn o bartonelosis. O el de Eugenio Espejo (1747-1795),
del actual Ecuador, que pensaba —algunos afios antes que
Jenner, y casi cien afios antes que Pasteur y Koch— que la
viruela estaba causada por unos “atomillos vivientes” [véase
la seccién Pioneros de la Microbiologia en nuestra web:
http://www.semicrobiologia.org/sec/pioneros.php].

Ricardo Guerrero
Presidente de la SEM

La historia de la ciencia en Latinoamérica sigue una tra-
yectoria que se ha fortalecido a través del tiempo por tres
elementos principales: las sociedades cientificas, las revistas
cientificas, y la cooperacidn e interaccidn entre colegas de
todo el mundo. Estos tres elementos constituyen un meca-
nismo eficaz para promover la ciencia y el desarrollo en gene-
ral. Sin embargo, las adversas “circunstancias” politicas y eco-
némicas, que suelen coincidir, han tenido efectos nocivos
sobre el avance de la ciencia latinoamericana y, por tanto, en
sus resultados. En tiempos de crisis, en muchos paises, entre
los que se encuentra Espafia, los fondos destinados a la cien-
cia son los primeros que se recortan. Curiosamente, en los
paises mas desarrollados del mundo se hace lo contrario.
Podrfamos preguntarnos si hay alguna relacién de causa-efec-
to, en ambos sentidos. Las consecuencias son graves a medio
y largo plazo, ya que la recuperacién del progreso cientifico
y tecnoldgico para alcanzar el estado de desarrollo de otros
paises que si han mantenido el ritmo de inversién en ciencia
puede costar otros “cien afios de soledad”.

Diversos paises de Latinoamérica, mas Espafia y Portugal,
forman la Asociacién Latinoamericana de Microbiologfa, la
ALAM. Los fines de la ALAM son: (@) organizar y dar continui-
dad a los congresos de microbiologia de Latinoamérica, (b)
mantener las relaciones con las sociedades de microbiologia
de otros paises, (c) crear o estimular la formacién de otras
sociedades de la microbiologia en aquellos paises que no la
tengan, (d) promocionar el intercambio cientifico a escala
internacional, y (e) difundir los conocimientos cientificos en
el campo de la microbiologia a través de congresos nacionales
y publicaciones cientificas [C. Chica Int. Microbiol. 11:221-225
(2008) http://[www.im.microbios.org/1103/IM1103_0221.pdf].

Montevideo, la capital de Uruguay, ha sido la sede del
XX Congreso Latinoamericano de Microbiologfa [http://www.
alam2o10.org.uy] que se ha celebrado del 27 al 30 septiembre
de este afo. Participaron mds de 40 reconocidos investiga-
dores de paises latinoamericanos, EE.UU. y Europa (Espaiia,
Portugal, Francia, Holanda y Reino Unido). La continuidad de
los congresos ALAM es de gran importancia, ya que ofrecen
una oportunidad Unica para promover el intercambio cienti-
fico y la comunicacién entre microbidlogos de profesiény
para atraer el interés y la curiosidad de los jévenes, fomen-
tando su participacién en esta disciplina. En esta edicidn se
ha batido un récord, con mas de 1000 inscripciones. El proxi-
mo tendra lugar en Santos (Brasil) en 2012, y promete ser atin
mas numeroso.

No por verdadero deja de ser un tépico decir que Latino-
américa “tiene un gran futuro”. Y lo venimos oyendo desde
hace muchos afios. Creemos que algunos paises de “la otra
orilla” han hecho ya presente ese futuro, y esperamos no sdlo
presenciar sino también contribuir a que el resto llegue al mis-
mo destino.

Diciembre 2010

ACLtua

% SEM

50:3 [



TESIS DOCTORALES 1

Complejos proteicos
de membrana externa
de Neisseria meningitidis:
analisis estructural
y capacidad antigénica

Juan Marzoa Fandino

Directores: Carlos M2 Ferreiros

Dominguez y Sandra Sanchez Poza.

Departamento de Microbiologia y
Parasitologia, Universidad de
Santiago de Compostela.

L a infecciéon meningocdcica es un importante
problema de salud mundial. De los principales
serogrupos patogénicos (A, B, C, Y y W135), el
serogrupo B es el tinico que no dispone de una
vacuna eficaz y de amplia cobertura.

Los objetivos planteados en esta tesis fueron
realizar un estudio del complexoma de membra-
na externa de N. meningitidis, caracterizar los
complejos proteicos mds relevantes y analizar sus
caracteristicas antigénicas sin alterar su estructura
nativa y, de este modo, la de los epitopos confor-
macionales que a menudo no son contemplados
por la metodologia clasica. Finalmente se evalud
el interés de los complejos proteicos estudiados
como antigenos vacunales.

Para al andlisis del complexoma de la mem-
brana externa del meningococo hemos utilizado
una técnica electroforética de reciente publica-
cién, especialmente desarrollada para el estudio
de complejos proteicos, denominada high reso-
lution Clear Native Electrophoresis (hrCNE).
Mediante espectrometria de masas y técnicas
electroforéticas bidimensionales derivadas de la
hrCNE, caracterizamos la composicién de los prin-
cipales complejos proteicos. Con el fin de analizar
la funcionalidad de los anticuerpos generados
contra los complejos proteicos purificados y con-
tra vesiculas de membrana externa, se realizaron
los ensayos de actividad bactericida del suero,
unién de anticuerpos a la superficie bacteriana,
deposicién del componente del complemento
C3b, deposicidn del componente del complejo de
ataque a membrana, y actividad opsonofagocitica
del suero.

El analisis protedmico reveld la presencia de
12 complejos proteicos mayoritarios. Tres de
estos complejos son asociaciones homoméricas
de las proteinas chaperonina de 60 kDa, gluta-
mina sintetasa y cetol-acido reductoisomerasa,
y nueve son complejos de porinas, correspon-
dientes a homdmeros de la porina PorB y tres
tipos de asociaciones heteroméricas de las pori-
nas PorAy PorB, y las proteina RmpM: PorA/
PorB, PorB/RmpM y PorA/PorB/RmpM. En
menor proporcién también se detectaron homo-
meros de PorA y complejos de alto peso mole-
cular formados por PorA/PorB/RmpM/MIP. La
utilizacién de cepas mutantes nos permitié tam-
bién confirmar el papel crucial de la PorB en el
mantenimiento de la integridad de los complejos
de porinas.

Del total de complejos detectados se obtu-
vieron cinco sueros de ratén anti-complejos: el
suero anti-CxChap, obtenido tras la inmunizacién
con el complejo de la chaperonina de 60 kDa, y
los sueros anti-CxABR, anti-CxBR y anti-CxAB,
anti-CxB, obtenidos tras la inmunizacién con los

complejos formados por PorA/PorB/RmpM,
PorB/RmpM y PorA/PorB y PorB respectivamen-
te. Del mismo modo se obtuvieron sueros inmu-
nes contra OMVs salvajes y defectivas en las pro-
tefnas PorA, PorB, RmpM o FetA.

Todos los complejos purificados resultaron
accesibles en superficie e indujeron respuestas
que promueven la deposiciéon del componente
del complemento C3b, la formacién del complejo
de ataque a membrana y la actividad bactericida.
La escasa reactividad cruzada de los sueros anti-
complejos de porinas reduce su interés vacunal
a la proteccidn frente la cepa homdloga. Sin
embargo, la alta reactividad cruzada del suero
anti-CxChap mostrada en los ensayos de unién
de anticuerpos a superficie, deposicion de C3b,
deposicion de MAC y actividad opsonofagocitica
sugiere que las proteinas chaperonina de 60 kDa
y la proteina MIP (co-purificada con el complejo
CxChap) pueden ser antigenos con gran interés
como componentes vacunales.

Aplicacion de las técnicas FISH,
PCR especificay 16S-ARDRA
al estudio de la poblacién
bacteriana asociada al proceso
de vinificacién

Lucia Blasco Escriva

Directores: Isabel Pardo Cubillos

y Sergi Ferrer Soler.

Centro de realizacién: Dpt. de
Microbiologia i Ecologia, Fac.
Ciéncies Bioldgiques, Universitat de
Valéncia. Centro de presentacion:
Universitat de Valéncia.

| vino es el producto de la fermentacion del

mosto de uvay en esta transformacién inter-
vienen gran cantidad de microorganismos. Estos
microorganismos pueden ser beneficiosos, como
S. cerevisiae y O. oeni, o perjudiciales como la gran
mayorifa de las bacterias lacticas (BL) y todas las
bacterias acéticas (BA). La adopcidn de medidas
de control tempranas que eviten las alteraciones
microbianas durante el proceso de vinificaciéon o
crianza es necesaria para obtener un vino de cali-
dad. Por ello, el objetivo principal de este trabajo
ha sido el desarrollo de una metodologia rapida
que permita detectar, identificar y cuantificar las
BLy acéticas en el vino.

Para ello se desarrollaron de sondas fluo-
rescentes que fueron Utiles para la deteccidn,
identificacion y cuantificacién de especie de BL
y BA del vino mediante microscopia de fluores-
cencia. Ademds se desarrollaron cebadores
especificos para deteccién mediante PCR espe-
cifica de BA. Estas técnicas se compararon con
otras descritas previamente como el 16S-ARDRA
y tras evaluar estas técnicas moleculares en
muestras de mosto y vino se procedi6 a aplica-
cién de dichas técnicas en vinificaciones a nivel
de laboratorio, planta piloto y nivel industrial
llegando a la conclusién de laimportancia de su
utilidad para poder prevenir los posibles dete-
rioros causados por el crecimiento de microor-
ganismos como las BL o BA.

Molecular characterization
of Mycobacterium avium
subspecies paratuberculosis
isolates. Epidemiological
distribution in Spain
Elena Castellanos Rizaldos

Directores: Alicia Aranaz Martin,
Lucas Dominguez Rodriguez y
Lucia de Juan Ferré.

Centro de realizacién: Centro de
Vigilancia Sanitaria Veterinaria
(VISAVET) y Departamento de
Sanidad Animal, Facultad de
Veterinaria, Universidad
Complutense de Madrid. Centro de
presentacion: Facultad de
Veterinaria de Madrid,
Universidad Complutense de
Madrid, Espana.

he etiological agent of paratuberculosis or

Johne’s disease is M. a. paratuberculosis. This
agent has been divided into three groups by tra-
ditional molecular techniques; type I (or “ovine”),
type Il (“bovine”) and type Ill (“intermediate”).
Nonetheless, there are some isolates (especially
the most slow-growing phenotypes) that are not
typable by these techniques due to DNA quality
and quantity requirements. Therefore, we began
designing different PCR-based techniques to
amplify certain genes and target regions, which
were then sequenced to detect possible type-
specific differences at the nucleotide level. From
these genes, gyrA, gyrB, inh-A and IS900, presen-
ted SNPs that were type-specific (I, Il and I11). At
the same time, SNPs present in the gyrB and inh-
A genes in type Ill strains revealed recognition
sites for the restriction enzymes Hpy188I1l and
Sinl. The enzymatic digestion of type Il strains
products (at that moment only distinguishable
from type | strains by PFGE and RFLP-1S900)
resulted in different patterns from those of type
land II.

Moreover, we performed a genomic hy-
bridization comparison using microarray on a
selection of M. a. paratuberculosis isolates obtai-
ned from Spain and representing the three
types. In this study it was found that M. a. para-
tuberculosis types | and Ill showed 62 ORFs
homologous to M. a. hominissuis 104 genome
but divergent from the M. a. paratuberculosis
K-10 genome. In addition, the comparison of
types | and Ill strains with the M. a. paratubercu-
losis K-10 genome revealed deletions of two
ORFs in the type | strains analyzed and seven
ORFs in the type Il strains. This previous data
served to optimize PCR-based techniques direc-
ted to types I and Ill specific genomic regions,
and constituted another technique to differen-
tiate between these two types. Furthermore,
we accomplished a novel molecular approach
derived from real time PCR principles and the
analysis of differences in melting curves. This
technique was able to type M. a. paratuberculosis
isolates in 1 hour and 30 minutes. Complimentary
to this study we also applied these principles to
discriminate between MAC members with envi-
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ronmental and clinical relevance, especially in
the case of immunocompromised patients.

In addition to this, the different outbreaks
of paratuberculosis that occur worldwide and
the need to establish links between them have
created a demand for a rapid molecular techni-
que able to subtype within the M. a. paratuber-
culosis types. For this reason, we analyzed dif-
ferent MIRU-VNTR loci in a panel of M. a.
paratuberculosis isolates of Spanish origin. Con-
sequently, we described a novel locus (VNTR-
259) and proposed the standardization of the
interpretation of the results in terms of num-
bers of copies from agarose gels. The combina-
tion of loci used in the study (MIRU-2, MIRU-3,
VNTR-25, VNTR-32 and VNTR-259) yielded an
index of discrimination HGDI of 0.84. Moreover,
this technique was applied for the first time in
Spain in other members of MAC different from
M. a. paratuberculosis, such as M. a. avium reco-
vered from birds of prey.

To conclude, the development of these new
approaches resulted in the identification, charac-
terization and description of novel type Il strains
of M. a. paratuberculosis from Spanish origin,
sampled from Guadarrama goats. These strains
revealed a novel deletion of 16 Kb. Included
within this deletion, virulence-related operons
were identified, such as the mammalian cell entry
genes or mce among others. The overall result
of this study ended in the description of the first
natural mce mutant strain of M. a. paratubercu-
losis ever reported. The importance of this dele-
tion, that contains different virulence genes was
determined by in vitro infections in four cell lines
(MOCL-4, BOMAC, THP-1and CACO-2) and quan-
titative amplification of pre-rRNA 16S gene. After-
wards, the differential regulation of the genes
within the 16 Kb region was evaluated by the
analysis of the transcriptome of M. a. paratu-
berculosis K-10 (reference strain) after in vitro
infections in THP-1 and MOCL-4 cell lines.

Prevalencia y diversidad
de integrones en cepas clinicas
y comensales
de Escherichia coli
Prevalence and diversity
of integrons in clinical and
commensal Escherichia coli
strains

Laura Vinué Santolalla

Directora: Carmen Torres Manrique
Area de Bioquimica y Biologia
Molecular. Universidad de La Rioja.

Un integron es un sistema de recombinacién
sitio-especifico capaz de integrar y expresar
genes cassettes. Existen cinco clases de integro-
nes que contienen genes cassettes de resistencia
a antibidticos, siendo los de clase 1 los mas fre-
cuentes. Estos se caracterizan por presentar una
secuencia conservada en el extremo 5’ (5-CS) y
otra en el extremo 3’ (3’-CS) formada por un gen
de resistencia a compuestos de amonio cuater-
narios (qacEA1) y un gen de resistencia a sulfami-
das (sul1).

En esta tesis se estudié en primer lugar la pre-
valencia y diversidad de integrones en cepas cli-
nicas (hemocultivos) y comensales (heces de per-
sonas sanas) de E. coli. Se detectaron integrones
en el 40%y 29% de las cepas clinicas y comensales,
respectivamente. En las cepas clinicas/comensales
se detectaron integrones de clase 1(38.5%/26%),
de clase 2 (0.7%/1%) y de clase 1y 2 (0.7%/2%). Se
obtuvo una mayor diversidad de combinaciones
de genes cassettes en la region variable de inte-
grones de clase 1 en las cepas clinicas (n=11) que
en las cepas comensales (n=4). El 32% de los inte-
grones de clase 1de las cepas de hemocultivos y
el 14.3% de los de las cepas comensales carecian
de la region 3’-CS, detectandose ocho combina-
ciones diferentes de genes cassettes y cuatro
estructuras asociadas con sul3, una de ellas nueva
incluida en el GenBank (FJ587511). Todos los inte-
grones de clase 2 presentaron la composicién de
genes dfrA1 + sat + aadA1.

Posteriormente se estudid el entorno genético
de los genes de resistencia a sulfamidas (sul) en
las cepas de hemocultivos resistentes a sulfamidas
(SULR). Asi, 63 de las 71 cepas SUL® contenian
genes sul y se encontrd sult asociado a integrones
de clase 1 en el 85.7% de las cepas con este gen,
sul3 aintegrones no clasicos carentes de la regién
3’-CS en el 71.4% de las cepas y sul2 en el 91.4% de
las cepas fue asociado con strA-strB, detectandose
once estructuras diferentes y una de ellas nueva
con el gen strB truncado por IS150 (GenBank
FJ705354).

A continuacién, se realizd la deteccién y
caracterizacién de betalactamasas de espectro
expandido (BLEEs) en cepas de E. coli clinicas y
comensales de personas sanas y se determind su
entorno genético y su posible relacién con inte-
grones. Se estudiaron 56 cepas clinicas portado-
ras de BLEEs, detectdndose los siguientes genes
(numero de cepas): blacTx m-14a (29), blacTx -

(9), blactx w45 (1), blacTx.m-3> (2), blaspy.q,
?12), blagpy5 (1), blatgp.s, (1) y el gen que codi-
fica una nueva B-lactamasa SHV-102, incluido en
GenBank (EU024485). Asimismo se detectaron
cepas portadoras de BLEEs en 7 de las 105 mues-
tras fecales de personas sanas estudiadas (6.6%),
identificandose los genes (nimero de cepas):
blactx-m-14a (1) blacTx-magb (), blacTx.m4 (2),
blacrx-m-3> (1), blactx-m-g (1) y blatgm-s; (1)-
Los genes b’“CTX-M-g y b’“CTX-M-14b fueron
identificados en la estructura del integrdn In6o.
Se detectaron integrones de clase 1 en el 60.7%
de las cepas clinicas BLEE-positivas y en dos de
las siete cepas comensales, obteniendo un total
de siete combinaciones de genes cassettes dife-
rentes. Cinco cepas clinicas y comensales con inte-
grones de clase 1, presentaron la estructura no
clasica, carente de la regién 3’-CS y en una cepa
se detectd un integrén de clase 1 relacionado con
sul3 con una estructura no descrita previamente
que inclufa una secuencia de insercién 1S1294 trun-
cando el gen cmlA1 (GenBank EU704128).

Se comprobd en 7 cepas que los determinan-
tes genéticos de integrones carentes de 3’-CS'y
relacionados con sul3 se encontraban localizados
en plasmidos (rango <48 a 150 Kb), transferibles
por transformacion en algunas cepas y se identi-
ficé el plasmido Incl1 en una de ellas. Asimismo se
realizd la caracterizacién de los plasmidos porta-
dores de genes blactx_p Y blacTx w32, €ncon-
trdndose dichos genes mayoritariamente en plas-
midos de tipo IncN.

Serealizd la caracterizacion de la variante del
promotor de los genes cassettes de los integrones
de clase 1 en 42 integrones (de 41 cepas clinicas y
comensales). Se detectaron cuatro variantes de
promotores (PcW, PcH1, PcWr N1 Y PCS). El pro-
motor PcW se encontrd unido a otro promotor P2
en algunos casos. La frecuencia de deteccién de
dichas variantes estuvo enrelacién inversa conla
fuerza de dichos promotores, de modo que los
porcentajes detectados fueron (de débil a fuer-
te): PcW (40.5%), PcH1(33.3%), PcW + P2 (14.3%),
PcWrGN-10 (9-5%), Y PcS (2.4%).

Por dltimo, se analizé la estabilidad del in-
tegron de clase 1 carente de la region 3°-CS en
ausencia de presidn antibidtica selectiva en 3 de
las cepas, observdndose comportamientos dife-
rentes. En uno de los casos se produjo la pérdida
del integrén y del pldsmido que lo portaba (con
las resistencias asociadas) al cabo de 75 pases en
medio sin antibidtico.

Taxonomia molecular
del clado central del género
Vibrio y otras Vibrionaceae

Francisco Javier Pascual
Martinez

Directores: M2 Jesus Pujalte
Domarco, M2 Carmen Macian Rovira
y David Ruiz Arahal.
Instituto Cavanilles de Biodiversidad
y Biologia Evolutiva, Departamento
de Microbiologia, y Ecologia'y
Coleccién Espanola de Cultivos
Tipo, Universidad de Valencia.

S e ha evaluado la utilidad de diferentes técni-
cas de tipificacion molecular asi como el Mul-
tilocus Sequence Analysis (MLSA), para la clasi-
ficacion de las especies del clado central del
género Vibrio.

Se han estudiado 85 aislados, identificados
fenotipicamente como Vibrio harveyi, junto con
las cepas tipo y de referencia de las 6 especies
del clado central. Entre las técnicas de tipificacion
molecular se han analizado Rep PCR (GTG)c,
RAPD M13, RAPD T7, ISR 16S-23S, asi como ?a
combinacién de las tres primeras técnicas (“gel
combinado”). Posteriormente, se ha corrobora-
do laidentidad de cepas representativas de los
diferentes grupos formados con la técnica “gel
combinado” mediante el MLSA utilizando los
genes 16S rRNA, recA, pyrH, gyrB, rpoD, rctB 'y
toxR, tanto de manera individual como concate-
nando sus secuencias. Finalmente, para confir-
mar la identidad correcta de los aislados se ha
aplicado la hibridacion DNA-DNA en una serie de
cepas representativas de los diferentes clados
obtenidos en el estudio de MLSA, evaluando su
correlacién respecto a los resultados del MLSA
y el “gel combinado”.

El andlisis de los 7 genes concatenados ha
mostrado ser una herramienta éptima para la cla-
sificacién y andlisis filogenético de los vibrios del
clado central. Las secuencias génicas individuales
de rpoD, rctB y toxR han mostrado un resultado
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satisfactorio, a diferencia de los genes 16S rRNA,
recA, pyrH y gyrB. La concatenacion de los tres
genes mds resolutivos (rpoD, rctBy toxR) ha per-
mitido una perfecta definicion de las seis espe-
cies, lo que permite minimizar el nimero de
genes a secuenciar con fines identificativos.
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con
la técnica hibridacion DNA-DNA y MLSA, se ha
concluido que ninguna técnica de tipificacién
molecular por separado ha permitido la correcta
clasificaciéon y diferenciacién de las seis especies,
mientras que la combinacién de técnicas, si bien
mejora los resultados individuales, no diferencia
entre V. campbellii y V. rotiferianus. Ademds los
resultados han mostrado que parte de las cepas
identificadas fenotipicamente como V. harveyi
han resultado ser V. rotiferianus.

Empleando la técnica de MLSA, integrada en
un estudio polifasico, se ha esclarecido la posicion
taxondmica de un conjunto de once Enterovibrio
sp., asi como de Vibrio calviensis DSM 14347". Los
resultados han mostrado que (i) tres de las cepas
en estudio constituyen una nueva especie del
género Enterovibrio, para la que se propone el
nombre de E. nigricans sp. nov. (CECT 7320"); (ii)
las restantes cepas son E. coralii (primer aislamien-
to de esta especie a partir de peces); (iii) V. cal-
viensis DSM 14347" debe ser reclasificada como

Socios colaboradores de los Grupos Especializados de la SEM:

« AGBAR, S.A.

« BIOETANOL GALICIA
« EMASA

« EMASESA

« Gamaser, S.L.

una especie del género Enterovibrio, E. calviensis
comb. nov.; y (iv) es necesario enmendar la des-
cripcién del género Enterovibrio.

Estudio comparativo
de sistemas de secrecion
Tipo IV implicados
en transferencia conjugativa
de DNA y virulencia
bacteriana

Héctor David de Paz Fernandez

Directora: Matxalen Llosa Blas.
Facultad de Medicina, Universidad de

Cantabiria.
L os sistemas de secrecion Tipo IV (T4SS) se
encuentran ampliamente distribuidos entre las
bacterias, donde presentan roles bioldgicos muy
diferentes a pesar de la gran homologia que que
comparten entre si, estando involucrados en pro-
cesos como conjugacién bacteriana o virulencia.

« |berdrola, S.A.

« Instituto Tecnolégico
Agroalimentario

« Iproma, S.L.

« Laboratorios Microkit S.L.

En este trabajo, el estudio de dos T4SS im-
plicados en transferencia de DNA y virulencia,
nos ha permitido manipular sus componentes,
consiguiendo movilizar DNA desde Bartonella
hacia células humanas. Esto podria sentar las
bases para una herramienta de transferencia al
genoma humano de DNA de cualquier origen'y
longitud, de gran valor en el campo de la terapia
génica.

Primero realizamos un estudio comparativo
de los T4SS Trw de R388 y Bartonella, estable-
ciendo los componentes que pueden ser inter-
cambiados, estructural y funcionalmente. Ade-
mas, hemos llevado a cabo un andlisis mutacional
de la proteina acopladora de R388 (TrwB) y ana-
lizado el efecto de estas mutaciones en la fun-
cionalidad de TrwB en un sistema donde la can-
tidad de TrwB es limitante para la frecuencia de
conjugacion. Esto nos ha permitido delimitar los
dominios funcionales de la proteina. También
hemos obtenido mutantes que interaccionan
mas fuertemente con el T4SS de Bartonella. Por
Gltimo, hemos conseguido movilizar DNA desde
Bartonella a células humanas, y hemos determi-
nado que la transferencia depende tanto de la
maquinaria conjugativa de R388 como de los
T4SS de Bartonella.

Laboratorio Municipal de Vigo
Millipore Ibérica, S.A.

THOR Especialidades, S.A.

« VWR International Eurolab, S.L.

vy

Publicacion de resimenes de Tesis Doctorales

Actualidad SEM publica resimenes de Tesis Doctorales realizadas o dirigidas por miembros de la SEM. Deben
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Historia del Grupo
de Microbiologia del
Medio Acuatico

Juan Iriberri (Universidad del Pais Vasco),

Albert Bosch (Universidad de Barcelona) y Juan J. Borrego (Universidad de Malaga).

| Grupo de Microbiologia del Medio Acuatico (MMA) sur-

ge en el seno de la Sociedad Espafiola de Microbiologia
(SEM) en 1993 por iniciativa de su Presidente, el Prof. Fran-
cisco Ruiz Berraquero, quien propuso a la Junta de la SEM
la creacion de los siguientes Grupos Especializados: Micro-
biologia Molecular, Protistologia y Microbiologia del Medio
Acuatico.

En 1994 se organiza una Comisidn Gestora constituida
por los Dres. Isabel Barcina, Juan L. Barja, Albert Bosch, Juan
J. Borrego, Esperanza Garay, Ricardo Guerrero, Juan Iriberri,
Sara l. Pérez-Prieto y Alicia E. Toranzo. Esta Comisién Gestora
se relne por primera vez en Noviembre de 1994 en la sede
de la SEM sita en C/Hortaleza (Madrid), estableciéndose las
directrices fundamentales del futuro Grupo (que conocemos
como el “Espiritu de Hortaleza”), organizando las elecciones
del Grupo y planificando acciones inmediatas a realizar: la
organizacion de una Mesa Redonda en el XV Congreso Nacio-
nal de Microbiologia (Madrid, 1995) y la organizacién de la
1* Reunidn Cientifica del Grupo (Malaga, 1996).

La vocacion del Grupo ha sido, y sigue siendo, aglutinar
al mayor nimero de profesionales relacionados con la dis-
ciplina que ejercen su labor en entidades publicas y privadas
y en el ambito de la investigacién. Ademas, el Grupo ha dado
y sigue dando un gran protagonismo a nuestros jovenes
investigadores en las Reuniones Cientificas del Grupo. Por
ultimo, el Grupo tiene la voluntad de ser un foro de didlogo
y opiniones sobre la Microbiologfa del Medio Acudtico entre
los profesionales del sector.

En términos generales, el Grupo de MMA de la SEM se
ha caracterizado desde sus comienzos por llevar a cabo
muchas actividades y también iniciativas pioneras en la Socie-
dad, algunas de las cuales han sido:

1. NORMALIZACION, que a iniciativa del grupo se creé
la “Comision de Normalizacién y Validacién” (CNV)
de la SEM, cuyo presidente es el miembro del Grupo de
MMA Dr. Ferran Ribas.

2. PREMIO A LA MEJOR TESIS DOCTORAL, iniciativa ins-
taurada por el Grupo desde el comienzo de su anda-
dura, siendo el primer grupo de la SEM que empezd
a conceder este premio. Hasta la actualidad se han
concedido 7 Premios a nuestros jévenes doctores.

3. PREMIOS A LAS MEJORES COMUNICACIONES DE LAS
REUNIONES CIENTIFICAS DEL GRUPO, desde la V Reu-
nién, el Grupo concede premios a las mejores comu-
nicaciones de las sesiones de nuestras reuniones.

4. ELABORACION DE UN CATALOGO DE INVESTIGADO-
RES, se ha editado un catalogo de investigadores y
grupos de investigacion en nuestra disciplina, iniciativa
que probablemente haya sido Unica entre los grupos
de la SEM.

5. INVITADOS, también en nuestras Reuniones hemos
recibido invitados de gran relevancia. A modo de
recordatorio podemos citar a Ricardo Guerrero (Espa-
fa) en Malaga, a Lynn Margulis (USA) en Girona, a
Samuel Meyers (USA) en Santiago de Compostela,
a Rudolf Amann (Alemania) en Sevilla, a Manfred G.
Hofle (Alemania) en Tarragona, a J.M. Gonzalez (Espa-
fia) en Valencia, a Josep M Gasol (Espafia) en Bilbao
y a Debra Milton (Suecia) en Vigo.

Desde su creacién el Grupo de MMA ha contado con los

siguientes cargos:

¢ PRESIDENTES: JUAN IRIBERRI (1994-2001), ALBERT
BOSCH (2001-2009), JUAN J. BORREGO (2009-2013).

Lynn Margulis.
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VICEPRESIDENTES: JUAN J. BORREGO (1994-2007),
ALICIA C. ESTEVEZ TORANZO (2007-2011).
SECRETARIOS: JUAN L. BARJA (1994-1999), SARA I.
PEREZ PRIETO (1999-2011).

TESORERAS: ISABEL BARCINA (1994-1999), M® JESUS
PUJALTE (1999-2009), M®* CARMEN MACIAN (2009-
2013).

VOCALES: ALBERT BOSCH (1994-2001), ALICIA C. ESTE-
VEZ TORANZO (1994-2007), SARA |. PEREZ PRIETO
(1994-1999), DOLORS FURONES (1994-1999), ANTONIO
VENTOSA (1999-2009), FERRAN RIBAS (1999-2009),
ANA AUDICANA (1999-2007), VICENTE CATALAN (2007-
2011), DOLORES CASTRO (2007-2011), M?* JOSE FIGUE-
RAS (2009-2013), M® CARMEN MARQUEZ (2009-2013).

El Grupo de MMA ha organizado las siguientes Mesas
Redondas en los Congresos Nacionales de Microbiologia de
la SEM:

e XV CONGRESO MADRID 1995. Moderadores: Sara I.

Pérez Prieto y Juan J. Borrego. Ponentes: Isabel Bar-
cina, Albert Bosch, Isabel Esteve, Esperanza Garay y
Alicia E. Toranzo.

XVI CONGRESO BARCELONA 1997. Moderadores: Alicia
E. Toranzo y Albert Bosch. Ponentes: David W. Cubitt,
Carles Abelld, Anicet Blanch y Sara I. Pérez Prieto.

e XVII CONGRESO GRANADA 1999. Moderadora: Espe-
ranza Garay. Ponentes: Jesus L. Romalde, Antonio
Ventosa, Joan Jofre, Juan Iriberri y Ramdn Roselld.

e XVIIl CONGRESO ALICANTE 2001. Moderadora: Isabel
Barcina. Ponentes: Rosa Pintd, Carles Pedrés-Alid, Phi-
lippe Lebaron y Ricardo Amils.

o XIX CONGRESO SANTIAGO 2003. Moderadores: M?
José Figueras y Juan L. Barja. Ponentes: Ana M? Solanas,
Francisco Torrella, Juan Iriberri y Fernando Laborda.

o XX CONGRESO CACERES 2005. Moderadores: M*® Jesus
Pujalte y Antonio Ventosa. Ponentes: Karsten Zengler,
Antonio Verisimo, M? José Figueras y Carmen Amaro.

o XXI CONGRESO SEVILLA 2007. Moderador: Francisco
Lucena. Ponentes: Charles Hagedon, Anicet Blanch,
Andrew Gawier y Lluis Belanche.

e XXII CONGRESO ALMERIA 2009. Moderador: Jesus L.
Romalde. Ponentes: Adelaida Almeida, Susana Guixd,
Juan L. Barja 'y Dolores Castro.

El Grupo de MMA ha organizado 8 Reuniones Cientificas:
Mélaga (1996), Girona (1998), Santiago de Compostela
(2000), Sevilla (2002), Tarragona (2004), Valencia (2006),
Bilbao (2008) y Vigo (2010).

En 2010 contamos con casi 200 socios, muchos de ellos
procedentes de empresas privadas y publicas, organismos
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Tabla 1

ORGANISMOS PUBLICOS Y PRIVADOS E INSTITUTOS DE INVESTIGACION ASOCIADOS

EMPRESAS PRIVADAS Y PUBLICAS ORGANISMOS OFICIALES INSTITUTOS DE INVESTIGACION

e ANAQUA, S.L.

* EMASA, Aguas de Malaga.

e EMASESA, Aguas de Sevilla.
¢ Consorcio Aguas de Bilbao.
¢ Laboratorio MICROKIT.

* ABGAR, Aguas de Barcelona.
o LABAQUA, S.L.

o IPROMA, S.L.

* GAMASER, Aguas de Valencia.
e Laboratorio SCADA, S.A.

e Canal Isabel Il.

¢ VWR International Eurolab.

¢ Servicio Comarca Pamplona, S.A.
¢ Millipore Ibérica, S.A.

e Biomérieux, S.A.

e Laboratorio CReSA, S.L.

¢ [nstituto Grifols.

¢ Laboratorio Dr. Oliver Rhodes.
e SPM Controller.

de la administracion local y autondmica, e institutos de inves-
tigacién y desarrollo tecnolégico, como los que podemos

citar (Tabla 1).

Ademds, contamos con la fortuna de contar con apoyo o
econdmico para nuestras iniciativas gracias a las siguientes

Entidades Colaboradoras:

e EMASA: Empresa Municipal de Aguas de Mdlaga.
e EMASESA: Empresa Municipal de Aguas de Sevilla.

e |[PROMA; S.L.: Castelldn.
* GAMASER: Aguas de Valencia.

Nuevos socios de la SEM

Abad Trueba, Naiara

Alegria Gonzélez, Angel

Alvarez Torres, Daniel

Andrade Gracia, Maria Jesus
Angulo Salazar, Mirian

Antunez Horcajo, Ricardo
Balbontin Soria, Roberto

Bastardo Espinoza, Asmine Victoria
Bautista Santa Cruz, Luis Fernando
Bou Arevalo, German

Bujan Gémez, Noemi

Cesarini, Silvia

Cortés Garmendia, Maria Pilar
D'Arrigo Haupaya, Matilde
Honorina

¢ De Garnica Garcia, Maria Luisa

e Diez Leturia, Maria

e Doce Cariacedo, Alejandra

Consejeria de Agricultura. La Rioja.
Laboratorio Regional Salud Publica,
Madrid.

Laboratorio Municipal del
Ayuntamiento de Bilbao.

Laboratorio de Salud Publica,
Generalitat Catalunya.
Laboratorio de Salud Publica de
Aragén.

Laboratorio de Salud Publica de
Asturias.

Laboratorio de Salud Publica de
Canarias.

Centro Nacional de Acuicultura (IRTA),
Generalitat Catalunya.

Instituto de Toxicologia y Control del
Medio Marino. Xunta de Galicia.
Asociacién Grupo de Bioindicacion.

Instituto Hidrolégico y del Medio
Natural, Valencia.

Instituto de Acuicultura. Santiago.
Instituto del Agua, Granada.

Instituto de Ingenieria Agua y Medio
Ambiente, Valencia.

Instituto Investigaciones Marinas,
Vigo.

Instituto de Ecologia Acuatica, Girona.

IVIA, Valencia.

EPSO, Alicante.

Instituto de Ciencias del Mar,
Barcelona.

Instituto Universitario de Cienciay
Tecnologia, Barcelona.

Instituto de Ciencias Marinas,
Canarias.

MILLIPORE IBERICA, S.A.: Madrid.

VWR INTERNATIONAL EUROLAB, S.L.: Barcelona.
AGBAR: Grupo Aguas de Barcelona.

ASOCIACION GRUPO BIOINDICACION: Sevilla.

Por todo ello, consideramos que nuestro Grupo cuenta

con una maghnifica salud y una gran proyeccion tanto a nivel

de centros de investigacion como entidades publicas y pri-
vadas, que se ve reforzada dia a dia por la gran aceptacion

que tienen del Grupo nuestros jévenes investigadores, que
son el “alma” y el “futuro” de la Microbiologia espafiola.

Altas del 24/4/2010 al 27/10/2010

Dubert Pérez, Javier

Duro Pérez, Rubén

Farto Seguin, Rosa M*
Fernandez Pifiar, Regina
Gamero Lluna, Amparo
Garaizabal Ruiz, Idoia

Garcia Lledé, Arantzazu
Garmendia Garcia, Juncal
GSmez Alvarez, Helena
Gonzalez Benitez, Natalia
Guerrero, Argentina Claudette
Gutiérrez Linares, Alicia
Jiménez Valverde, Ana
Jiménez Valverde, Estefania
Levican Asenjo, Arturo Alberto
Linage Alvarez, Borja

Lépez Malo, Marfa

Marzoa Fandifo, Juan

Molina Cobos, Maria del Carmen
Mufoz Garcia-Mourifio, Sofia
Noriega Fernandez, Estefania
Ojer Usoz, Elena

Parro Garcia, Victor

Rivas Fontenla, Amable
Rodriguez Pachdn, José Maria
Rodriguez Rama, José Luis
Saldafia Navarro, Guillermo
Salén Huerta, Natividad
Sanchez Angulo, Manuel
Seder Colomina, Marina
Serrano Esteban, Maria Loreto
Torreblanca Calvo, Marina
Uranga Sarralde, Ainhoa
Valero Diaz, Antonio
VendrellPérez, Daniel

Vilar Sanz, Ariadna
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Comunidades microbianas
en sistemas acuaticos

naturales

rupo “Microbios Marinos”, Universidad del Pais Vasco-

Euskal Herriko Unibertsitatea, Departamento de Inmu-
nologia Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Cienciay
Tecnologia, Apdo. 644, E-48080 Bilbao

Lainvestigacidn que lleva a cabo el Grupo “Microbios Mari-
nos” tiene que ver con el andlisis de las comunidades micro-
bianas en sistemas acuaticos naturales, principalmente en el
medio marino. Se aborda la funcién de los microbios en el mar,
tanto en aguas costeras como ocednicas, mediante el estudio
de la abundancia, la composicidn especifica, la diversidad y la
actividad de las comunidades de procariotas, bacterias y
arqueas, asi como de protistas bacterivoros. Se han utilizado
estrategias de trabajo tanto experimental como de campo,
con la participacién en campafias oceanograficas en el mar
Mediterraneo asi como en aguas del océano Glacial Antartico.
También se han ensayado distintas escalas de analisis, desde
lainteraccidn a nivel interespecifico protista-bacteria, hasta la
relaciény el flujo de materia y energfa entre comunidades mix-
tas naturales de procariotas y protistas bacterivoros.

En los sistemas acudticos plancténicos la biomasa bac-
teriana supone la mayor fraccidn del carbono orgénico par-
ticulado, llegando incluso a sobrepasar la biomasa fitoplanc-
tdnica en ambientes oligotrdficos. Esta biomasa se transfiere
alos niveles superiores de la red tréfica (zooplancton, peces)
mediante la depredacién que llevan a cabo los protistas bac-
terfvoros, principalmente nanoflagelados y microciliados, y
condiciona la productividad bioldgica del sistema. Por otra
parte, las comunidades de bacterias y protozoos no se
encuentran uniformemente distribuidas en el espacio acua-
tico. La existencia de focos dispersos de material orgénico
provoca su busqueda por parte de las bacterias mediante
mecanismos quimiotdacticos, y permite su acumulaciény cre-
cimiento en el material particulado.

Los primeros trabajos llevados a cabo por los miembros
del grupo fueron de tipo campo y tuvieron que ver con el

Itxaso Artolozaga, Begona Ayo, Iiiigo Azua,
Marian Unanuey Juan Iriberri

establecimiento de relaciones funcionales entre la actividad
bacteriana, la temperatura y el fitoplancton (Iriberri et al.,
1985), asi como con el andlisis de las comunidades de bac-
terias en suspensidn y adheridas a particulas en aguas cos-
teras del Cantdbrico Oriental. Asi observamos que, si bien
la comunidad adherida era minoritaria (Iriberri et al., 1987),
sin embargo sus componentes eran mas activos (lriberri et
al., 1990a) vy, al contrario que las bacterias en suspension,
no mostraban variabilidad estacional (Unanue et al., 1992).
También, analizando varios ecosistemas concluimos que la
adherencia no constituia una ventaja selectiva en aquellos
sistemas mas ricos en nutrientes (Iriberri et al., 1990b). El
andlisis de la capacidad enzimatica extracelular de las bac-
terias adheridas y en suspensidn es otro aspecto que inte-
resd desde un comienzo al grupo. Una elevada proporcidén
de la materia orgdnica presente en el agua estd en forma de
polimeros de naturaleza muy variada. La actividad enzimdtica
extracelular es necesaria para hidrolizar estas macromolé-
culas y generar moléculas de pequefio peso molecular que
si pueden ser utilizadas como nutrientes. En aguas costeras
del Cantabrico Oriental observamos mayores actividades
asociadas, a nivel celular, a las bacterias adheridas (Unanue
etal.,1993). Mas adelante, nuestro grupo fue el primero en
encontrar, para aguas del NO del Mediterraneo, la existencia
de cinéticas bifasicas ectoenzimaticas acopladas a cinéticas
bifasicas de toma de mondmeros para las bacterias adheri-
das y en suspension (Ayo et al., 2001, Unanue et al., 1999).
La dificultad del trabajo con sistemas particulados en el
mar, derivada de la necesidad de utilizar buzos SCUBA o bom-
bas de accién a profundidad para obtener las muestras, incen-
tivé la puesta a punto de un sistema de formacién de parti-
culas en el laboratorio a partir de agua de mar natural (Unanue
etal.,1998a). Mediante la incubacién de las muestras de agua
en cilindros rodantes a baja velocidad, conseguiamos un flujo
laminar que provocaba la formacién de particulas colonizadas
por bacterias con las que ensayar disefios experimentales. Asi
observamos que la relacién entre hidrdlisis de polimeros y
toma de mondmeros variaba a lo largo del proceso de des-
composicidn de las particulas, de modo que éstas actuaban
como reactores enzimaticos generadores de monémeros que
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alimentaban a las bacterias en suspensién del sistema (Agis
etal., 1999, Unanue et al., 1998b). Otros aspectos analizados
fueron la influencia de la calidad del material particulado en
la capacidad de los enzimas para competir a bajas concentra-
ciones de sustrato (Azda et al., 2003), asi como la influencia
de la edad de las particulas sobre el comportamiento cinético
enzimatico (Azua et al., 2007).

La existencia de estos agregados de bacterias adheridas
condiciona la aproximacion de los protozoos, el ejercicio de
su actividad depredadora y el flujo de materia y energia en
lared trdfica. Los primeros estudios del grupo sobre depre-
dacién por bacterivoros fueron trabajos de campo, y mos-
traron que la abundancia de presas y depredadores no varia-
ban significativamente en situaciones ambientales de flujo
de biomasa muy diferentes (Iriberri et al., 1993). En la inter-
accion bacteria-protozoo, se pueden considerar al menos
tres fases principales: la aproximacidn del depredador hacia
la presa, la ingestion de la misma y su posterior digestidn.
Hoy en dia conocemos que los protistas depredadores son
capaces de discernir y mostrarse selectivos en las tres etapas.
En nuestro caso, comenzamos analizando la eliminacién a
corto plazo (ingestion) y largo plazo (digestion) de bacterias
aléctonas, y observamos diferencias en el orden de prioridad
que indicaban que la eliminacién venia determinada por la
digestion de las presas (Iriberri et al., 1994a). A continuacién
estudiamos el consumo a largo plazo (digestion) de varias
especies aldctonas y autéctonas observando que el consumo
se encontraba mds relacionado con caracteristicas intrinse-
cas de las especies que con su origen (Iriberri et al., 1994b).
También se analizé laimportancia del tamafo de la presa en
el caso de varios morfotipos de ciliados (Ayo et al., 2001).

Una vez puesto a punto el sistema de formacién de par-
ticulas en laboratorio, describimos la sucesidn de bacterivoros
en particulas de tipo nieve marina (Artolozaga et al., 1997),
la distribucién espacial de los protistas en presencia de par-
ticulas (Artolozaga et al., 2000), y proporcionamos los pri-
meros datos directos de depredacién de nanoflagelados y
ciliados sobre bacterias adheridas (Artolozaga et al., 2002).
Los ultimos trabajos del grupo en este campo han tenido que
ver con la evaluacidn de la importancia del fendmeno de la
resistencia bacteriana a la depredacién (Alonso-Saez et al.,
2009) y con el andlisis de los factores que intervienen en la
eleccién de presas por los depredadores (Ayo et al., 2009).
Entre ellos cabe destacar la utilizacidn de la glicina y otros p-
y L-aminodcidos como infoquimicos de gran importancia en
la interaccion protozoo-bacteria (Ayo et al., 2010).

Durante los préximos afios uno de los principales objetivos
del grupo serad analizar la potencialidad enzimatica del bacte-
rioplancton, tanto en aguas superficiales como profundas, en
distintas masas de agua del Océano Global (océanos Atlantico,
indico y Pacifico), participando en la Campafia de Circunna-
vegacion Malaspina-2010. Un segundo objetivo de investiga-
cidn serad establecer nexos de unidn entre la diversidad taxo-
ndmicay la funcién ecolégica de la comunidad procariota, en
relacién con la variabilidad medioambiental y bioldgica del
ecosistema marino costero del Cantabrico Oriental.

Juan Iriberri es Catedratico de
Microbiologia de la Universidad del
Pais Vasco-Euskal Herriko Unibertsi-
tatea. Se doctor6 en 1984 por la
citada Universidad, donde lidera el
grupo de investigacién “Microbios
Marinos”. Su interés se ha centrado
en comprender el funcionamiento
de las comunidades de microbios
heterétrofos marinos en relacion
con el medioambiente en el que
viven. Han sido objeto de especial
atencion aspectos tales como las
relaciones tréficas a nivel de comu-
nidad, la actividad y eficiencia de procariotas que viven en
suspension y adheridos a particulas, las interacciones depre-
dador-presa entre protistas y bacterias, la comunicacion
mediante infoquimicos y la depredacion selectiva como
condicionante de la estructura y composicién de la comu-
nidad procariota. Su trabajo ha sido principalmente expe-
rimental, si bien lo ha combinado con trabajo de campo en
aguas costeras y campanas oceanograficas en el Mediterra-
neoy Circulo Polar Antartico. Particip6 en la Comisién Ges-
tora del Grupo Microbiologia del Medio Acuatico-SEMy fue
su primer presidente entre 1995y 2001.

PUBLICACIONES REPRESENTATIVAS DEL GRUPO
“MICROBIOS MARINOS”

Agis M, Unanue M, Iriberri J, Herndl GJ. (1999). Bacterial coloniza-
tion and ectoenzymatic activity in phytoplankton-derived model
particles. Part Il. Cleavage and uptake of carbohydrates. Microb.
Ecol. 36:66-74.

Alonso-Saez L, Unanue M, Latatu A, Azda |, Ayo B, Artolozaga |, Iri-
berri J. (2009). Changes in marine prokaryotic community indu-
ced by varying types of dissolved organic matter and subse-
quent grazing pressure. J. Plankton Res. 31:1373-1383.

Artolozaga I, Ayo B, Latatu A, Azuda |, Unanue M, Iriberri J. (2000).
Spatial distribution of protists in the presence of macroaggre-
gates in a marine system. FEMS Microbiol. Ecol. 33:191-196.

Artolozaga |, Santamarifa E, Lépez A, Ayo B, Iriberri J. (1997). Suc-
cession of bacterivorous protists on laboratory-made marine
snow. J. Plankton Res. 19:1429-1440.

Artolozaga I, Valcarcel M, Ayo B, Latatu A, Iriberri J. (2002). Grazing
rates of bacterivorous protists inhabiting diverse marine plank-
tonic microenvironments. Limnol. Oceanogr. 47:142-150.

Ayo B, Latatu A, Artolozaga I, Jirgens K, Iriberri J. (2009). Factors
affecting preference responses of the freshwater ciliate Uronema
nigricans to bacterial prey. J. Eukaryot. Microbiol. 56:188-193.

Ayo B, Santamaria E, Latatu A, Artolozaga I, Azta |, Iriberri J. (2001).
Grazing rates of diverse morphotypes of bacterivorous ciliates
feeding on four allochthonous bacteria. Lett. Appl. Microbiol.
33:455-460.

Ayo B, Txakartegi A, Bafia Z, Artolozaga |, Iriberri J. (2010). Chemo-
sensory response of marine flagellate towards L- and p- dissol-
ved free amino acids generated during heavy grazing on bac-
teria. Int. Microbiol. 13:151-158.

Ayo B, Unanue M, Aztal, Gorsky G, Turley C, Iriberri J. (2001). Kinetics
of glucose and amino acids uptake by attached and free-living
marine bacteria in oligotrophic waters. Mar. Biol. 138:1071-1076.

Azta |, Unanue M, Ayo B, Artolozaga I, Arrieta JM, Iriberri J. (2003).
Influence of organic matter quality in the cleavage of polymers
by marine bacterial communities. J. Plankton Res. 25:1451-1460.
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Figura 1. De izquierda a derecha, Juan Iriberri, Itxaso Artolozaga, Marian Unanue, Begofa Ayo e lhigo Azua.
Al fondo, unos cormoranes grandes (Phalacrocorax carbo) en situacién de subida de marea.

Azta |, Unanue M, Ayo B, Artolozaga |, Iriberri J. (2007). Influence
of age of aggregates and prokaryotic abundance on glucose
and leucine auptake by heterotrophic marine prokaryotes. Int.
Microbiol. 10:13-18.

Iriberri J, Ayo B, Artolozaga |, Barcina |, Egea L. (1994b). Grazing
on allochthonous vs. autochthonous bacteria in river water.
Lett. Appl. Microbiol. 18:12-14.

Iriberri J, Ayo B, Unanue M, Barcina |, Egea L. (1993). Channeling
of bacterioplanktonic production towards phagotrophic flage-
llates and ciliates under different seasonal conditions in ariver.
Microb. Ecol. 26:111-124.

Iriberri J, Azta I, Labirua-Iturburu A, Artolozaga I, Barcina . (1994a).
Differential elimination of enteric bacteria by protists in a fres-
hwater system. J. Appl. Bacteriol. 77:549-552.

Iriberri J, Unanue M, Ayo B, Barcina |, Egea L. (1990a). Bacterial
production and growth rate estimation from 3H-Thymidine
incorporation for attached and freeliving bacteria in aquatic
systems. Appl. Environ. Microbiol. 56:483-387.

Iriberri J, Unanue M, Ayo B, Barcina I, Egea L. (1990b). Attached
and free-living dividing bacteria in two aquatic systems. Lett.
Appl. Microbiol. 11:87-89.

Iriberri J, Unanue M, Barcina I, Egea L. (1987). Seasonal variation
in population density and heterotrophic activity of the attached
and free-living bacteria in coastal waters. Appl. Environ. Micro-
biol. 53:2308-2314.

Iriberri J, Undurraga A, Muela A, Egea L. (1985). Heterotrophic bac-
terial activity in coastal waters: functional relationship of tem-
perature and phytoplankton population. Ecol. Model. 28:113-120.

Unanue M, Ayo B, Agis M, Slezak D, Herndl GJ, Iriberri J. (1999).
Ectoenzymatic activity and uptake of monomers in marine bac-
terioplankton described by a biphasic kinetic model. Microb.
Ecol. 37:36-48.

Unanue M, Ayo B, Aztia |, Barcina |, Iriberri J. (1992). Temporal varia-
bility of attached and free-living bacteria in coastal waters.
Microb. Ecol. 23:27-39.

Unanue M, Azua |, Arrieta JM, Herndl GJ, Iriberri J. (1998a). Labo-
ratory-made particles as a useful approach to analyse microbial
processes in marine macroaggregates. FEMS Microbiol. Ecol.
26:325-334.

Unanue M, Azla |, Arrieta JM, Labirua-lturburu A, Egea L, Iriberri
J.(1998b). Bacterial colonization and ectoenzymatic activity in
phytoplankton-derived model particles. Cleavage of peptides
and uptake of amino acids. Microb. Ecol. 35:136-146.

Unanue M, Azua |, Barcina |, Egea L, Iriberri J. (1993). Size distribu-
tion of aminopeptidase activity and bacterial incorporation of
dissolved substrates in three aquatic ecosystems. FEMS Micro-
biol. Ecol. 102:175-183.

PROYECTOS REPRESENTATIVOS DEL GRUPO
“MICROBIOS MARINOS”

CAMBIO. Diversidad y Funcién del Bacterioplancton en el Canta-
brico Oriental: Depredacién y Recursos Como Motores del Cam-
bio Estacional. IP: Juan Iriberri, MICINN CTM-2010-19308, 2010
22013, 152.460,00 €

CIRCUNNAVIGATION EXPEDITION MALASPINA 2010: Global Change
and Biodiversity Exploration of the Global Ocean. IC: Carlos
Duarte (IMEDEA-CSIC) IP UPV-EHU: Juan Iriberri, MICINN Con-
solider-Ingenio CSD-2008-00077, 2008 a 2013, 5.658.000,00 €
Total. UPV-EHU: 69.652,00 €

EFICIENCIA. Eficiencia de Crecimiento del Bacterioplancton Marino
y Depredacidn por Bacterivoros. IP: Juan Iriberri, MCYT CTM-
2006-08023, 2006 a 2009, 107.690,00 €.

QUIMIC. Comunicacién Quimica en la Interrelacién Protozoos-Bac-
terias. IP: Juan Iriberri, MCYT BOS-2003-06211, 2004 a 2007,
68.540,00 €

DAMINO. D-aminodcidos como Indicadores de Productividad Bio-
Iégica en Sistemas Marinos Costeros. IP: Marian Unanue, MCYT
REN-2003-05276, 2004 a 2007, 63.250,00 €

Bacterias Resistentes a la Depredacidn en los Sistemas Acudticos:
Origen, Funcién, Importancia. IP: Juan Iriberri, DGESIC-MEC,
PB-97-0635, GV PI-98-25, 1998 a 2001, 69.717,00 €

DHARMA: Diversidad, Heterotrofia, Autotrofia y Relaciénes entre
los Microorganismos Antarticos. IP: Carlos Pedrds-Alid, CICYT
ANT-97-1155,1998 @ 1999, 204.344 € Total. UPV-EHU: 24.317,00 €

EMPS: Heterotrophic Microbial Processes Associated with the
Degradation of Particulate Material in Mediterranean Sea
Waters. IC: Micheline Bianchi (Francia), IP: Juan Iriberri (Espafa),
Unién Europea MAS2-CT94-0090 y CICYT AMB-95-1217-CE, 1994
21996, 926.873,00 € Total. UPV-EHU: 74.002,00 €

MIEMBROS DEL GRUPO “MICROBIOS MARINOS”
UPV-EHU

Investigador Principal:

Dr. Juan Iriberri, catedratico de universidad.
Investigadores:

Dra. Marian Unanue Vivanco, titular de universidad.

Dra. Begofia Ayo Millan, titular de universidad.

Dr. Ifigo Azula Pérez, profesor agregado.

Dra. Itxaso Artolozaga Bengoetxea, profesora colaboradora.
Doctorandos en el momento actual:

Lda. Zurifie Bafia Garcia.

Lda. Itziar Goiriena Boira.
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Grupo de Ecologia
Microbiana Molecular

Instituto de Ecologia Acuatica, Universidad de Girona
Facultad de Ciencias, Campus de Montilivi, E-17071, Girona

| grupo de Ecologia Microbiana Molecular (EMM) de la

Universidad de Girona cuenta con una dilatada y amplia
experiencia en el campo de la ecologia microbiana de ambien-
tes lacustres. El grupo fue creado por los catedréticos Carles
Abellay Jesus Garcia-Gil a principios de los 90 en la, por aquel
entonces, naciente Universidad de Girona. En sus primeros
afos, las lineas de investigacion del grupo se centraban en
estudiar la dindmica y actividad de las poblaciones de bacterias
fotosintéticas del azufre enlos diferentes lagos y lagunas del
sistema carstico de Banyoles, un entorno de investigacion ide-
al debido a la gran diversidad de ambientes y ala proximidad
geografica a nuestra universidad. Progresivamente, el gEMM
ha diversificado tanto sus lineas de investigacién como su
area de actividad como resultado de la ampliacién de su plan-
tilla de investigadores y la obtencidn de proyectos financiados
de dmbito tanto nacional como internacional.

En la actualidad, el gEMM estd compuesto por once
investigadores. Siete de ellos son doctores: un catedratico
(Carles Abella), tres profesores titulares (Lluis Bafieras, Carles
Borrego [responsable actual, carles.borrego@udg.edu] y
Xavier Vila), un profesor lector (Frederic Gich) y dos profe-
sores asociados (Genoveva Montserrat y Rosalia Trias). En
estos momentos forman parte también del grupo cuatro
becarios predoctorales (Mireia Fillol, Arantzazu Garcia, Anna
Plasencia y Ariadna Vilar). A todos ellos se suman una técnico
de laboratorio (Sra. Laia Mauricio) y miembros de otros cen-
tros de investigacidn que participan o han participado recien-
temente en algunas de las lineas de investigacion del grupo.
Entre estos ultimos cabe destacar el Sr. Alex Sdnchez, del
Institut Catala de Recerca de I'Aigua (ICRA) y el Dr. Xavier Tria-
do, del Centre d’Estudis Avangats de Blanes (CEAB-CSIC).

Las lineas de investigacidon del gEMM pueden agruparse
en dos apartados:

1. En el primero, mas relacionado con la investigacion
basica, se agrupan diferentes proyectos que tienen
como objetivo comun el determinar el impacto y papel
ecoldgico de diferentes grupos microbianos que habi-
tan en sistemas acudticos continentales (lagos, rios,
embalses y humedales) en relacidn a los ciclos bioge-
oquimicos (carbono, nitrégeno y azufre), asi como
establecer en qué medida los factores ambientales
modulan tanto su diversidad como su actividad. En
este sentido, se han desarrollado durante los tltimos

afios lineas de investigacidn centradas en el impacto
de las arqueas lacustres en los ciclos del carbono y del
nitrégeno, la actividad de las comunidades de bacte-
rias desnitrificantes en humedales y la diversidad de
bacterias fotosintéticas del azufre tanto en comuni-
dades planctdnicas como en tapetes microbianos.

2. El'segundo apartado incluye proyectos de investigacion
aplicada, centrados en microorganismos ttiles en bio-
tecnologia e ingenieria ambiental. Estas investigaciones
tratan sobre la composicidn y actividad de las comuni-
dades bacterianas en humedales de tratamiento y reac-
tores bioldgicos asi como la identificacién y caracteri-
zacién de los principales microorganismos implicados
en procesos metabdlicos con un claro interés biotec-
nolégico y ambiental. En concreto, nuestros esfuerzos
se han centrado en sistemas de depuracidn, potabili-
zacion y reutilizacion de aguas, tratamiento terciario
de aguas residuales, la eliminacién de nitrégeno en reac-
tores bioldgicos (mediante sistemas de nitrificacion y
desnitrificacion o de nitrificacion parcial y anammox) y
la bioremediacién de suelos.

En el marco de estos dos apartados, se detallan a conti-

nuacion algunos de los proyectos en los en los que el gEMM
estd trabajando en la actualidad:

Proyecto 1. Interacciones planta-microorganismo en
relacion al ciclo del nitrégeno.
IP: Lluis Baferas (lluis.banyeras@udg.edu).

| conocimiento detallado del ciclo del nitrégeno y de los

microorganismos responsables de las diferentes trans-
formaciones de este elemento en un ecosistema acudtico
son de gran interés tanto a nivel ecoldgico como de con-
servacion y gestion del propio entorno. Las transformacio-
nes del N llevadas a cabo por los microorganismos pueden
ser deseadas y potenciadas (p. e. la eliminacién de amonio
y otras formas de N en aguas residuales o el aumento de la
disponibilidad del N en suelos agricolas) o, en algunos casos,
perjudiciales para el propio ambiente, tanto a nivel local
como global (por ejemplo en la produccién de gases de
efecto invernadero). Comprender cémo los microorganis-
mos transforman el nitrégeno, ya sea mediante la nitrifica-
cién y la desnitrificacion o bien a través de procesos mas
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complejos como la reduccidn desasimilatoria de nitrato a
amonio (DNRA) o la oxidacién anaerdbica de amonio
(ANAMMOX), es esencial para conocer el funcionamiento
de los humedales y aporta datos para su gestion. Nuestra
investigacion se centra en caracterizar estos procesos en
humedales naturales en las Marismas de Dofiana y compa-
rarlos con los que tienen lugar en un sistema de humedales
de tratamiento construidos en el Parque Natural dels Aigua-
molls de 'Emporda (Girona). En concreto estamos investi-
gando como la presencia de macrdéfitos afecta la diversidad
y actividad de las comunidades microbianas nitrificantes y
desnitrificantes (Ruiz-Rueda et al. 2009). La eliminacidn de
nitrégeno de un sistema de humedales mediante vegetacion
es un proceso complejo, donde intervienen multitud de fac-
tores y donde las relaciones planta-microorganismos (a
menudo muy especificas) adquieren una especial importan-
cia. Debido precisamente a la especificidad de estas rela-
ciones, estos sistemas ofrecen un escenario muy promete-
dor como novedosos sistemas de aislamiento de nuevas
especies de microorganismos.

Proyecto 2. Ecologia y biologia de arqueas en lagos
estratificados.
IP: Carles Borrego (carles.borrego@udg.edu).

as arqueas son un componente comun del plancton que

ha pasado desapercibido para la limnologfa hasta la apli-
cacidn rutinaria de técnicas moleculares en ecologia micro-
biana. El estudio de estos microorganismos, relacionados
tradicionalmente con ambientes extremos, es actualmente
un campo de estudio muy prometedor, descubriéndose a
un ritmo frenético nuevos datos que avalan su enorme rique-
za bioldgica y abundancia tanto en ambientes acuaticos
como terrestres (Chaban et al., 2009; Casamayor & Borrego,
2009). De su ubicuidad y abundancia puede suponerse un
gran impacto tanto en los ciclos biogeoquimicos como en
los flujos de energia globales. Uno de los ambientes donde
la diversidad y actividad de las arqueas es menos conocida
es, sin embargo, el plancton lacustre (Auguet & Casamayor,
2009) y por tanto, estos ambientes ofrecen una excelente
oportunidad para explorar la ecologia de uno de los grupos
microbianos mas interesantes y enigmaticos. Estamos estu-
diando la implicacién de varios linajes de arqueas no extre-
modfilas en los ciclos biogeoquimicos del Cy del S en lagos
carsticos caracterizados por anoxia estacional y una micro-
biota sulfureta muy activa. Nuestros resultados indican que
las arqueas planctdnicas son mucho mas diversas de lo que
podia suponerse, y que las zonas andxicas ricas en sulfhidrico
estdn habitadas por linajes caracteristicos no muy frecuentes
en otros ambientes lacustres o en el plancton marino (Llirds
et al., 2008; 2010). Nuestro principal interés es doble, por
una parte determinar el papel de estas arqueas en el funcio-
namiento del ecosistema y su relacidn con las transforma-
ciones biogeoquimicas del Sy del C, y por otro, aislar los filo-
tipos dominantes de la comunidad como primer paso para
su caracterizacién gendmica y funcional.

Proyecto 3. Efecto de contaminantes sobre las
comunidades microbianas del suelo y
seleccion de bacterias utiles para su
bioremediacion.

IP: Xavier Vila (xavier.vila@udg.edu).

La presencia de compuestos contaminantes en concentra-
ciones elevadas en los suelos puede tener unimpacto per-
judicial sobre su microbiota indigena y, en consecuencia,
sobre las funciones que desempefia en el ecosistema eddfico,
la actividad bioldgica y en ultimo término el papel que des-
empefian los suelos en los sistemas terrestres, ya sean natu-
rales o modificados por el hombre. Analizar los efectos, tanto
sobre la composicidn como sobre la actividad de la comuni-
dad microbiana propia de suelos mediterrdneos, de varios
contaminantes (principalmente compuestos clorofendlicos
y metales) aplicados a distintas concentraciones es un obje-
tivo de investigacidn aplicada que puede aportar, por lo tanto,
una informacién fundamental para poder prever los efectos
de los contaminantes y establecer los limites que puede tole-
rar el sistema. Por otro lado, los cambios que experimentan
las comunidades microbianas en los suelos contaminados
artificialmente con concentraciones elevadas de clorofenoles
0 metales permiten detectary, en algunos casos aislar, cepas
microbianas resistentes a dichos contaminantes ya que éstas
se enriquecen espontaneamente en los microcosmos edafi-
cos sometidos a contaminacidn y pueden también ser selec-
cionadas positivamente en cultivos de laboratorio. Obtener
cultivos de bacterias resistentes y potencialmente Utiles para
procesos de bioremediacidn de suelos es el segundo objetivo
de este proyecto de investigacién aplicada. Dichos cultivos
son también caracterizados, desde una perspectiva ecotoxi-
coldgica, y se valora su capacidad de biodegradar los conta-
minantes que se han utilizado para su enriquecimiento, una
caracteristica clave para determinar su posible utilidad enla
recuperacion de suelos contaminados.

Proyecto 4. Bacterias desnitrificantes autotréficas en
pilas de combustible microbianas (Microbial
Fuel Cells, MFC).

IP: Lluis Bafieras (lluis.banyeras@udg.edu).

Conseguir un sistema de depuracidn de aguas residuales
urbanas que no sélo no requiera de un aporte de energfa,
sino que sea capaz de producirla, es un deseo compartido
por la mayoria de investigadores y empresas del sector. Qui-
z3s todavia estamos lejos de conseguirlo, pero los recientes
avances en el disefio de sistemas bioelectroquimicos, las
pilas microbianas, nos sugieren que esta utopfa pueda ser
realidad en el futuro. Las pilas de combustible microbianas
(MFC) son sistemas bioldgicos capaces de generar una can-
tidad neta de energia mediante la canalizacidn de los elec-
trones generados en las reacciones de respiracion. Las MFC
desnitrificativas combinan la oxidacién aerdébica de materia
organica en una anodo, con la desnitrificacién en el catodo.
Los electrones generados en el dnodo por parte de bacterias
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electrogénicas (Geobacter lovleyi, entre otras) fluyen por un
circuito eléctrico hasta el catodo donde son utilizados para
la desnitrificacién. Un buen disefio permitirfa depurar el agua
residual eliminando materia orgdnica y nitrato del anodo y
del catodo, respectivamente. Este proceso es independiente
delarelacién C/N y permite eliminar N en el catodo en ausen-
cia de materia organica con la participacidn de bacterias des-
nitrificantes quimiolitotrdficas. En la actualidad hemos com-
pletado los analisis de las comunidades bacterianas de pilas
de MFC desnitrificativas y disponemos de una coleccidn de
mas de 300 aislados con capacidad de reducir el nitrato sin
aporte de materia orgdnica. Nuestro reto es estudiar el
potencial de estos organismos y aportar datos Utiles para el
disefio de nuevos sistemas de tratamiento.

Proyecto 5. Contribucidn de bacterias y arqueas
oxidadoras de amonio en reactores bioldgicos
utilizados en la eliminacién de amonio de
aguas residuales.

IP: Frederic Gich (frederic.gich@udg.edu).

| estudio de las comunidades de bacterias y arqueas oxi-

dadoras de amonio en reactores SBR (Sequence Batch
Reactor) y PN-SBR (Partial Nitrification-Sequence Batch Readc-
tors) tiene gran interés desde el punto de vista biotecnolé-
gico para lograr una mayor eficiencia de la eliminacion de
nitrégeno. Gracias al control de las diferentes variables ope-
racionales (pH, oxigeno disuelto, potencial redox, tiempo
de residencia de los fangos) se pueden mantener comuni-
dades microbianas estables y activas, permitiendo un estudio
detallado de su dindmica y actividad a lo largo del tiempo.
La utilizacidn de técnicas moleculares de recuento especifi-

cas para arqueas y bacterias oxidadoras de amonio (AOAy
AOB, respectivamente) nos ha permitido conocer su iden-
tidad, distribucién y abundancia en los dos tipos de reactores
estudiados. Por otra parte, tenemos previsto monitorizar
las variaciones en las concentraciones relativas de los genes
para la amonio monooxigenasa de arqueas y bacterias
mediante qPCR para poder relacionarlas con la estequiome-
tria de las diferentes formas nitrogenadas (amonio, nitrito
y nitrato) durante el proceso operativo y establecer qué
efecto tiene la manipulacidn controlada de las variables fisi-
co-quimicas sobre la actividad de uno y otro grupo de micro-
organismos.
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Virus enteéericos, UB

Albert Bosch Navarro - Rosa M. Pinto Solé

Dpto. Microbiologia, Facultad de Biologia, Universidad de Barcelona

I término virus entérico se aplica de forma genérica a cual-

quier virus de transmisién fecal-oral y no debe confun-
dirse con el de Enterovirus que constituye un género dentro
de la familia Picornaviridae. Nuestro grupo, como su nombre
indica, se dedica al estudio de los virus entéricos, tanto desde
una perspectiva molecular basica como desde una perspec-
tiva aplicada como es el control de su papel como contami-
nantes ambientales y de alimentos.

Segun los Centers for Disease Control (CDC) de Atlanta,
se producen anualmente entre tres y cinco mil millones de
casos de diarreas que causan alrededor de cinco millones
de muertes, sobre todo en la poblacién infantil. El primer

virus de gastroenteritis identificado fue el virus de Norwalk,
en 1972, que es el prototipo de los norovirus, pertenecientes
a la familia Caliciviridae, y el agente de transmisién alimen-
taria que causa un mayor nimero de casos de diarrea. Un
afo mas tarde fueron descritos los rotavirus que todavia
causan alrededor de medio millén de muertes infantiles cada
afio por gastroenteritis. Con el paso de los afios otros virus
causantes de gastroenteritis fueron descritos entre los cua-
les se encuentran los astrovirus pertenecientes a la familia
Astroviridae. Recientemente atraen interés los sapovirus,
también pertenecientes a la familia Caliciviridae como los
norovirus, y cuyo papel en la gastroenteritis infantil parece
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serrelevante. Por otro lado, el virus de la hepatitis A, dentro
de la anteriormente mencionada familia Picornaviridae, es
un virus hepatotrdpico de transmisién esencialmente fecal-
oral que causa la mitad de todas las hepatitis a nivel mundial.
Estos virus han sido el foco de interés de nuestro grupo
durante mas de tres décadas.

Un enfermo de gastroenteritis puede excretar niveles
de virus de hasta 10" particulas viricas por mL de deposicién
fecal y sus vémitos, explosivos, pueden contener unos 10°
virus por mL. Las heces de un enfermo de hepatitis A pueden
albergar hasta 10® virus por gramo. Dado que los habituales
tratamientos de depuracidn de aguas residuales no consi-
guen una eliminacién completa de los patégenos viricos,
éstos se convierten en potenciales contaminantes del medio
acudtico, asi como de alimentos como el marisco bivalvo cul-
tivado en zonas contaminadas y frutas y verduras regadas
con aguas contaminadas.

Puede verse un listado exhaustivo de las lineas de inves-
tigacion del grupo en la pagina web del mismo (http://
www.ub.edu/microbiologia/viruse/index.htm) en la que
también se encuentran resefiadas las fuentes de financiacién
oficial de los ultimos afios.

Dentro de la virologia ambiental un tema de interés
actual del grupo es la puesta a punto de sistemas de detec-
ciény cuantificacién para los virus de la hepatitis A, norovi-
rus y sapovirus en muestras de agua, alimentos y también
en muestras provenientes de pacientes. Este tema ha sido
financiado por proyectos de la UE “SEAFOODplus”, “EVENT
y “DIVINE-NET”y el proyecto del Plan Nacional de Biotec-
nologia ‘“Estandarizacion de una RT-PCR a tiempo real para
la cuantificacién del virus de la hepatitis A, y caracterizacion
de virus con capsides mutantes”. Los resultados obtenidos
han dado lugar a metodologias que han sido la base del des-
arrollo de métodos de referencia formulados por el comité
de la UE CEN/TC275/WG6/TAG4 “Microbiology of food and

Figura 1. Virus entéri-
cos objeto de estudio
de nuestro grupo. A.
Calicivirus; B. Rotavirus;
C. Astrovirus; D. Virus
de la hepatitis A.

animal feeding stuffs- Horizontal method for detection of
hepatitis A virus and norovirus in food using real-time RT-PCR-
Part 1: Method for quantitative determination” y “Microbio-
logy of food and animal feeding stuffs- Horizontal method for
detection of hepatitis A virus and norovirus in food using real-
time RT-PCR- Part 1: Method for qualitative determination”.
En esta misma linea hemos depositado dos patentes que
se encuentran actualmente en explotacién “Control for
assays based on reverse-transcription polymerase chain reac-
tion. International PCT No. registro PCT/EP2007/055407, Esta-
dos Unidos, 2007” y “Standardized method and kit for the
quantification of Hepatitis A virus. International PCT No. regis-
tro PCT/EP2007/055402, Estados Unidos, 2007”.

Las metodologias desarrolladas por el grupo nos han per-
mitido llevar a cabo el primer estudio de estimacién cuantita-
tiva del riesgo de contraer hepatitis A después de consumir
alimentos contaminados con el virus. Por otro lado también
hemos podido llevar a cabo estudios de deteccidn cuantitativa
y caracterizacion gendmica de norovirus de los genogrupos
I'y I, asi como de sapovirus en la cuenca del rio Llobregat que
han sido financiados por el proyecto de la UE “HEALTHY-
WATER”. Los resultados constituyen la primera descripcion
de la presencia de sapovirus en el ambiente fuera de Japdny
proporcionan datos de los niveles de estos importantes paté-
genos gastrointestinales y de su prevalencia epidemioldgica
en esta cuenca que es fuente de abastecimiento de agua de
bebida para una gran parte de la poblacién catalana. También
se han podido extraer conclusiones de la persistencia de estos
virus después de tratamientos de depuracién de aguas resi-
duales y de potabilizacidn para obtener agua de consumo.

Precisamente, la tematica de la supervivencia de virus enté-
ricos ha sido un tema estrella del grupo durante largo tiempo.
Para un patégeno parasito intracelular obligado su capacidad
para sobrevivir en las fases extracorpdreas es una cuestién
critica para determinar el riesgo asociado a su presencia en
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un determinado tipo de muestra. En este campo, el Grupo de
Virus Entéricos fue en 2001 el primer grupo de una universidad
publica espafiola en recibir la certificacion oficial de cumpli-
miento de “Buenas Précticas de Laboratorio” (BPL) en sus
estudios de seguridad virica (BPLI/0309/008/CAT), segtin RD
2043/1994. Seguimos validando la efectividad de técnicas
emergentes de eliminacidn de virus. Dentro del proyecto Con-
solider-Ingenio 2010, Carnisenusa estamos evaluando la efi-
cacia de tratamientos con haces de electrones acelerados y
con pulsos luminicos. El tratamiento mediante radiaciones
ionizantes por electrones acelerados es limpio y no genera
calor aunque se requieren altas dosis para eliminar virus como
norovirus y virus de la hepatitis A. La tecnologia de los pulsos
luminicos para la destruccién de microorganismos estd todavia
en vias de desarrollo. Introducida en la pasada década, con-
siste en emitir flashes de luz blanca en un espacio muy corto
de tiempo (de 1a 20 flashes por segundo) con una energfa de
0,75 J/cm? por pulso. Los primeros datos obtenidos con este
tratamiento son prometedores para la eliminacién de norovi-
rus y virus de la hepatitis A.

Todavia dentro de la tematica de la supervivencia de virus
en el medio ambiente llama la atencién que virus tedrica-
mente muy parecidos muestren una muy distinta estabilidad
estructural. El ejemplo claro lo constituyen dos virus de la
familia Picornaviridae: poliovirus y el virus de la hepatitis A.
El primero se inactiva con relativa facilidad y el segundo es
un virus muy resistente. Datos generados dentro de proyec-
tos del Plan Nacional de Biotecnologia “Diagndstico mole-
cular del virus de la hepatitis A y estudio de su variabilidad
genética y estabilidad estructural” y “Mejoras en el diagnds-
tico cuantitativo del virus de la hepatitis Ay avances parala
produccidn de antigenos mediante la adaptacién de sus
estrategias replicativas y estructurales” nos han llevado a
hipotetizar sobre la base molecular de este distinto compor-
tamiento. De hecho el virus de la hepatitis difiere molecu-
larmente en muchos aspectos de los otros miembros de la
familia, entre otras cosas en su incapacidad para inhibir la
sintesis de proteinas de la célula hospedadora y en un uso
de codones muy descompensado y desoptimizado respecto
al de la célula para evitar la competencia con la misma. El
resultado de todo ello es el uso de codones infrecuentes y
un control muy fino de la cinética de traduccidn, especial-
mente de la region gendmica correspondiente a las proteinas
estructurales del virus. Uno de los objetivos de este com-
portamiento seria asegurar un correcto plegamiento de las
proteinas de la capside virica. Consecuencias de todo lo ante-
riormente expuesto son un ciclo multiplicativo muy lento y
fuertes constricciones estructurales que hacen que hastala
fecha sdlo se haya descrito un serotipo del virus de la hepa-
titis A (siendo una excepcidn dentro de la familia) y que la
capside de este virus sea extraordinariamente cohesiva lo
que explicaria su extraordinaria estabilidad estructural y
resistencia a la inactivacion.

Aparte de los temas anteriormente mencionados el gru-
po sigue dedicandose activamente al estudio de la replica-
cién de astrovirus, virus para los cuales todavia existen

muchas incdgnitas y en los cuales nos hemos ganado un
reconocimiento que nos ha conducido a ocupar la presiden-
cia del grupo especializado correspondiente en el Comité
de Taxonomia de Virus (ICTV). Por otro lado, también se lle-
van a cabo estudios de los mecanismos de induccién y res-
puesta a interferdn in vitro por parte de norovirus y astro-
virus, que son totalmente distintos entre si.
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Grupo de Investigacion

MARS

| Grupo de Investigacion MARS, (Microbiologia de Aguas

Relacionada con la Salud) del Dpto. de Microbiologia de
la Univ. de Barcelona, es un grupo consolidado de investi-
gacion de la Generalitat de Catalunya. La actividad de inves-
tigacién del mismo se desarrolla en diversos aspectos directa
o indirectamente relacionados con la transmisién de infec-
ciones a través del agua.

La diversidad de formacidn y la experiencia de los com-
ponentes del grupo dentro de los diferentes ambitos de la
Microbiologfia, confieren al grupo de investigacién un carac-
ter interdisciplinar, abarcando desde estudios de campo,
métodos tradicionales, cultivo celular, hasta técnicas mole-
culares, incluyendo estudios en Virologia, Bacteriologia y
Parasitologia; analisis de aguas, alimentos y otras matrices.
Esta interdisciplinaridad se complementa con colaboraciones
externas con investigadores de otras dreas del conocimiento.

Los miembros del grupo estan integrados por seis senior
organizados en tres grupos de investigacion. El primer grupo
esta formado por los Drs. Joan Jofre, Francisco Lucena, Ani-
cet Blanch y Maite Muniesa. El segundo y tercer grupo estdn
dirigidos por las Dras. Rosa Araujo y Rosina Gironés. MARS
relne ademas a otros 20 investigadores y cuatro técnicos.

Las lineas de investigacion del grupo abarcan diferentes
ambitos como:

1. MEJORAS METODOLOGICAS:

1.1. Aplicacién de técnicas gendmicas. Esta area abarca dos
aspectos: a) Aplicacion de PCR cuantitativa para detectar
patdgenos (adenovirus, E. coli 0157, Cryptosporidium)
e indicadores (Bifidobacterium, Bacteroides) en muestras
con matrices complejas y con un ndmero muy bajo de
unidades. b) aproximaciones metagendmicas (DGGE y
posterior secuenciacion) para la identificacidon y la detec-
cion de algunas bacterias (Vibrio, Bifidobacterium, Bac-
teroides) de dificil o complejo cultivo.

1.2. Valoraciones de riesgo microbiolégico en aguas (QMRA).
Se emplean estos analisis, de diferentes patogénos,
como herramientas de gestion de plantas y de trata-
mientos de aguas basadas en los principios de ARCPC
(Analisis del Riesgo y Control de Puntos Criticos).

1.3. Disponibilidad de cepas huésped especificas para la enu-
meracion de fagos. Busqueda de huéspedes que nos per-
mitan detectar la contaminacidn fecal de aquellas espe-

Dpto. de Microbiologia; Univ. de Barcelona
Avenida Diagonal, 645; 08014 - Barcelona.
http://www.ub.edu/mars/

cies con mayor aporte de contaminacién en nuestro
territorio (vacas, cerdo y aves) para aislar cepas hués-
pedes de Bacteroides con el fin de detectar la contami-
nacion fecal de origen humano y/o animal.

1.4. Normalizacién y estandarizacién. Se participa en redes
internacionales para el desarrollo y estandarizacién de
algunos métodos.

2. MICROBIOLOGIA BASICA DE ALGUNOS
PATOGENOS Y COMENSALES ENTERICOS:

2.1. Interacciones bacteriéfagos/bacterias entéricas. Estudiar
dos fendmenos: a) la importancia de la transferencia
horizontal de genes relacionados con virulencia, y tal
vez de genes de resistencia a antibidticos, de bacterias
entéricas; b) la importancia de los bacteriéfagos en la
regulacion de las densidades de bacterias entéricas.

2.2. Mecanismos de regulacién por quorum sensing. Evalua-
cién de laimportancia de los autoinductores relaciona-
dos con sistemas quorum sensing en mecanismos selec-
tivos de reconocimiento de los huéspedes de bacterias
comensales (Vibrio, Bifidobacterium y Bacteroides) y el
papel potencial de este mecanismo en la implantacidn
de dichas bacterias.

2.3. Supervivencia y desinfeccién. Estudios de supervivencia
de diferentes patégenos e indicadores en el entorno
natural y en procesos de desinfeccién, para prever y cuan-
tificar riesgos, y poder utilizar los indicadores de conta-
minacién fecal en la elaboracién de modelos predictivos.

3. ESTUDIOS DE PREVALENCIA:

Los estudios de prevalencia se realizan considerando: a) paté-
genos, con especial atencidn a los patdgenos emergentes que
se transmiten a través del agua, y los indicadores en excre-
mentos de diferentes origenes, aguas residuales sucias y depu-
radas, aguas superficiales, aguas subterraneas, bidosdlidos y
alimentos en contacto con aguas contaminadas. b) microor-
ganismos indicadores del origen de la contaminacion fecal.

4. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR:

Los estudios de epidemiologia molecular se realizan con
algunos de los patégenos, sobre todo virus, de los que se
ha estudiado su prevalencia.
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5. INDICADORES MICROBIANOS ALTERNATIVOS:

Estudio de la potencial utilidad de indicadores alternati-
vos (colifagos) a los actuales y del uso de técnicas gendmicas
para detectar patégenos en la validacién y seguimiento de
tratamientos de aguas atendiendo sobre todo al funciona-
miento de nuevas tecnologias de tratamientos avanzados
y en los procesos de higienizacion de lodos de depuradora.

Varios miembros del grupo pertenecen a diferentes
REDES: Red Espafiola de plasmidos y otros elementos mdvi-
les (REDEEX), Red Espafiola de bacteriéfagos y elementos
transductores (FAGOMA) o la European Network for Envi-
ronmental and Food Virology (ENVIRONET). Todos los miem-
bros del grupo estan inscritos en el Instituto del Agua de la
Universidad de Barcelona y son miembros de la Red XRB
(Xarxa de Referencia en Biotecnologia de la Generalitat de
Catalunya - Unidad de Microbiologia Ambiental).

A titulo indicativo cabe mencionar algunos de los pro-
yectos de investigacion vigentes en la actualidad:

* Movilidad de factores de virulencia del patégeno ali-
mentario E. coli O157: H7 y otros serotipos de E. coli
enterohemorragica (Ministerio de Ciencia e Innova-
cién). IP: Maite Muniesa.

* Protecting the food chain from prions: shaping Europe-
an priorities through basic and applied research (Prio-
rity). EU - FW7 222887-2. IP: Rosina Gironés.

e Integrated risk analysis using molecular methods of
microbial emergent pathogens in water and food: sta-
bility, disinfection and source tracking. (Ministerio de
Ciencia e Innovacién). IP: Rosina Gironés.

e Integrated monitoring and control of foodborne viruses
in European food supply chains (VITAL). (EU - Food, Agri-
culture and Fisheries, and Biotechnology). IP: Rosina
Gironés.

e Estudio de la eficacia de la desinfecccidon de las aguas
de consumo frente a Legionella spp libre o como endo-
simbionte de protozoos aplicando métodos de cultivo
y moleculares. (Ministerio de Ciencia y Tecnologia).
IP: Rosa Araujo.

e Procedimientos para la discriminacién del origen de
la contaminacién fecal animal en el agua. (Ministerio
de Ciencia y Tecnologia). IP: Anicet Blanch.

e SOSTAQUA. Valoraciones de riesgo en aguas regene-
radas. CDTI- ZENIT. IP: Joan Jofre - Francisco Lucena.

MARS mantiene contactos, ya sea sélo de colaboracién
o mediante contratos, con muchas empresas del sector, tan-
to aquellas implicadas en el abastecimiento de agua potable
(Sociedad General de Aguas de Barcelona, Consorcio Ter-
Llobregat,...), con la depuracién (Consorcio de la Costa Bra-
va, Empresa Metropolitana de Sanejament S.A. EMSSA, .....),
con empresas de desarrollo de nuevas tecnologias (Veolia,
Tecma,... ), con la administracién (Sanidad) o agencias publi-
cas (Agencia Catalana de I’'Aigua). Nuestro objetivo es man-
tener esas colaboraciones (algunas de las cuales ya tienen
mas de 20 afios) y, si es posible, ampliarlas a otros organis-
mos y/o empresas.

PUBLICACIONES DEL GRUPO MARS DURANTE
LOS ANOS 2009-2010

New multiplatform computer program for numerical identification
of microorganisms. Flores, O; Belanche, LA; Blanch, AR. JOUR-
NAL OF CLINICAL MICROBIOLOQY, 47: 4133-4135. 2009

Quantification of Shiga toxin 2-encoding bacteriophages, by real-
time PCR and correlation with phage infectivity. Imamovic, L;
Serra-Moreno, R; Jofre, J, M. Muniesa. JOURNAL OF APPLIED
MICROBIOLOGY, 108: 1105-1114. 2009.

Phylogroups, virulence determinants and antimicrobial resistance
in stx(2) gene-carrying Escherichia coli isolated from aquatic
environments. Garcia-Aljaro, C; Moreno, E; Andreu, A, et
al.RESEARCH IN MICROBIOLOGY, 160: 585-591. 2009.

Detection of somatic coliphages through a bioluminescence assay
measuring phage mediated release of adenylate kinase and
adenosine 5 ‘-triphosphate. Guzman Luna, Carolina; Costan-
Longares, Ana; Lucena, Francisco, et al. JOURNAL OF VIROLO-
GICAL METHODS, 161: 107-113. 2009.

The persistence of bifidobacteria populations in a river measured
by molecular and culture techniques. Bonjoch, X; Lucena, F;
Blanch, AR. JOURNAL OF APPLIED MICROBIOLOGY, 107: 1178-
11835. 2009.

Resistance of Faecal Coliforms and Enterococci populations in slud-
ge and biosolids to fifferent hygienisation treatments. Bonjoch,
X; Blanch, AR. MICROBIAL ECOLOGY, 57: 478-483. 2009.

Differential persistence of F-specific RNA phage subgroups hinders
their use as single tracers for faecal source tracking in surface
water. Muniesa, M; Payan, A; Moce-Llivina, L, et al. WATER
RESEARCH, 43: 1559-1564. 2009.

Is the replication of somatic coliphages in water environments sig-
nificant? Jofre, J. JOURNAL OF APPLIED MICROBIOLOGY, 106:
1059-1069. 2009.

Phage-mediated Shiga toxin 2 gene transfer in food and water.
Imamovic, L; Jofre, J; Schmidt, H, et al. APPLIED AND ENVIRON-
MENTAL MICROBIOLOGY, 75: 1764-1768. 2009.

Genotypic and phenotypic diversity among induced, stx(2)-carrying
bacteriophages from environmental Escherichia coli strains.
Garcia-Aljaro, Cristina; Muniesa, Maite; Jofre, Juan, Blanch, Ani-
cet. APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, 75: 329-
336.20009.

Comparison of Vibrio spp. populations found in seawater, in exhi-
bition aquaria, in fish intestine and in fish feed. Blanch, AR; His-
pano, G; Bulto, P, et al. JOURNAL OF APPLIED MICROBIOLOGY,
106: 57-65. 2009.

Identification of Pseudomonas aeruginosa in water-bottling plants
on the basis of procedures included in 1SO 16266:2006. Casa-
novas-Massana, A; Lucena, F; Blanch, AR. JOURNAL OF MICRO-
BIOLOGICAL METHODS Volume: 81 Issue: 1 Pages: 1-5 2010.

Molecular indicators ssed in the development of predictive models
for microbial source tracking. Balleste, E; Bonjoch, X; Belanche,
LA, et al. APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, 76:
1789-1795. 2010.

Water-borne infectious disease outbreaks associated with water
scarcity and rainfall events. Jofre, Juan; Blanch, Anicet R.; Luce-
na, Francisco. WATER SCARCITY IN THE MEDITERRANEAN:
PERSPECTIVES UNDER GLOBAL CHANGE: 147-159. 2010.

Occurrence of thermotolerant Campylobacter species in surface
waters of a Mediterranean area and in its prevailing pollution
sources. Rodriguez S, Araujo R. JOURNAL OF APPLIED MICRO-
BIOLOGY. Published: 2010 (In press).

Shiga toxin-converting bacteriophages in wastewater and in fecal
samples, quantified by gPCR. Imamovic, L; Ballesté, E., Jofre,
J, M. Muniesa. APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIO-
LOGY.2010 (In press).
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Indicadores de contaminacion
microbiologica en agua

Taxonomia y epidemiologia de los géneros
“Aeromonas” y “Arcobacter”

Maria José Figueras Salvat y Roxana Beaz Hidalgo

Grupo MicroAqua, Unidad de Biologia y Microbiologia,

Departamento de Ciencias Médicas Basicas, Facultad de Medicina y Ciencias de la Salud,
Universidad Rovira i Virgili, Sant Llorenc 21, 43201 REUS.

EL GRUPO MICROAQUA

entra su investigacion en la Microbiologia Ambiental pres-

tando servicios externos de andlisis y asesoramiento a
la vez que estudia la taxonomia y epidemiologia de los géne-
ros bacterianos Aeromonas y Arcobacter que son conside-
rados patédgenos emergentes en el hombre, de los que se
desconocen muchos aspectos relacionados con su taxono-
mia, virulencia, diversidad genética y prevalencia tanto en
agua como en alimentos. Entre los servicios externos el mas
importante es el que se realiza ininterrumpidamente desde
el afio 1990 para la Agencia Catalana del Agua (ACA) del
Departamento de Medio Ambiente del gobierno cataldny
que consiste en el control microbioldgico de todas las zonas
de bano de Catalufia. Cada sdbado durante las 17 semanas
que dura la estacién balnearia se analizan 250 muestras de
agua para los indicadores de contaminacidn fecal y el diag-
ndstico de los resultados que proporcionamos cada martes
al ACA, y que se difunde al publico cada semana. Para poder
realizar este servicio con las maximas garantias el grupo ini-
cié una linea de investigacion con dos objetivos: 1. Evaluar
la fiabilidad de los métodos de cultivo recomendados para
el andlisis de los indicadores de contaminacidn fecal y 2. Eva-
luar la capacidad de los indicadores de contaminacion fecal
para predecir la presencia de microorganismos patégenos
como Salmonella, Arcobacter, etc. Los resultados de nuestros
estudios han demostrado la poca fiabilidad de los métodos
microbioldgicos y la experiencia adquirida nos ha permitido
actuar como asesores de diversos organismos como el Minis-
terio de Sanidad y Consumo, el Ministerio de Medio Ambien-
te Medio Rural y Marino, la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS)), el Programa de Medio Ambiente de la Naciones Uni-
das (en su programa para la prevencién del la contaminacion
del Mar Mediterrdneo - MED POL) y la Comisién Europea en
el disefio de la nueva Directiva para la gestion de la calidad
de las aguas de bafo (2006/7/CE) que aplicamos en la actua-

lidad. De especial relevancia han sido las aportaciones rea-
lizadas en las gufas desarrolladas por la OMS para la moni-
torizacién de las aguas de bafio en las que también colabora
el Prof. Juan José Borrego de la Universidad de Malaga.
(http://www.who.int/water_sanitation_health/bathing/bath
ing3/en/index.html; http://www.who.int/water_sanitation_
health/bathing/srwei/en/).

En la actualidad, los principales objetivos se centran en
definir el riego de contaminacién microbioldgica de las aguas
de bafio en funcién de los criterios de la nueva directiva Euro-
peay evaluar sus posibles limitaciones, asi como en validar
su capacidad de proteger la salud de los bafiistas mediante
estudios epidemioldgicos. Asimismo seguimos investigando
métodos alternativos rapidos para establecer la calidad sani-
taria de las aguas de bafio.

El papel del agua como vehiculo de transmisidn de enfer-
medades es conocido, no obstante, existen muy pocos estu-
dios epidemioldgicos que evallien cuantitativamente el ries-
go real para las personas expuestas al agua de bafio o al
consumo de agua potable. En este sentido hemos realizado
dos estudios epidemioldgicos, como los mencionados, en
dos proyectos Europeos EPIBATHE y HEALTHY WATER. En
el primero, se reclutaron a 2.250 personas, para un estudio
aleatorizado durante el cual mientras el grupo de bafistas
se encontraba en el agua recogiamos muestras de las mis-
mas cada 20 minutos. El principal objetivo era evaluar si los
nuevos estandares de calidad incluidos en la nueva directiva
Europea para el agua de bafio (2006/7/EC) protegian sufi-
cientemente a los bafiista de cualquier riego de infeccion.
Los resultados de este estudio realizado por nuestro grupo
en las playas Catalanas, ha demostrado la capacidad de la
Directiva para proteger la salud de los bafiistas. El segundo
proyecto tuvo como objetivo evaluar microorganismos
emergentes en aguas potables mediante estudios epide-
mioldgicos y moleculares. Entre nuestras responsabilidades
se incluyeron los estudios sobre Arcobacter y Aeromonas,
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asi como la preparacién de materiales formativos para difun-
dir los Water Safety Plans, basados en la metodologia del
Andlisis de Peligro y Puntos de Control Critico desarrollados
por la OMS para la industria del agua potable, considerando
que estos serdn de aplicacion obligatoria segtin la modifica-
cién de la actual Directiva para el agua potable.

TAXONOMIA Y EPIDEMIOLOGIA
DE AEROMONAS

uestro grupo tiene una amplia trayectoria en el estudio

de este complejo de bacterias autdctonas del medio
acudtico capaces de producir infecciones gastrointestinales
y extraintestinales en humanos (Figueras, 2005) asi como
diversas patologias en peces (Beaz-Hidalgo, 2010). Muchos
de los estudios se han realizado en colaboracién del Dr. Anto-
nio Martinez-Murcia, profesor de la Universidad Miguel Her-
nandez y director del Molecular Diagnostic Center (MDC) de
Orihuela. Los objetivos se han centrado en: 1. Evaluar la inci-
dencia de Aeromonads en muestras de origen clinico y ambien-
tal para estudiar la taxonomia y filogenia del género y des-
arrollar técnicas de identificacion molecular rapidas y fiables;
2. Determinar la presencia de genes que codifican factores
de virulencia y estudiar los mecanismos de patogenicidad y
3. Investigar la epidemiologia de especies de interés clinico.
La poca fiabilidad de los métodos fenotipicos para la iden-
tificacion de Aeromonas tanto a nivel de especie como de
género, demostrada repetidas veces (Figueras, 2005; Beaz-
Hidalgo, 2010 y otras referencias incluidas en estos estudios),
motivaron el desarrollo de una sonda especifica de género
(Chacdn et al., 2002) y de un método (RFLP-16S ARNr) que
permitia la identificacion de todas las especies descritas hasta
entonces (Borrel et al.,1997; Figueras et al., 2000). El gen ARNr
16S no es (til para la identificacién de Aeromonas spp. ya que
la mayoria de especies muestran similitudes >99 % (Beaz-Hidal-

go et al., 2009; Alperi et al., 2010; Beaz-Hidalgo et al., 2010;
Figueras et al., en prensa a) y ademds un 8.1 % de las cepas
presentan mutaciones en alguna de las copias de los operones
de este gen (Alperiet al., 2008). Este hallazgo nos llevé a cen-
trar los estudios filogenéticos del género en las secuencias
de genes housekeeping (gyrB, rpoD, etc.) no estudiados hasta
entonces, demostrando el gran poder discriminativo que tie-
nen estos genes (Yafiez et al., 2003; Soler et al., 2004) y su
capacidad para caracterizar especies clinicas y ambientales
cuya prevalencia estaba enmascarada por identificaciones
incorrectas (Figueras, 2005; 2009; en prensa b; Alperi et dl.,
2008; Beaz-Hidalgo et al., 2009; 2010; Figueras et al., 2009).
Muy recientemente, el MDC ha realizado el primer andlisis
filogenetico con las secuencias de 7 genes housekeeping
(MLPA) en el que hemos colaborado (Martinez-Murcia et al.,
en revision en Syst. Appl. Microbiol.). Ademas, 5 de estos genes
nos han sido de gran utilidad para caracterizar cinco especies
nuevas para el género: A. fluvialis, A. piscicola, A. sanarellii,
A. taiwanensis y A. rivuli (Beaz-Hidalgo et al., 2009, 2010; Alperi
etal., 2010 b,c; Figueras et al., en prensa a).

Con respecto a la virulencia y epidemiologia, hay que des-
tacar que describimos por primer vez en cepas clinicas la
presencia del Sistema de Secrecién de Tipo 111 (T3SS) (Chacdén
et al. 2004) y que gracias a la experiencia de los Drs. Juan
Tomas y Susana Merino de la Universidad de Barcelona pudi-
mos describir conjuntamente la secuencia completa de los
35 genes que constituyen el T3SS de Aeromonas (Viches et
al. 2004). Ademds, nuestro grupo ha descrito un nuevo caso
de sindrome urémico hemolitico (SUH) asociado a Aeromo-
nas (Figueras et al., 2007) y recientemente hemos detectado
la presencia de los genes que codifican las toxinas Shiga (stx1
y stx2), responsables del SUH, en cepas de este género (Alpe-
ri y Figueras, 2010a). Actualmente seguimos trabajando en
los mismos objetivos y colaborando con diversos hospitales,
para los que identificamos genéticamente las cepas perte-
necientes a este género.
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TAXONOMIA Y EPIDEMIOLOGIA DE ARCOBACTER

| género Arcobacter fue propuesto en el afio 1991 a partir

de especies incluidas previamente en el género Campylo-
bactery sus especies son capaces de producir gastroenteritis
y bacteremias en humanos asi como numerosas patologias
en animales (diarrea, mastitis, abortos) (Collado y Figueras.,
en revision en Clin. Microbiol. Rev.). Los objetivos planteados
para este género son similares a los descritos para Aeromonas.
A pesar de que esta linea de investigacion se inicié en el afio
2007, ha resultado ser muy productiva. Hemos demostrado
por primera vez que la presencia de Arcobacter en agua estd
asociada a la contaminacién fecal (Collado et al., 2008; 2010)
y constatado su elevada prevalencia en muestras de carne y
moluscos (Collado et al., 2009b). Desde la perspectiva de la
Salud Publica estos resultados son muy relevantes, ya que
recientemente estos microorganismos se han asociado a bro-
tes hidricos. Ademads, se ha desarrollado el primer método de
identificacion molecular que permite reconocer todas las espe-
cies del género (RFLP-ARNr 16S) descritas hasta entonces
(Figueras et al., 2008) y su aplicacién nos permitid reconocer
tres especies nuevas: A. mytili y A. molluscorum, aisladas de
mejillones (Collado et al., 20093; Figueras et al., en revision
en Syst. Appl. Microbiol.) y A. defluvii aislada de aguas residua-
les (Collado et dl., en prensa). En la actualidad, estamos carac-
terizando otras posibles nuevas especies y optimizando los
métodos de cultivo, deteccidn e identificacidn. Asimismo, en
colaboracién con el MDC, estamos preparando el primer ana-
lisis filogenético del género basado en 5 genes housekeeping.
También se determinard la patogenicidad de las distintas espe-
cies utilizando cultivos celulares y se desarrollaran métodos
para establecer la presencia de genes que codifiquen sus fac-
tores de virulencia.
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Microbiologia de
los ambientes acuaticos

hipersalinos

Antonio Ventosa

Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Universidad de Sevilla

| Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la

Universidad de Sevilla tiene una larga trayectoria en el
estudio de la biodiversidad de los ambientes hipersalinos.
Aunque sea una definicién un tanto simplista, se consideran
ambientes hipersalinos aquellos que poseen una concentra-
cién salina elevada, generalmente muy superior a la de los
habitats acuaticos marinos y ocednicos. En estos ambientes
no sélo la elevada concentracidn salina limita la microbiota
de los mismos, si no que otros factores tales como la tem-
peratura, el pH, el oxigeno disuelto o las radiaciones solares
pueden influir seleccionando los tipos de seres vivos que los
habitan, que son microorganismos extremdfilos que no solo
toleran estas condiciones adversas, sino que en muchos
casos se encuentran perfectamente adaptados a las mismas
y de hecho, requieren para su desarrollo determinadas con-
centraciones de sal, siendo incapaces de crecer en condicio-
nes de baja salinidad o en ausencia de la misma.

Entre los ambientes hipersalinos que hemos estudiado
con mas detalle se encuentran las salinas solares de estanque
muiltiple tan abundantes en nuestras costas espafiolas y los
lagos hipersalinos. Entre las primeras se encuentran las sali-
nas de Santa Pola (Alicante), Huelva, Cadiz, Mallorca o Gran
Canaria; en diversos estudios también hemos realizado
importantes aportaciones en lagos como el Mar Muerto,
lagos hipersalinos localizados en Mongolia Interior (China)
y mas recientemente en zonas aridas de Irdn.

Las salinas solares constituyen sistemas muy interesantes
para estudios de biodiversidad y ecologia de los ambientes
hipersalinos, teniendo en cuenta que las mismas consisten
en una serie de estanques con diferentes salinidades, que
permiten concentrar el agua salina desde concentraciones
bajas como la del agua de mar hasta la saturacion de sales,
disponiendo por tanto de toda una gama de salinidades que
permite la realizacidn de estudios en cada una de las etapas
crecientes de salinidad, a diferencia de los lagos hipersalinos,
cuya concentracion salina es generalmente mucho mas esta-
ble y por tanto los estudios de biodiversidad son mas limi-
tados en cuanto al pardmetro salinidad. La abundancia de
las salinas tanto costeras como de interior en nuestro pais
ha permitido que numerosos grupos de investigacion en

Sevilla, Granada, Alicante, Mallorca, Barcelona, Madrid, etc.
hayan realizado numerosos estudios microbioldgicos en las
mismas y que en conjunto hayan realizado importantes apor-
taciones al conocimiento de la microbiota, su actividad meta-
bdlica y alas numerosas aplicaciones de los microorganismos
haldfilos, tanto como modelos bioldgicos para el estudio de
los mecanismos de estrés y supervivencia en condiciones
extremas, asi como para su utilizacidn en procesos biotec-
nolégicos (produccién de solutos compatibles, polimeros 'y
enzimas, utilizacién en la produccién de alimentos, en pro-
cesos de biodegradacién, etc.).

En los ambientes hipersalinos con mds de un 10 % de sales
son pocos los organismos eucariotas que forman parte de
la microbiota normal de los mismos y fundamentalmente se
trata de organismos procariotas, tanto pertenecientes a las
arqueas como a las bacterias. Entre los eucariotas que pode-
mos observar en habitats con salinidades intermedias se
encuentran el crustdceo Artemia salina o el alga unicelular
Dunaliella, que puede crecer dptimamente en sistemas con
concentraciones de sales de hasta el 20-25 %. Sin embargo,
en los habitats mds hipersalinos solamente se encuentran
procariotas, pertenecientes tanto al grupo de las arqueas
como de las bacterias. Entre las arqueas se encuentran algu-
na especies metandgenas y fundamentalmente un grupo
muy especializado de arqueas aerobias haldfilas extremas
denominadas haloarqueas. Estas haloarqueas se encuadran
actualmente en el orden Halobacteriales, con una Unica fami-
lia Halobacteriaceae que incluye 29 géneros y mas de 100
especies. Amodo de ejemplo, cuando comenzamos a reali-
zar estudios en estos ambientes hipersalinos las haloarqueas
(entonces denominadas halobacterias, pues se incluian entre
las bacterias si bien se consideraban bastante peculiares por
sus caracteristicas tales como la carencia de mureina en su
pared celular o la presencia de lipidos polares muy diferentes
a los de las otras bacterias) se agrupaban en tan solo dos
géneros, Halobacterium (especies con morfologia bacilar) y
Halococcus (formas esféricas), desconociéndose que la
mayoria de las haloarqueas poseen morfologfas muy diversas
que van desde células triangulares, poligonales o cuadradas
(como la famosa especie Haloquadratum walsbyi). En este
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Estanques (cristalizadores) de una salina en la que se observa la coloracién rosa-roja debido al abundante desarrollo de
microorganismos halofilos.

sentido, nuestro grupo (y otros grupos de investigadores
de nuestro pais) ha realizado importantes aportaciones, des-
cribiendo numerosas nuevas especies y géneros de proca-
riotas, en muchos casos en colaboracién con otros grupos
de investigadores tanto espafioles como de otros paises.
Por su transcendencia debemos citar la descripcién de los
géneros Haloferax y Haloarcula (en colaboracién con inves-
tigadores de Alicante, Dres. Rodriguez Valera, Juez y Torre-
blancay los Dres. Kates y Kamekura) y Haloterrigena (en
colaboracién con el Dr. Kamekura), que actualmente inclu-
yen 11, 7y 8 especies, respectivamente. Sin duda alguna nues-
tros estudios mas significativos se han basado en el conoci-
miento de las bacterias haldfilas, que habitan junto con las
haloarqueas en los ambientes hipersalinos. Estos estudios
han sido pioneros y muchas de las bacterias aisladas y carac-
terizadas por nosotros son objeto de estudios mds detalla-
dos por parte de otros muchos grupos de investigacion, tal
es el caso de las bacterias Gram negativas pertenecientes a
los géneros Halomonas y Chromohalobacter. Recientemente
hemos realizado un estudio basado en el andlisis por secuen-
ciacién multilécica (MLSA-Multilocus Sequence Analysis) de
las especies, actualmente agrupadas en 10 géneros, perte-
necientes a la familia Halomonadaceae. El andlisis de las
secuencias individuales y concatenadas de seis genes (16S
rRNA, 23S rRNA, atpA, gyrB, rpoD y secA) nos ha permitido
determinar las relaciones filogenéticas entre las especies de
este grupo microbiano, poner de manifiesto la importancia
de la transferencia horizontal de genes en la evolucién de
dichas especies y establecer un esquema de clasificacion
basado en sus relaciones evolutivas.

Particularmente interesantes fueron los estudios rela-
cionados con la microbiota del Mar Muerto que dieron lugar
alos estudios de Tesis Doctoral de David Ruiz Arahal (actual-
mente en la Coleccidn Espafiola de Cultivos Tipo, Universidad
de Valencia). El estudio permitié realizar un analisis compa-
rativo de la microbiota de dicho lago, utilizando los mismos
enriquecimientos que entre 1936 y 1940 Benjamin Elazari-
Volcani usd para sus estudios pioneros en el campo del halo-

filismo, en los que puso de manifiesto que no se trataba de
un mar “muerto” y que 50 afios después y utilizando tanto
las técnicas tradicionales como moleculares de caracteriza-
cién mostraron una enorme diversidad tanto de bacterias
haldfilas como de haloarqueas (curiosamente incluyendo la
especie Haloferax volcanii que fue denominada en su honor
hace algunos afos).

Nos gustaria resaltar que siempre hemos considerado
fundamental que la investigacion debe basarse en grupos
de investigacién amplios y trabajando en estrecha colabo-
racion con otros grupos de prestigio nacionales y extranje-
ros; este hecho se refleja en que un gran porcentaje de nues-
tras publicaciones han sido realizadas en colaboracién con
otros grupos. En este sentido, debemos destacar un amplio
estudio basado en un proyecto internacional, financiado a
través de la Comisién Europea (MGATech-Multigenome
Access Technology for Industrial Catalists) y los gobiernos chi-
no y sudafricano, en siete lagos hipersalinos de Mongolia
Interior (China) y en los que ademas de nuestro grupo par-
ticiparon los de los Dres. Grant (Universidad de Leicester,
UK), Cowan (Universidad de Western Cape, Ciudad del Cabo,
Sudéafrica), Jones (Genencor International, Holanda) y Yanhe
Ma (Instituto de Microbiologia, CAS; Beijing, China). Ademds
de estudios relacionados con metagendmica, caracterizacion
de halovirus o de nanoarqueas de ambientes hipersalinos,
la aportacion al conocimiento de la microbiota de dichos
lagos hipersalinos (y alcalinos en el caso de dos de dichos
lagos) ha sido de gran importancia. Utilizando técnicas mole-
culares (secuenciacién del gen 16S rRNA) pusimos de mani-
fiesto que la microbiota tanto de arqueas como de bacterias
era mucho mayor de la que se habia descrito hasta la fecha
en ambientes semejantes. Por otro lado, muchos de estos
microorganismos poseian caracteristicas muy diferentes a
las de los descritos anteriormente; sirva como ejemplo que
en este estudio se aislaron y caracterizaron un nimero muy
elevado de nuevos grupos de procariotas, algunos de los
cuales todavia estan en estudio, que nos ha permitido la des-
cripcién de 3 nuevos géneros y 12 nuevas especies de halo-
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arqueas y 4 nuevos géneros y 9 nuevas especies de bacterias
haldfilas. Es indudable que algunos de estos nuevos micro-
organismos pueden ser utilizados en el futuro como modelos
de estudio por otros grupos de investigadores en campos
diversos como gendmica o biotecnologia.

Alo largo de los afios nuestros estudios se han ido adap-
tando a las tecnologia al uso, inicialmente basados en el ais-
lamiento y caracterizacién siguiendo las técnicas microbio-
légicas tradicionales, posteriormente quimiotaxondmicas y
genéticas y mas recientemente moleculares. Actualmente
estamos realizando estudios en colaboracién con las Dras.
Emilia Quesaday Victoria Béjar, de la Universidad de Grana-
da, financiados a través de un proyecto de excelencia de la
Junta de Andalucia, encaminados a la caracterizacion de nue-
vos grupos de microorganismos haldéfilos y a su posible apli-
cacién en la produccién de compuestos de interés biotec-
nolégico. Por otro lado, estamos iniciando estudios de
metagendmica en ambientes hipersalinos, precisamente en
las mismas salinas que sirvieron para nuestras primeras inves-
tigaciones, localizadas en Santa Pola (Alicante) y en salinas
de la provincia de Huelva, en estrecha colaboracidn con el
grupo del Dr. Francisco Rodriguez Valera, de la Universidad
Miguel Hernandez de Alicante. Los resultados iniciales en
dos estanques seleccionados, uno con salinidad intermedia
y un cristalizador, son muy prometedores , confirmando
muchas de las conclusiones de estudios de biodiversidad
realizados anteriormente utilizando técnicas tradicionales,
si bien observamos una mayor diversidad y sobre todo la
presencia de grupos de microorganismos no relacionados
con los aislados y descritos hasta la actualidad; el reto sera
disefiar nuevas estrategias que nos permitan proceder a su
aislamiento y al estudio del papel que dichos microorganis-
mos puedan jugar en estos sistemas salinos.
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Microbiota de moluscos

Jesus Lopez Romalde

Departamento de Microbiologia y Parasitologia. CIBUS-Facultad de Biologia,

| cultivo de moluscos bivalvos en Galicia tiene gran impor-

tancia econdmica, ya que es una de las actividades de
produccidon primaria esenciales en la regidn y presenta un
mercado consolidado. Durante mucho tiempo la semilla
necesaria procedia de la captacidn natural, pero en los ulti-
mos afios el cultivo de ostra y almeja se enfrenta a una impor-
tante disminucidn de los bancos naturales, achacable a la
sobreexplotacién y a la entrada de moluscos de importacidn,
tanto en fase larvaria como incluso de ejemplares adultos.
Por otro lado, la produccién de semilla en criaderos no estd

Universidad de Santiago de Compostela

garantizada debido a mortalidades fulminantes que pueden
acabar con la produccién en pocos dias. Ademas, la intro-
duccién de importaciones, dificiles de controlar, aumenta
el riesgo de entrada de nuevas enfermedades. De hecho, en
las poblaciones en cultivo son también frecuentes los epi-
sodios de mortalidad, afectando principalmente a la almeja
fina, mas susceptible que otras especies de bivalvos.
Aunque se han realizado estudios sobre el estado sani-
tario de las poblaciones de moluscos bivalvos, la mayoria de
estos trabajos se han centrado en enfermedades parasita-
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rias. En el caso de las enfermedades bacterianas, los trabajos
son escasos consistiendo, muchas veces, en la bisqueda
especifica de la enfermedad del anillo marrén mediante la
observacidon macroscépica de los bivalvos. Cabe destacar la
ausencia de estudios sobre la presencia de otras bacterias
potencialmente patdgenas en las poblaciones de bivalvos,
en cultivo o naturales, en las diferentes zonas productoras
de nuestro pais, a excepcion de unos estudios preliminares
llevados a cabo en Andalucia en cultivos de almeja fina por
el grupo del Dr. Borrego y la Dra. Castro.

En la naturaleza no existen moluscos libres de bacterias,
pero la distincion entre especies o cepas no patégenasy las
verdaderamente patdgenas no suele ser facil, asi como no
lo es el andlisis de los factores determinantes de la capacidad
de virulencia de una especie o cepa determinada. En algunos
casos hay evidencias de que pueda ser mas un aspecto cuan-
titativo, ya que concentraciones altas de una cepa pueden
provocar la muerte de los moluscos, mientras que concen-
traciones bajas son toleradas sin producir la muerte ni sin-
tomas de enfermedad. El estrés parece ser otro factor impor-
tante en el control de la susceptibilidad de bivalvos a
infecciones bacterianas.

El equipo de la Universidad de Santiago comenzd sus tra-
bajos de patologia de moluscos en la década de los 80, con
el andlisis de vibrios patédgenos para ostra. A partir de los
afios 90 comienza su colaboracién con el equipo de la Uni-
versidad de Mdlaga para el andlisis genético de V. tapetis,
agente causal de la enfermedad del anillo marrén en la alme-
ja. Durante los ultimos afos, con el apoyo de diferentes
cofradias gallegas, y gracias a la obtencidn de diferentes pro-
yectos del Plan Nacional, nos hemos centrado en el estudio
de la microbiota de bivalvos, tanto de bancos naturales como
en cultivo, incluyendo fases larvarias, juveniles y adultas.
Para ello hemos aplicado aproximaciones polifasicas que
correlacionen fenotipo y genotipo de patégenos potenciales,
asi como la evaluacidn de factores de virulencia. Estos estu-
dios nos estdn permitiendo conocer el estado sanitario
actual, desde el punto de vista bacterioldgico, de estas pobla-

Lm

ciones, lo que redundard en el desarrollo de métodos de
deteccién de los principales patégenos y el establecimiento
de medidas preventivas de mortalidad. En este sentido, esta-
mos estudiando de forma paralela la capacidad probidtica
de bacterias asociadas a dichos cultivos.

Durante varios afios se han realizado muestreos men-
suales de almejas procedentes de cuatro cofradias gallegas,
caracterizandose los principales grupos bacterianos detec-
tados. Los muestreos han dado lugar a una coleccién de mas
de 3.000 cepas bacterianas. En la caracterizacién de las cepas
fermentativas se observé una gran prevalencia de diferentes
especies del género Vibrio. Asi, del total de cepas fermen-
tativas, el 77,67 % pertenecian al género Vibrio, el 17,35 % al
género Aeromonas y el 4,98 % fueron aislados fermentativos
aun no identificados. La caracterizacidn polifasica, incluyen-
do métodos fenotipicos, genético-moleculares (AFLP,
secuenciacién, hibridacion DNA-DNA) y quimiotaxondmicos
mostrd una gran diversidad entre los aislados estudiados.
La mayoria de las cepas se identificaron como pertenecientes
a especies conocidas dentro de la familia Vibrionaceae, como
V. alginolyticus, V. cyclitrophicus, V. diabolicus, V. kanaloae,
V. pacinii, V. splendidus, V. tapetis y Aliivibrio (Vibrio) fischeri.
Vibrio splendidus formd un grupo muy heterogéneo, agru-
pandose algunos de nuestros aislados en varios clusters dife-
renciados que constituyeron nuevas especies. Asi, hemos
descrito cinco nuevas especies dentro del género Vibrio: V.
breoganii, V. gallaecicus, V. artabrorum, V. atlanticus y V. cel-
ticus, esta ultima con potencial patogénico para almeja, y
una nueva especie dentro del género Aliivibrio: A. finiste-
rrensis, algunas de ellas en colaboracién con el equipo del
Dr. De Vos de la BCCM/LMG. Por otro lado, hemos descrito
V. ostreicida como agente responsable de mortalidad en lar-
vas de ostra en criadero.

Conrespecto a los aislados con metabolismo respiratorio,
la identificacidn de los grupos obtenidos en una caracteri-
zacién preliminar en base a pruebas fenotipicas fue bastante
complicada debido a la carencia en la literatura de claves
apropiadas, hecho posiblemente relacionado con la elevada
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diversidad de estas bacterias, incluso dentro de un mismo
género o especie. Se sometid alos aislados de los distintos
grupos a experimentos de secuenciacion del gen del RNA
ribosémico 16S, con el fin de determinar correctamente la
adscripcidn de los mismos a especies bacterianas concretas.
Los resultados obtenidos, indican que los géneros predomi-
nantes son Pseudoalteromonads (55 %) y Alteromonads (15 %).
De los aislados asignados al género Pseudoalteromonas sélo
un 36 % pudieron ser asignados a una especie concreta, como
P. haloplanktis, P. espejiana, P. issachenkonii o P. citrea, que-
dando el resto de aislados identificados como Pseudoalte-
romonas sp. En el caso del género Alteromonas, ninguna de
las secuencias obtenidas se relaciond con especies ya cono-
cidas del género.

Otros géneros detectados en menor proporcion son
Tenacibaculum (T. mesophilum, Tenacibaculum sp.), Psychro-
bacter (Ps. aquimaris, Ps. nivimaris), Shewanella (S. colwellia-
na, S. fidelia, S. halifaxensis), Polaribacter, Luteimonas, Koprii-
monas, Lacitrinux, Marinomonas, o Cobetia. Asimismo se han
detectado algunos aislados pertenecientes a géneros de
bacterias Gram positivas como Arthrobacter o Nesterenkonia.

La falta de correlacién entre los grupos bioquimicos y los
resultados de secuenciacién, nos indicé la existencia de un
numero importante de posibles especies nuevas en estos
géneros bacterianos. Debido a la imposibilidad de caracte-
rizar en profundidad por métodos moleculares la coleccién
completa de aislados, se hizo una seleccién de los mismos
para el estudio de factores de virulencia que fue realizado
en colaboracién con el grupo de los Drs. Borrego y Castro

Fotografias electronicas
de transmision (A) y de
barrido (B) de la cepa
tipo de Aliivibrio finiste-
rrensis CMJ 11.17,

Fotografias electrénicas
de transmision (A) y de
barrido (B) de la cepa
tipo de Aliivibrio finiste-
rrensis CMJ 11.17,

de la Universidad de Malaga. Ademas, llevamos a cabo con
las cepas seleccionadas diferentes ensayos de inoculaciones
experimentales en larvas de almeja. En estos experimentos
se demostrd el potencial patogénico de 6 aislados, uno per-
teneciente a la especie Tenacibaculum mesophilum (descrita
hasta ahora como especie ambiental), un aislado relacionado
a las especies Pseudoalteromonas citrea/aurantia, otro como
cercano a la especie Alteromonas genovensis y tres identifi-
cados sdlo a nivel de género como Pseudalteromonas spp.,
que constituirdn nuevas especies dentro del género en fun-
cién de los resultados obtenidos.

Ademds, dentro de las especies oxidativas caracterizadas
hemos detectado algunas con con potencial probidtico
(algunas especies de Pseudoalteromonas), cuya caracteriza-
cion polifasica se esta abordando en la actualidad, gracias a
la obtencién de financiacién para dos nuevos proyectos, uno
del Plan Nacional (AGL2010-18438) y uno dentro del 7° Pro-
grama Marco europeo (REPROSEED).
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Patologia bacteriana
en acuicultura

Alicia Estévez-Toranzo

Dpto. Microbiologia y Parasitologia. Facultad de Biologia/CIBUS.

os investigadores del equipo forman parte del grupo de

Ictiopatologia del Departamento de Microbiologia y Para-
sitologia de la Facultad de Biologia y del Instituto de Acui-
cultura de la Universidad de Santiago de Compostela. Desde
que se se desarrolld esta linea hace 25 afios, el grupo ha
hecho un gran esfuerzo investigador en la caracterizacién
fenotipica y genética de los agentes etioldgicos de las enfer-
medades infecciosas que afectan a cultivos de peces de gran
importancia econémica a nivel mundial como son el roda-
ballo, dorada, lubina, lenguado, salmdn y trucha, entre los
que podemos mencionar a Vibrio anguillarum, Photobacte-
rium damselae subsp. piscicida, Aeromonas salmonicida, Pseu-
domonas anguilliseptica, Yersinia ruckeri, Tenacibaculum mari-
timum, Lactococcus garvieae y Streptococcus parauberis
(Toranzo et al., 2005). Sin embargo, la acuicultura intensiva
ha provocado que, una vez solventados unos problemas
patoldgicos, emergieran nuevas enfermedades o nuevos
grupos seroldgicos y/o genéticos dentro de los patégenos
ya conocidos.

Entre los patégenos emergentes o reemergentes en los
que el grupo ha centrado su investigacion en los ultimos
afos se encuentra Edwardsiella tarda en rodaballo, Tenaci-
baculum maritimum en rodaballo y lenguado y Yersina ruckeri

Universidad de Santiago de Compostela

y Streptococcus phocae en salmdénidos.Hemos desarrollado
para estos patdgenos técnicas rdpidas basadas en la PCR
que permiten su deteccidn especifica no sdlo a partir de cul-
tivos puros sino a partir de tejidos. Ademas, la sensibilidad
conseguida con estas técnicas permitié la deteccién de por-
tadores asintomaticos. Asimismo, la aplicacién de diferentes
técnicas de tipado como son la electroforesis en campos
pulsantes (PFGE), la amplificacidon aleatoria de los polimor-
fismos del DNA (RAPD-PCR) y otras técnicas basadas en la
PCR como REP y ERIC, nos ha permitido determinar dentro
de cada patdgeno la variabilidad genética intraespecifica o
lineas clonales, lo cual es de gran utilidad para estudios epi-
demioldgicos y bisqueda del origen de una infeccién.

La investigacidn basica en la caracterizacién antigénica
y genética de los patédgenos mencionados nos ha permitido
desarrollar estrategias de vacunacidn exitosas para prevenir
las principales enfermedades bacterianas que han afectado
y/o afectan a los cultivos marinos y continentales (Toranzo
et al., 2005; Romalde et al., 2005, 2009; Castro et al., 2008)
habiendo establecido para el caso del rodaballo un calenda-
rio vacunal a aplicar en su ciclo de crecimiento. Algunas de
estas vacunas y estrategias de vacunacion han sido paten-
tadas y estdn siendo comercializadas.
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AVANCES EN ENFERMEDADES EMERGENTES O
REEMERGENTES

dwardsiella tarda es un patégeno bacteriano perteneciente

a la familia de las Enterobacterias que, desde 2005 hasta
la actualidad, produce epizootias repetitivas en diferentes
plantas de cultivo de rodaballo europeas. Los trabajos de
investigacion desarrollados por nuestro grupo han demos-
trado que todas las cepas que infectan al rodaballo forman
un Unico grupo seroldgico, diferente al del resto de cepas de
E. tarda aisladas de otros hospedadores (Castro et al., 2006).
Ademds, estudios de patogenicidad con este grupo de aisla-
dos, han demostrado su elevado grado de virulencia y que no
poseen especificidad de huésped, pudiendo infectar a otras
especies como el lenguado y la lubina y siendo capaces de
provocar la muerte de animales homeotermos con el conse-
cuente riesgo para la salud publica (Castro et al., 2010a). Desde
el punto de vista molecular, aunque las cepas del rodaballo
constituyen un grupo genético bastante homogéneo, emple-
ando la técnica de RAPD y REP-PCR, se ha detectado la pre-
sencia de dos clones distintos que pueden coexistir en la mis-
ma planta o incluso en el mismo brote de mortalidad (Castro
etal., 2010b). Por otra parte, nuestro grupo ha evaluado dife-
rentes protocolos de diagndstico basados en la técnica de
PCR con el fin de determinar el mas sensible y especifico para
la deteccidn del patdgeno incluso en el caso de animales por-
tadores (Castro et al., 2010¢). Ademds, hemos desarrollado
una vacuna adyuvantada que confiere a los peces una pro-
teccidn superior al 90 % durante gran parte del ciclo de pro-
duccidn del rodaballo (Castro et al., 2008).

Tendcibaculum maritimum (antes Flexibacter maritimus),
bacteria haldfila filamentosa con movilidad deslizante y con
un estricto requerimiento de sales marinas, es el agente etio-
Iégico de la enfermedad conocida como tenacibaculosis o fle-
xibacteriosis. Aunque T. maritimum constituye un grupo
homogéneo desde el punto de vista bioquimico, seroldgica-
mente se han descrito tres serotipos predominantes en la
peninsula ibérica (01, 02 y O3) sin una estricta asociacién con
el hospedador (Avendafio-Herrera et al., 20043, 2006, Castro
et al., 2007). Sin embago, desde el punto de vista molecular,
demostramos la existencia de dos genogrupos principales
que si pudieron asociarse con el hospedador (Avendafio-

Miembros del grupo (de izquierda
a derecha): Beatriz Magarinos (Prof.
Contratado Doctor), Soledad Nunez
(técnico FP), Nuria Castro (investi-
gadora contratada), Alicia E. Toran-
zo (Catedratica), Celsa Pérez (admi-
nistrativa grupo), Noemi Bujan
(becaria FPl), Asmine Bastardo
(investigadora predoctoral FON-
DECYT, Venezuela).

Herrera et al., 2006). Ademas, hemos desarrollado un proto-
colo no destructivo de diagndstico basado en la técnica de
nested-PCR que permite la deteccidn del patégeno en peces
asintomaticos sin necesidad de su sacrificio (Avendafio-Herre-
raetal.,2004b). Los estudios que hemos llevado a cabo refe-
rente a mecanismos de virulencia nos han demostrado que
T. maritimum posee, al menos, dos mecanismos de captacion
de hierro que son muy eficaces dentro del hospedador, uno
relacionado con la produccién de sideréforos y otro con la
captacion de hierro a partir de grupos hemo (Avendafo-Herre-
ra et al., 2005). Mas recientemente en colaboracién con el
grupo de la Dra. Ana Otero de la USC se ha comenzado a estu-
diar la posible implicacién del sistema de “Quorum Sensing”
(sistema de comunicacién o lenguaje en bacterias) en la viru-
lencia de este patégeno (Romero et al., 2010). Dicho sistema
estd mediado por unas moléculas de bajo peso molecular
(principalmente acil-homoserin-lactonas, AHL) que son libe-
radas al medio para controlar la densidad de poblacién per-
mitiendo que se expresen determinados factores de virulencia

Yersinia ruckeri causa la enfermedad de la boca roja
(ERM), una patologia que constituyé un importante factor
limitante en el desarrollo de la salmonicultura a nivel mundial.
Aunque el desarrollo de una vacuna efectiva permitié el con-
trol de la enfermedad, desde los dltimos cinco anos se estan
detectando brotes de ERM en peces previamente vacunados
con el serotipo O1a. Por ello, actualmente estamos evaluan-
do cepas de Y. ruckeri aisladas de diferentes brotes de ERM
ocurridos entre 2003-2009 en salmdénidos cultivados en Euro-
pay Suramérica en busqueda de informacién util al desarro-
llo inmediato de estrategias mas eficaces de control y pre-
vencién. Los resultados indican una importante variabilidad
fenotipica, serolégica y molecular entre estos aislados (Bas-
tardo et al., 2010) con respecto a los de hace algunos afos.
Aunque aproximadamente el 50 % de las cepas pertenecian
al clasico serotipo O1a, hemos detectado la emergencia en
peces vacunados de un elevado porcentaje de cepas del
serotipo O1b y en menor proporcién del O2b. Es interesante
mencionar que los grupos genéticos detectados por técnicas
moleculares de tipado estaban estrechamente relacionados
con los serotipos. No obstante, se contindan nuevos estudios
que permitan dilucidar las interrelaciones filogenéticas entre
estos aislados asi como las posibles causas de diseminacidn.
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Lesiones externas en
rodaballo producidas
por Tenacibaculum mari-
timum (). Tincion Giem-
sa de un frotis de las
lesiones mostrando las
tipicas células filamento-
sas del patdégeno (b).

Hemorragias oculares (a)
y Ulceras profundas con
licuefaccion muscular (b)
producidas por Strepto-
coccus phocae en salmoén
Atlantico.

Streptococcus phocae, es un patégeno Gram positivo y
B-hemolitico que, desde 2004, produce mortalidades masi-
vas en los cultivos de salmén atldntico en Chile. Aunque el
modo de transmisién y ruta de infeccidn de esta enferme-
dad son desconocidos, no se descarta la hipdtesis de un
salto de especie desde su hospedador natural, las pobla-
ciones de pinnipedos (focas) cercanas a las jaulas de sal-
mones (Romalde et al., 2008). Recientes estudios de gene-
ticos y de serotipificacidn asi como el andlisis de proteinas
de membrana, dcidos grasos (FAME) y secuenciacién de
genes metabdlicos (MLST) han mostrado la existencia
de dos perfiles o lineas clonales estrechamente relaciona-
dos con el origen de aislamiento (Valdés et al., 2009). Sin
embargo, el estudio del proteoma mediante MALDI-TOF
MS no detectd diferencias entre los aislados de salmén 'y
foca. En la actualidad se estan llevando a cabo mas estudios
genéticos con el fin de dilucidar si los dos grupos clonales
detectados podrian llegar a constituir dos subspecies dis-
tintas de S. phocae.
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Virus de salimonidos
y vacunas DNA

Sylvia Rodriguez Saint-Jean y Sara Isabel Pérez Prieto.
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Departamento de Microbiologia Molecular y Biologia de la Infeccion.

Los brotes de enfermedades producidas por microorga-
nismos se consideran una importante restriccién parala
produccién en acuicultura y aquellas cuyo agente etioldgico
es un virus estdn afectando al desarrollo econdmico del sec-
tor en numerosos paises. Entre los virus que producen mayo-
res pérdidas econdmicas internacionalmente cabe mencio-
nar al virus de la necrosis pancreatica infecciosa (IPNV), de
la familia Birnaviridae y género Aquabirnavirus y de especial
interés en nuestro pais porque es el de mayor prevalencia,
al virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (IHNV) y
al virus de la septicemia hemorragica viral (VHSV) que per-
tenecen a la familia Rhabdoviridae, género Novirhabdovirus.
Tanto IPNV como IHNV son capaces de inducir persistencia
y en animales supervivientes a la infeccién se produce un
estado de portador (carrier) asintomatico. El IPNV es muy
simple y extraordinariamente estable y se caracteriza por
poseer un genoma RNA de doble cadena y de dos segmen-
tos, Ay B, dentro de una cdpsida icosahédrica sin envuelta.

El segmento A del RNA contiene dos pautas de lectura
abierta (ORF). La de mayor tamafio codifica una poliproteina
precursora que es escindida por la proteasa viral no estruc-
tural (NS) VP4 o puede que por proteasas celulares para
generar las proteinas maduras estructurales VP2 y VP3. La
ORF de menor tamafio, que precede y se solapa parcialmen-
te con la ORF de la poliproteina, codifica una proteina NS de
17 kDa conocida como VPs. El segmento B codifica una pro-
tefna de 94 kDa, VP1 que es la RNA polimerasa RNA-depen-
diente del virién. Existen diversas revisiones sobre el virus,
algunas de miembros de este Grupo Especializado de la SEM.
En nuestro pafs, el primer equipo de microbidlogos que inicié
a comienzos de los 80 estudios globales sobre enfermedades
bacterianas y viricas en peces, es el de los Dres Alicia Estévez
Toranzo y Juan Luis Barja, de la Universidad de Santiago de
Compostela, que generosamente nos ayudaron a los demds
en nuestros comienzos en los afios 90.

GRUPO DE VIROLOGIA DEL CIB

nuestro equipo le interesd en primer lugar la epidemio-
logia para tener una visidn de conjunto de los virus que
podian aislarse en las instalaciones de trucha arco-iris (cultivo

C/ Ramiro de Maeztu, 9, 28040 Madrid

continental mayoritario en Espafa) y disponer de aislados
autdctonos. Asi llegamos también al estudio de la interferencia
virica que observamos en una coinfeccién natural IPNV-IHNV
y pudimos reproducirla en el laboratorio. En esta coinfeccién
se manifiesta una inactivacién del IHNV inducida por IPNV.
Comprobamos que esta interferencia produce una disminu-
cion significativa del titulo infectivo, por inhibicidn de la sintesis
de RNAVviral, y ala que podria contribuir también la actividad
antivirica mediada por interferdn. Esta actividad es diferencial
entre rhabdovirus, pues demostramos que la presencia de
IPNV no inactiva al virus VHSV. A partir de este hallazgo nos
interesé explorar los niveles de proteccidn frente a distintos
virus. Asfi, en células estimuladas con inductores de IFN de-
mostramos una accién inhibitoria alta frente a IHNV pero no
frente a VHSV, y utilizando la proteina antivirica Mx como mar-
cador de interferdn, determinamos la relacidn entre presencia
de Mx y disminucidn de infeccidn. Hemos comprobado altos
niveles de proteccidn para IPNV, IHNV y para la coinfeccién
de ambos, que, en el caso del IHNV, alcanzan el 100%.
Paralelamente, establecimos una activa colaboracién con
el Grupo de Microbiologia de Juan José Borrego, de la Univer-
sidad de Malaga para estudiar virus del entorno marino y téc-
nicas de deteccidny con Carolina Tafalla del CISA-Valdeolmos
(INIA) de Madrid, para determinar la estimulacion del sistema
inmune innato en truchas vacunadas frente IPNV o VHSV.

VACUNAS

odo lo relacionado con proteccidn frente a estos virus

ha sido y es una linea de investigacién de gran interés,
en especial la que implica el disefio de vacunas. La consecu-
cién de vacunas eficaces frente a virus, es un objetivo auln
no alcanzado en la industria de la acuicultura. Dentro de las
iniciativas ejercidas con mayor éxito experimental en los ulti-
mos afos, las vacunas DNA ofrecen las mejores perspectivas;
de ellas, las de rhabdovirus de salmdénidos son las mas desa-
rrolladas. Las vacunas DNA frente a IPNV, alin estan poco
exploradas, pese a ser el virus de mayor prevalencia y cada
vez de mas interés en Europa y Latinoamérica porque:
1) afecta también a peces de mayor tamafo y valor comer-
cial, 2) presenta coinfecciones con otros virus (IHNV, anemia
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infecciosa del salmén-ISAV-) y 3) porque los portadores asin-
tomaticos del virus, no sélo contribuyen a mantenerlo y dis-
persarlo en la instalacién, sino que presentan mayor suscep-
tibilidad a infecciones bacterianas oportunistas.

Asi, en nuestro laboratorio hemos construido pldasmidos
con el inserto del gen VP2 o del ORF de la poliproteina del
virus IPN, que se han probado mediante inyeccidn intra-
muscular, en trucha comun y arco-iris. Demostramos que
inducian expresidn de IFN y Mx, asi como anticuerpos neu-
tralizantes y niveles de proteccion altos en infecciones a los
15y 30 dias postvacunacion.

VACUNAS ORALES

asta ahora, la ruta mas frecuente de administracién para

las vacunas DNA es la intramuscular. No obstante, la
administracion de una vacuna por inyeccién a peces es una
tarea demasiado laboriosa y problematica, sobre todo en
los de pequefio tamafio, que generalmente son los mds sus-
ceptibles a lainfeccidn. Se estan estudiando otras rutas alter-
nativas como la vacunacién en masa por via oral o por bafio
inmersidn. La sonicacién y el choque hiperosmético parecen
mejorar el resultado de la vacunacién por bafio-inmersidn.
La vacunacién oral apenas ha sido explorada aunque tiene
numerosas ventajas pues es facil de administrar, se pueden
inmunizar animales muy pequefios, tiene menor coste y sirve
para preparar vacunas multivalentes. Cuando la vacuna se
administra por via oral las células diana son las de la mucosa
entérica. Para evitar que la vacuna DNA se inactive por dcidos
gastricos y enzimas digestivas presentes en el tracto gas-
trointestinal debe estar contenido en una formulacién que
proteja al antigeno.

Por todo esto, consideramos de especial interés nuestro
ultimo trabajo que, hasta donde sabemos, es la primera des-
cripcién de una vacuna DNA oral para virus de salmdnidos.
En él demostramos que la vacuna pDNA-VP2 administrada
por via oral (protegida en microesferas de alginato) es eficaz
frente a IPNV, logrando mas de un 80 % de proteccién y una

disminucidon de portadores del virus. El éxito completo de
una vacuna radicarfa no solo en la proteccién eventual y dis-
minucién de mortalidad de una poblacién determinada, sino
en impedir la supervivencia del virus en forma persistente,
y con ello, evitar los portadores de virus, que transmiten ver-
tical y horizontalmente la infeccién. Aun hay pocos estudios
sobre sistema inmune y portadores de IPNV. Ademas, puesto
que las vacunas DNA orales apenas ahora comienzan a ensa-
yarse en peces, se sabe poco de los mecanismos involucra-
dos enlaincorporacién y presentacién del antigeno tras su
administracién. En nuestro trabajo hemos detectado los
transcritos exdgenos en diversos érganos a los 7 dias pos-
tvacunacién y la expresién de VP2 se mantiene en higado,
bazoy ciegos pildricos a los 15, 30 y 60 dias tras la vacunacion
oral. El rifién se perfila de nuevo como un érgano diana para
la deteccidn y evaluacién de la eficacia de la vacuna y de la
actividad viral. Dedujimos que la proteccidon observada se
explica por una combinacidn de la induccién de respuesta
inmune innata (a niveles similares que la obtenida tras vacu-
nacion intramuscular) y respuesta inmune especifica, con
titulos neutralizantes anti-IPNV considerables. El nivel maxi-
mo de expresion del mMRNA de Mx se detectd a los 15 dias
post-vacunacidén y la proteccién se relaciona directamente
con la expresién de VP2, puesto que el plasmido sin inserto
no induce Mx ni IFN. Es interesante resaltar que los niveles
de virus encontrados en peces vacunados supervivientes
tras 45 dias de infeccion con el virus, fueron inexistentes o
minimos.

En la actualidad nos planteamos estudiar el potencial
protector frente a los virus IPNV e IHNV de plasmidos de
expresion de genes que codifican las proteinas antigénicas
de cada virus, su sinergia si son administrados conjuntamen-
te y su capacidad para eliminar/reducir los estados de per-
sistencia viral y por tanto, la aparicidn de peces portadores
asintomaticos del virus. Todo ello utilizando preferentemen-
te la administracion oral, en el modelo trucha arco iris y en
trucha comun. En este contexto, nos interesa también el
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estudio de la expresidn génica en respuesta a las vacunas
DNA. Hasta ahora se han venido analizando mediante PCR
semi-cuantitativa y PCR en tiempo real pero dado que muy
recientemente, Agilent ha comercializado una micromatriz
(microarray) de 35K para trucha arco iris, nos proponemos
aplicarlo en nuestros préximos ensayos de vacunas, y deter-
minar los cambios en la expresién de series de genes rela-
cionados con inmunidad y/ o virulencia.
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Grupo de Patologia Viral
en Acuicultura

Carlos P. Dopazo (carlos.pereira@usc.es / tlf 881816083)
Isabel Bandin (isabel.bandin@usc.es / tlf: 881816087)

Unidad de Ictiopatologia-Scc Patologia Viral.

Instituto de Acuicultura, campus Vida. 15782, Univ. Santiago de Compostela

| Grupo de Patologia Viral en Acuicultura, que forma parte

de la Unidad de Ictiopatologia (coordinada por el cate-
drético Juan L. Barja) del Instituto de Acuicultura, Universi-
dad de Santiago de Compostela, trabaja en esta linea desde
hace mas de 2 décadas. El grupo, dirigido por los profesores
Carlos P. Dopazo e Isabel Bandin, esta constituido por tres
investigadores postdoctorales (Juan Manuel Cutrin, José G.
Olveiray Carmen Lépez-Vazquez), tres doctorandos (Maria
Lago, Sandra Souto y Diego Vazquez) y 3 técnicos de labo-

ratorio fijos, ademas de un nimero variable de técnicos FP
y becarios en formacion.

El trabajo de investigacion del grupo se centra en tres
lineas: a) desarrollo, optimizacién y validacién de técnicas de
diagndstico de virus, b) epidemiologia molecular y andlisis filo-
genético, y ) andlisis de factores de virulencia, fundamental-
mente enfocadas al virus de la necrosis pancreatica infec-
ciosa (IPNV), el virus de la septicemia hemorragica viral
(VHSV) y virus de la necrosis nerviosa viral (NNV).
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La primera es lalinea en la que el grupo lleva mds tiempo
involucrado, trabajando siempre en la optimizacién y vali-
dacidn de las mds avanzadas técnicas de diagndstico dispo-
nibles en cada momento, tanto para IPNV, VHSV y NNV,
como para otros virus (ISAV, KHV, IHNV, IHHNV, EHNV) con-
siderados de riesgo por la Unidn Europea. En los dltimos
afnos, los esfuerzos del grupo se han centrado en la optimi-
zaciény validacién de la PCR en tiempo real y PCR cuantita-
tiva. Por otro lado, como subproducto de los resultados de
esta linea de investigacidn, estamos trabajando en el disefio
de sondas internas especificas para construir una macroma-
triz (macroarray), basado en PCR en tiempo real, para diag-
ndstico y tipado de virus.

Respecto a la segunda linea de investigacion, llevamos
afos trabajando en el estudio de los virus presentes en peces
portadores en diversas poblaciones salvajes presentes en
Flemish Cap (Terranova), en aguas costeras de Galiciay en
las poblaciones de salmdn salvaje que remontan los rios
gallegos. Estos estudios estan enfocados a conocer la evo-
lucidn, alo largo del tiempo, de la representatividad de diver-
sos virus presentes en estos peces portadores, el efecto de
lainteraccidn entre especies, entre distintas poblaciones, e
incluso entre el medio salvaje y la acuicultura.

A partir del trabajo con virus obtenidos del medio salvaje,
asi como fruto del estudio de los factores moleculares impli-
cados en la modulacién de la virulencia, hemos demostrado
que el intercambio de segmentos gendmicos que se produce
de modo natural, tanto en Aquabirnavirus como en Betano-
davirus, tiene un importante papel en la regulacidn de la espe-
cificidad de huésped y en la virulencia de estos virus. Ademas,
nuestros ultimos resultados (no publicados) demuestran la
existencia de poliploidia en Aquabirnavirus, un fenédmeno que
podria explicar por qué es tan dificil de predecir la virulencia
de estos virus en funcidén a su serotipo o genotipo.

Otra de las actividades que destacan a este grupo devie-
ne del desarrollo y aplicacién de las mds avanzadas técnicas
de diagndstico y tipado de virus, asi como nuestra capacidad

de aplicacién de herramientas epidemioldgicas, lo cual nos
da la capacidad de aportar a las empresas del Sector, herra-
mientas de prevencidn y control de patologias virales, y nos
proporciona un vinculo de conexién con numerosas empre-
sas de acuicultura de toda la peninsula ibérica.

Por otro lado, nuestro grupo colabora con las adminis-
traciones autondmica y nacional implicadas en conservacidon
de la naturaleza y en el control oficial, segtin directivas de
la UE, de las patologfas de riesgo en acuicultura. Asimismo,
mantenemos una estrecha colaboracién con el EU Fish Dise-
ases Reference Laboratory de Aarhus, Dinamarca (Dr. Niels
Olesen), con el Fish Virology Group-Aberdeen Marine Lab,
Scotland (Dr. Mike Snow), el Center of Marine Biotechnology,
University of Maryland (Dr. Vikram Vakharia), asi como con
los grupos de los Drs. J.F. Rodriguez (CNB-CSIC, Madrid), J.J.
Borrego (Univ. Mélaga), F. Real y F. Acosta (Univ. Gran Cana-
ria), y E. Alcaide y C. Esteve (Univ. Valencia).

Finalmente, este grupo lidera la coordinacidon de ReGABA,
la Red Gallega de Biotecnologia, a la que pertenecen enla
actualidad cerca de 30 grupos de investigacion en acuicultura
de toda Galicia.
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Patogenos de animales
acuaticos de interes en
salud publica y acuicultura

Carmen Amaro Gonzalez

Dpto. Microbiologia y Ecologia, Universidad de Valencia

Nuestro equipo de investigacidn existe como grupo inde-
pendiente desde el afio 2004 y estd formado, en la actua-
lidad, por Carmen Amaro (CA), profesora titular, Belén Fouz
(BF), profesora contratada doctora, Eva Sanjuan (ES), inves-
tigadora post-doctoral, Francisco J. Roig (FJR), técnico superior
de investigacion, Amparo Llorens (ALl) y Ricardo Garcia (RG),
técnicos medios de investigacién y David Pajuelo (DP) y Agnes
Canyol (AC), becarios de investigacion (Figura 1). Nuestro equi-
po incluye, ademas, a dos investigadores de la Universidad de
Tainan en Taiwan que participan en nuestros proyectos, la
catedratica de Universidad Lien-I Hor y el investigador post-
doctoral Chung-Te Lee. Llevamos a cabo dos lineas de actua-
cion, una de investigacion basica y otra de investigacién apli-
cada a las necesidades de las empresas de acuicultura.
Investigacién basica: La investigacién basica que reali-
zamos tiene como principal objetivo desentrafiar los meca-
nismos de patogenicidad que permiten a las bacterias paté-
genas de peces producir enfermedades y cdmo los peces se
defienden mediante la actuacién del sistema inmunitario.
Hemos escogido como modelo para el estudio de la relacion
hospedador patdgeno la anguila (Anguilla anguilla) y Vibrio

vulnificus. La anguila es una especie de especial interés en
nuestra Comunidad Auténoma que se encuentra, en la actua-
lidad, en peligro de extincidn. V. vulnificus es una bacteria
acudtica que causa epizootias o brotes de una septicemia
hemorragica con altos indices de mortandad que ha ocasio-
nado el cierre de piscifactorias en todo el mundo (Figura 2).
Esta especie es, ademds, capaz de infectar al ser humano y
causar su muerte por septicemia, generalmente tras el con-
sumo de marisco crudo, o infecciones graves en heridas
expuestas a la interaccidn con peces o con el agua de mar
(Figura 3). Es, por tanto, una especie zoondtica, lo que
aumenta el interés de su estudio.

Nuestras aportaciones al conocimiento del patégeno y
de su relacién con la anguila son las siguientes:

Filogenia'. La especie V. vulnificus es fenotipicamente muy
heterogéneay estd dividida en tres biotipos y multiples sero-
variedades. Las cepas virulentas para peces se clasifican en
el biotipo 2, que se crefa tenfa caracteristicas fenotipicas que
lo distinguian del resto. El estudio filogenético de la especie
mediante la secuenciacidn parcial de genes housekeeping y
de virulencia, todos ellos cromosdémicos, revela que ésta se
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Figura 1. Grupo de inves-
tigacion. De izquierda a
derecha, AC, BF, DP, CA,
RG, FRM, ALl y ES.

divide en tres linajes que no se corresponden con los bioti-
pos. Las cepas del biotipo 2 aparecen en los arboles filoge-
néticos en el linaje | distribuidas en subgrupos relacionados
con la serovariedad y estando, en cada subgrupo, mas rela-
cionadas con cepas de biotipo 1 de piscifactoria que con el
resto de cepas del mismo biotipo. Este resultado sugiere
que el biotipo 2 es polifilético y que, presumiblemente, ha
aparecido por adquisicién de nueva informacién por trans-
ferencia genética horizontal (TGH), lo que apoya su reclasi-
ficacion como patovar que agrupa las cepas de V. vulnificus
con potencial para infectar y desarrollar vibriosis en peces.

Pldsmidos>>*. Un 40 % de las cepas de biotipo 1y un 100
% de las cepas de biotipos 2 y 3 poseen plasmidos de alto
peso molecular, siendo uno de ellos de 70 Kb y exclusivo de
las cepas de biotipo 2. La secuencia de éste plasmido revela
que contiene un operdn que codifica para una toxina de la
familia de las MARTX (toxinas multifuncionales que se auto-
procesan y que contienen regiones terminales con secuen-
cias repetidas) y para un sistema de transporte y modifica-
cién de la toxina asi como una mayoria de genes que
codifican para proteinas hipotéticas o con baja homologia
con proteinas conocidas. La curacién del plasmido implica
la pérdida de virulencia para los peces y de la capacidad de
resistir sus defensas innatas mientras que no se ven afecta-
das la virulencia para ratones y la resistencia al suero huma-
no. Un 80 % de las cepas de biotipo 2 posee un segundo plas-
mido de 56 Kb que contienen un operdn tra completo. Este
pldsmido es conjugativo y presenta dos regiones designadas
ID1 e ID2 que son idénticas a dos regiones similares en el
pldsmido de virulencia. De hecho, ambos plasmidos recom-
binany, de esta forma, el plasmido de virulencia se transmite
entre cepas por conjugacion. Este hallazgo apoya la hipdtesis
sobre el origen del biotipo 2 que habria surgido dentro de
la especie por adquisicidn del pldasmido de virulencia por TGH
por parte de cepas de V. vulnificus de piscifactoria.

Genes de virulencia>®7®, El gen plasmidico rtxA1 codifica la
toxina MARTX y estd duplicado en el cromosoma. El analisis

bioinformdtico de la proteina revela que ésta es modular y
que su estructura es diferente a la de los biotipos 1y 3. El ana-
lisis filogenético pone de manifiesto que la historia de la toxina
del biotipo 2 es completamente diferente a la de los biotipos
1y 3y que se trata de una proteina formada por médulos dife-
rentes con historias también diferentes. Uno de estos médulos
estd duplicado y la duplicacidon probablemente fue anterior a
la divergencia entre linajes filogenéticos lo que significarfa que
el plasmido fue adquirido antes de la divisidn de la cepas de
biotipo 2 en subgrupos. Las mutaciones en el gen plasmidico
y cromosémico implican la pérdida de la virulencia de la bac-
teria y una reduccidn significativa de la resistencia de la bacteria
alafagocitosis por fagocitos de peces y por amebas de peces.
Estos resultados sugieren que la toxina es esencial para la
supervivencia de la bacteria tanto dentro como fuera del pez.
El gen cromosémico vvp codifica una proteasa que también
producen los otros biotipos. Las mutaciones en este gen pro-
vocan que las cepas de V. vulnificus pierdan la capacidad de
colonizar las mucosas que cubren la superficie de los peces y
delas algas al verse afectada la quimiotaxis y la capacidad para
formar biofilmes. Al perder esta capacidad, se produce una
disminucidn significativa del grado de virulencia para peces
de las cepas de biotipo 2 usando la inmersién como modelo
de infeccién. Finalmente, el gen cromosdémico gne, que codifica
para una epimerasa de azlicares, es esencial para la biosintesis
del antigeno O de las cepas de biotipo 2 de la serovariedad
zoonGtica (serovariedad E). Las mutaciones en este gen hacen
que la bacteria pierda la virulencia tanto para peces como para
ratdn asi como su capacidad para resistir la fagocitosis, la
accién del complemento del suero de mamiferos y de peces
y laresistencia a los péptidos microcidas. Este mutante es un
candidato idéneo para ser evaluado como vacuna viva.
Respuesta inmunitaria®'. Las anguilas responden a la
infeccidn con V. vulnificus y a la vacunacién por inyeccién y
bafio desarrollando una proteccién en mucosas y sistémica
basada en anticuerpos asi como una cierta memoria inmu-
noldgica. El patrén de respuesta es muy repetitivo. Tras la
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Figura 2. Vibriosis de la anguila causada por V. vulnificus
mostrando hemorragias en la piel ano y aletas y una gran
Ulcera cerca de la cabeza (foto de la autora).

vacunacién (mediante inmersién prolongada en tres dosis),
los animales empiezan produciendo anticuerpos de mucosa
en agallas, con un maximo a los 3 dias, y en piel e intestino,
con un maximo a los cinco, momento en que comienzan a
elevarse los anticuerpos en sangre de forma significativa
alcanzdndose un maximo a los 7 dias y manteniéndose los
niveles significativamente superiores a los controles no vacu-
nados durante mds de un mes.

En la actualidad, nuestros principales objetivos en inves-
tigacién basica son:

1. Secuenciacién de genomas de nuevas cepas bacteria-
nas y del transcriptoma de la anguila. Este apartado
se realiza en colaboracidn con el Dr. Simon Mackenzie
de la Universidad de Barcelona.

2. Seleccionar genesf/islas de virulencia mediante el ana-
lisis comparado de los genomas de la misma especie
y cepas de otras bacterias patédgenas de peces y del
hombre.

3. Obtencién de mutantes deficientes en genesfislas can-
didatos y valoracidn de su virulencia in vivo e in vitro
mediante el uso de lineas celulares y otros modelos de
simulacién de la interaccidn patégeno-hospedador.

4. Obtencidn de proteinas recombinantes y caracteriza-
cion de su funciéon mediante el uso de modelos in vitro
adecuados.

5. Filogenia de los plasmidos de V. vulnificus

6. Disefo de micromatrices (microarrays) para el estudio
de la interaccién patégeno hospedador mediante el
uso de modelos in vitro seleccionados. Este apartado
serealiza en colaboracidn con el Dr. Simon Mackenzie
de la Universidad de Barcelona.

Investigacién aplicada. El grupo realiza trabajos de inves-
tigacion en colaboracién directa con administraciones y
empresas nacionales e internacionales vinculadas al sector
de la acuicultura con el objetivo de esclarecer y prevenir

Figura 3. Vibriosis humana causada por V. vulnificus. (A).
Tejido necrético y ulcerado. (B). Origen de la infeccion,
un pinchazo con un pez espinoso. (C). Tincion de Gram
de una muestra de sangre de paciente con septicemia
mostrando células de V. vulnificus en cultivo puro (toma-
do de textbookofbacteriology.net).

patologias diversas causadas por bacterias y/o virus en dife-
rentes especies de peces cultivados, tanto clasicas como de
nueva introduccién (anguila, dorada, lubina, corvina, roda-
ballo, lenguado, trucha...). Estos trabajos incluyen:

¢ Detecciény tipado de patégenos bacterianos y/o viri-
cos clasicos y emergentes, incluidos algunos zoond-
ticos (V. vulnificus, Listonella anguillarum, Photobacte-
rium damselae, Mycobacterium marinum, Edwarsiella
tarda, Lactococcus garvieae, Yersinia ruckeri, virus de
la necrosis pancredtica infecciosa, betanodavirus, her-
pesvirus...) y diagndstico de enfermedades™™.

¢ Terapia antibacteriana: minimizacién del uso de anti-
bidticos efectivos.

e Profilaxis: optimizacién de estrategias de inmunoes-
timulacién y de prevencion de enfermedades, des-
arrollando nuevas alternativas nutricionales, respe-
tuosas con el medio ambiente, y nuevas vacunasy
protocolos de administraciéon adaptados a las diferen-
tes fases del ciclo productivo del animal.

e Epizootiologia de enfermedades: vias de transmisidn,
busqueda de reservorios y hospedadores susceptibles.

e Control de la calidad microbioldgica del agua.

El trabajo de investigacion aplicada que hemos realizado

en V. vulnificus ha consistido en el desarrollo de:

e Un método molecular de diagndstico de la vibriosis
de la anguila y de deteccién de portadores sanos, de
interés en acuicultura y también en salud publica por-
que permite determinar si el agente causal de la vibrio-
sis pertenece a la serovariedad zoondtica .

¢ Un método molecular de deteccidn de cepas/muestras
(fundamentalmente ostras) peligrosas en salud publi-
ca por contener cepas de V. vulnificus con potencial
para infectar al ser humano®.

¢ Unavacunay un procedimiento de vacunacién a gran
escala que protege a las anguilas de la vibriosis duran-
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te todo el periodo que permanecen en la piscifactoria.
El protocolo consiste en una inmunizacion triple por
inmersién prolongada a intervalos de 15 dfas’.

Entre las empresas con las que colaboramos, cabe des-
tacar Valenciana de Acuicultura S.A, TROUW Espafia S.A.,
Culmarex S.A., PHARMAQ AS y ARC Skretting (Noruega).

BIBLIOGRAFIA

1. Sanjuan E, Gonzalez-Candelas F, and Amaro C. Sequence based
typing reveals a polyphyletic origin of Vibrio vulnificus biotype
2. Appl. Env. Microbiol. (en prensa).

2. Lee CT, Amaro C, Wu KM, Valiente E, Chang YF, Tsai SF, Chang
CH, and Hor LI. 2008. A common virulence plasmid in biotype
2 Vibrio vulnificus and its dissemination aided by a conjugal plas-
mid. J Bacteriol. 190:1638-48.

3. Roig FJ, Amaro C. Plasmid diversity in Vibrio vulnificus biotypes.
2009. Microbiology. 155(Pt 2):489-97.

4. Valiente E, Lee CT, Lamas J, Hor L and Amaro C. 2008. Role of
the virulence plasmid pR99 and the metalloprotease Vvp in
resistance of Vibrio vulnificus serovar E to eel innate immunity.
Fish Shellfish Immunol. 24(1):134-41.

5. Roig, FR, Gonzélez-Candelas F, and Amaro C. MARTX of Vibrio
vulnificus: domain organization and evolution. Appl. Env. Micro-
biol. (en prensa).

6. Valiente E, Lee CT, Hor LI, Fouz B and Amaro C. 2008. Role of the
metalloprotease Vvp and the virulence plasmid pR99 of Vibrio
vulnificus serovar E in surface colonization and fish virulence.
Environ Microbiol. 10:328-38.

7. Valiente E, Padrds F, Lamas J, Llorens A and Amaro C. 2008.
Microbial and histopathological study of the vibriosis caused by

Vibrio vulnificus serovar E in eels: The metalloprotease Vvp is not
an essential lesional factor. Microb Pathog. 45(5-6):386-93.

8. Valiente E, Jiménez N, Merino S, Tomds J, and Amaro C. 2008.
Vibrio vulnificus biotype 2 serovar E gne but not galE is essential
for lipopolysaccharide biosynthesis and virulence. Infect
Immun. 76:1628-38.

9. Esteve-Gassent MD, and Amaro C. 2004. Immunogenic antigens
of the eel pathogen Vibrio vulnificus serovar E. Fish Shellfish
Immunol. 17(3):277-91.

10. Esteve-Gassent MD, Fouz B, and Amaro C. 2004. Efficacy of a
bivalent vaccine against eel diseases caused by Vibrio vulnificus
after its administration by four different routes. Fish Shellfish
Immunol. 16(2):93-105.

11. Sanjudn E, and Amaro C. 2004. Protocol for specific isolation of
virulent strains of Vibrio vulnificus serovar E (biotype 2) from
environmental samples. Appl Environ Microbiol. 70(12):7024-32.

12. Fouz, B., J. L. Larsen, and C. Amaro. 2006. Vibrio vulnificus sero-
var A: an emerging pathogen in European anguilliculture. Jour-
nal of Fish Diseases 29:285-291.

13. Hodneland K, Garcia R, Balbuena J.A,, Zarza C, and Fouz B. A
real-time RT-PCR assay for sensitive detection of betanodavirus
in fish. J.Fis. Dis. (en prensa).

14. Fouz, B., C. Zarza, and C. Amaro. 2006. First description of non-
motile Yersinia ruckeri serovar | strains causing disease in rain-
bow trout, Oncorhynchus mykiss (Walbaum), cultured in Spain.
Journal of Fish Diseases 29:339-346.

15. Roig FJ, Sanjudn E, Llorens A, Amaro C. 2010. pilF Polymorphism-
based PCR to distinguish Vibrio vulnificus strains potentially dan-
gerous to public health. Appl Environ Microbiol. 76(5):1328-33.

16. Esteve-Gassent, M. D., R. Barrera, and C. Amaro. 2004. Vacci-
nation of market-size eels against vibriosis due to Vibrio vulni-
ficus serovar E. Aquaculture 241:9-19.

Patologia de especies
acuicolas cultivadas

Dolores Castro

Departamento de Microbiologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Mélaga

N uestro grupo estd constituido basicamente por investi-
gadores del Departamento de Microbiologia de la Uni-
versidad de Malaga y forma parte del Grupo de Investigacion
consolidado del Plan Andaluz de Investigacién denominado
“Patologia, Genética y Biotecnologia de Especies Acuicolas”,
Ref. RNM-112, dirigido por el Dr. Juan J. Borrego. Este grupo
comenzd el estudio de patologfas que afectan a especies acu-
icolas cultivadas en 1988. En una primera etapa nuestros tra-
bajos se centraron en el estudio de patologias de origen bac-
teriano, para continuar, desde 1996, con la caracterizacién
de patologias de origen virico, iniciandose esta andadura con
el estudio de las infecciones producidas por el virus de linfo-

cistis (LCDV) en peces marinos cultivados. Desde 2004, hemos
ampliado nuestro dmbito de estudio a la caracterizacién de
inmunogenes implicados en la respuesta inmune innata de
peces. En resumen, las principales lineas en las que actual-
mente trabaja el grupo de investigacion son: 1) diagndstico
de patologias de origen bacteriano y virico que afectan a nue-
vas especies de peces marinos cultivados; 2) caracterizacién
intraespecifica de patégenos bacterianos implicados en bro-
tes epizodticos y estudio de potenciales factores de virulen-
cia; 3) patogénesis y transmision de las principales patologias
viricas detectadas; y 4) estudio del sistema inmune innato
del lenguado senegalés frente a infecciones viricas.
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Las principales especies piscicolas marinas cultivadas en
el Sur de Espafia son la dorada, lalubina y el lenguado sene-
galés. Sin embargo, como consecuencia de la necesidad de
diversificacion del sector, la Comunidad Auténoma Andaluza
ha comenzado a desarrollar el cultivo de otras especies mari-
nas, destacando los espdridos urta, pargo y sargo. El cultivo
intensivo de estas especies ha venido acompafiado por la
aparicion de brotes esporadicos de mortalidad que han podi-
do asociarse principalmente a las especies bacterianas Pho-
tobacterium damselae subsp. damselae, Vibrio harveyiy V.
splendidus, si bien en algunos casos se detectaron co-infec-
ciones con los virus de la necrosis nerviosa virica (VNNV) y
de la septicemia hemorrégica viral (VHSV) (Labella et al.,
2006; Garcia-Rosado et al., 2007).

Photobacterium damselae subsp. damselae se ha aislado
repetidamente de brotes de mortalidad ocurridos en insta-
laciones de cultivo andaluzas en los Ultimos afios, implicando
mayoritariamente a la urta, aunque también se ha aislado
de otras especies como el sargo, la dorada, la lubina y la cor-
vina. La aplicacién de diversas técnicas de tipado molecular,
como son la amplificacién aleatoria de polimorfismos del
DNA (RAPD-PCR)y las técnicas de amplificacion de elemen-
tos repetitivos REP-PCR y ERIC-PCR, ha confirmado la exis-
tencia de una gran variabilidad intraespecifica, lo cual puede
ser de utilidad para estudios de trazabilidad de las infeccio-
nes por esta bacteria (Labella et al., 2010a). También se ha
evaluado la toxicidad de diversas cepas de este patégenoy
sus productos extracelulares (ECP). La mayoria de las cepas
analizadas pueden considerarse como moderadamente viru-
lentas para la urta, si bien sus ECP son letales, resultando
también citotdxicos para diversas lineas celulares de peces
y mamiferos. La virulencia de las cepas analizadas no ha podi-
do correlacionarse con la actividad hemolitica ni con la pro-
duccidén de la toxina damselisina (Labella et al., 2010b).

En cuanto a las patologias de origen virico, se han des-
arrollado metodologfas (tanto inmunolégicas como mole-
culares) para el diagndstico sensible y especifico de distintos
patdgenos viricos, concretamente del virus de la necrosis
pancreatica infecciosa (IPNV), LCDV y VNNV, que han resul-
tado adecuadas para la deteccién de portadores asintoma-
ticos de estos virus (Cano et dl., 2006; 2007; Lopez-Jimena

Miembros del grupo (de iz-
quierda a derecha, detras):
Alejandro Labella (Investiga-
dor contratado), M2 Carmen
Alonso (Prof. Titular), Benjamin
Lépez (Becario FPI, IFAPA Cen-
tro El Toruno), Patricia Moreno
(estudiante POP), Estefania
Jiménez (Investigadora con-
tratada); (delante): Daniel
Alvarez (Becario FPI), Dolores
Castro (Prof. Titular), Juan José
Borrego (Catedratico), Esther
Garcia (Prof. Contratada Doc-
tor), Isabel Lépez (estudiante
POP).

et al., 2010a; b). Asimismo, se han puesto a punto diversas
técnicas para la deteccién in situ de estos patégenos, impres-
cindibles para realizar estudios de patogénesis y transmision
(Alonso et al., 2004; Cano et dal., 2009a;b;c).

Nuestra linea de investigacion mds reciente pretende
abordar el estudio de la respuesta inmune del lenguado sene-
galés frente a las infecciones viricas, y se lleva a cabo en cola-
boracidn con investigadores del drea de Genética del Depar-
tamento de Biologia Celular, Genética y Fisiologia Animal de
la Universidad de Mdlaga, integrados en el grupo RNM-112.
La protefna Mx es una de las proteinas antiviricas inducidas
por interferon mas extensamente estudiada en peces (Gar-
cia-Rosado et al., 2010). Nuestro grupo de investigacién ha
clonado el gen que codifica la proteina Mx del lenguado
senegalés (SsMx) (Fernandez-Trujillo et al., 2006) y ha estu-
diado su cinética de expresion en lenguados inoculados con
poli I:C 0 aquabirnavirus (Fernandez-Trujillo et al., 2006; Fer-
nandez-Trujillo et al., 2008a). El efecto antiviral de SsMx ha
sido demostrado tanto in vivo, mediante induccién de len-
guados con poli I:Cy posterior inoculacién con aquabirnavi-
rus (Fernandez-Trujillo et al., 2008a), como in vitro, mediante
la sobreexpresion de SsMx recombinante en células embrio-
narias de salmdn y posterior inoculacidon con IPNV y VHSV
(Fernandez-Trujillo et al., 2008b; Alvarez-Torres et dl., 2010).

LA ENFERMEDAD DE LINFOCISTIS EN DORADA

La enfermedad de linfocistis (LCD) es la tinica patologia de
origen viral descrita en doradas cultivadas en Espafia
(Borrego et al., 2001). El agente etioldgico de esta enferme-
dad es el LCDV, miembro del género Lymphocystivirus, familia
Iridoviridae. Estudios filogenéticos recientes, basados en la
secuencia del gen que codifica la proteina principal de la cap-
side (MCP), han permitido establecer la existencia de una
gran variabilidad genética en este género, estableciéndose
almenos 8 genotipos que se relacionan con el rango de hos-
pedador, constituyendo las cepas aisladas a partir de doradas
cultivadas un genotipo diferenciado (Cano et al., 2010).

Los estudios sobre la patogénesis del LCDV son relativa-
mente escasos, limitados en la mayoria de los casos a estudios
histopatoldgicos. En el caso de las infecciones en dorada se
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ha establecido la distribucidn del virus en diversos tejidos
mediante aislamiento de particulas infectivas en cultivos celu-
lares, deteccién del genoma viral por PCR, asi como por téc-
nicas de inmunohistoquimica e hibridacidn in situ. Los resulta-
dos de estos estudios sugieren que la infeccién por LCDV en
ejemplares juveniles de dorada presenta un caracter sistémico,
tanto cuando esta cursa de forma clinica como asintomatica,
y que la multiplicacidn del virus parece ocurrir en fibroblastos,
hepatocitos y macréfagos. Por otra parte, se ha comprobado
que el virus persiste en el hospedador tras la desaparicién de
los sintomas, detectandose antigenos y genomas viricos en
rifidn y bazo, dermis e higado (Cano et al., 2009a).

Aligual que ocurre en otras infecciones virales de peces,
no existen medidas profildcticas adecuadas para el control
de la enfermedad de linfocistis en doradas, sino que la pre-
vencién debe pasar por evitar la introduccidn del virus en
las piscifactorias y por establecer medidas higiénico-sanita-
rias que permitan su eliminacién. Para ello es esencial cono-
cer cudles son los reservorios del virus en las piscifactorias,
asi como su implicacidn en la transmisidn virica. Se han iden-
tificado portadores del LCDV en distintas etapas del cultivo
de la dorada (reproductores, huevos, larvas, postlarvas y
juveniles), habiéndose detectado también el virus en cultivos
de rotiferos y artemias utilizados para el alimento de las lar-
vas (Cano et al., 2009b;c). La deteccidn de quistes de Artemia
portadores de LCDV de origen natural, asi como la persis-
tencia del virus a lo largo del ciclo de vida del crustaceo,
sugieren que Artemia puede ser un reservorio de LCDV, y
que sus quistes deben ser considerados como un elemento
critico de introduccidn del virus en las instalaciones de cultivo
larvario (Cano et al., 2009c). El significado de los posibles
reservorios del LCDV en su transmisidn a larvas de dorada
debe ser estudiado mds exhaustivamente, si bien estudios
preliminares han permitido reconocer una transmisién hori-
zontal via agua y alimento (Cano et al., 2009b).
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Cine y Microbiologia

El microbio es la estrella

Una guia de peliculas para el microbiologo

Manuel Sanchez

Departamento de Produccién Vegetal y Microbiologia. Edificio Torrepinet. Campus de Elche
Universidad Miguel Hernandez. 03202 Elche, Alicante, ESPANA

M uchos profesores utilizan como un recurso docente
en sus clases referencias a secuencias de famosas peli-
culas o series de television. La ensefianza de la microbiolo-
gia no es una excepcion [1, 2, 3]. Son innumerables las oca-
siones en las que los microorganismos interpretan un papel
cinematografico. La mayor parte de las veces son meros
“extras” que ponen en aprietos a los personajes causan-
doles algun tipo de patologia infecciosa como la peste, el
cdlera, la tuberculosis o la gangrena. Pero en otras, los
microbios son los protagonistas, bien en forma de terrible
enemigo a batir por unos esforzados cientificos y/o médicos
empefados en una épica lucha, o bien en forma de arma
biolégica capaz de aniquilar a toda la humanidad. Y final-
mente, hay ocasiones en la que los microbios son los héro-
es, llegando incluso a ser los salvadores del planeta.

Antes de la aparicidn de las nuevas tecnologias de la
informacidn, los ejemplos cinematograficos debian limitarse
a las obras mas reconocibles por el gran publico. La apari-
cién de internet ha supuesto la posibilidad de acceder facil-
mente a una mayor cantidad de informacién visual [4], por
lo que el abanico de ejemplos es enorme. Y aunque no debe
olvidarse que una pelicula es una mera representacion artis-
tica de la realidad que no tiene porqué reflejarla con vero-
similitud; ya sea en el aspecto histdrico, social o cientifico;
el docente puede hacer de la necesidad virtud al explicar
correctamente los errores e inexactitudes que aparezcan
en dichas obras.

NO HAY ENEMIGO PEQUENO

os microbios son uno de los mejores “malos” del celu-

loide. El cine nacié un poco mas tarde que la microbio-
logia como ciencia, por lo que no debe de sorprendernos
que las enfermedades infecciosas ya aparezcan en las pri-
meras peliculas mudas. La primera versidén de la historia de
Margarita Gautier estd realizada en 1907 y se trata de la peli-
cula alemana Kameliadamen, protagonizada por Oda Als-
trup. Era una época previa al descubrimiento de los anti-
bidticos, asi que enfermedades como la tuberculosis o el
cdlera podian ser consideradas como seguras sentencias
de muerte. Paraddjicamente, la gripe de 1918, la pandemia
mas mortal que ha padecido la humanidad, no ha sido re-
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creada en la pantalla salvo en documentales. Paso a comen-
tar una pequefia lista de las enfermedades mds famosas del
celuloide.

Tuberculosis

Si hay una bacteria con “glamour” esa es Mycobacterium
tuberculosis. Sarah Bernhardt en La dame aux camélias (1911),
Greta Garbo en Margarita Gautier (1936), Sara Montiel en
La bella Lola (1962) o Nicole Kidman en Moulin Rouge! (2001)
son unos cuantos ejemplos de las numerosas versiones de
la misma historia: la desdichada protagonista sufre una
tuberculosis que la consume lentamente pero sin alterar su
belleza, tan sélo la dota de una elegante palidez, un poco
de tos y en la que la hemoptisis da color a sus labios. Tam-
bién existe la contrapartida masculina en los personajes del
compositor Federico Chopin: Cancién Inolvidable (1944), Un
invierno en Mallorca (1969); o del pistolero Doc Hollyday,
participante del mas famoso duelo del Far-West: Pasién de
los fuertes (1947), Duelo en Ok Corral (1971), Tombstone
(1993) 0 Wyatt Earp (1994).

Aunque probablemente la mejor representacidon de “la
peste blanca” como una enfermedad de la alta sociedad bur-
guesa de los siglos xiX y Xx sea la adaptacion de la obra de
Tomas Mann La montafia mdgica (1982). En un momento
dado, el protagonista incluso llega a decir que la enfermedad
tiene algo de noble. En comparacidn, son escasos los filmes
que muestran los estragos de la tuberculosis en las capas
mas humildes de la sociedad: El dngel borracho (1948) de
Kurosawa, La colmena (1982) de Mario Camus; o en el Tercer
Mundo: La ciudad de la Alegria (1992) o El jardinero fiel (2005).

Lepra

En términos cinematograficos, Mycobacterium leprae es jus-
to lo contrario de su pariente. Generalmente aquellos que
la padecen en el celuloide suelen ser personajes secundarios
de la trama y a causa de las terribles desfiguraciones que
provoca, todo el mundo teme contagiarse. En ocasiones
los enfermos son miembros de las clases altas como en Bra-
veheart (1995) o El reino de los cielos (2005), pero lo que
suele representarse en la pantalla son las terribles condi-
ciones de las leproserias o lazaretos, como Ben-Hur (1925 y
1959), Molokai (1959), El diablo a las 4 (1961), Papillon (1973),
o la antes citada La ciudad de la alegria.

B 5042

Actualidad J—

Diciembre 2010



Gangrena

Podria definirse a esta enfermedad como la “eterna secun-
daria” de las innumerables peliculas de tematica bélica. Alla
donde haya heridos de guerra habra posiblemente un ciru-
jano amputando un miembro infectado. Probablemente la
secuencia mas reconocible del gran publico sea la de Escar-
lata O’Hara en medio de todos los soldados yacentes en Lo
que el viento se llevé (1939). Sin embargo quiero destacar
aqui dos cintas. La primera es la italiana El oficio de las armas
(2001), que nos narra el destino del condotiero Juan de
Medici “el de la Bandera Negra”. Fue herido en una pierna
con un proyectil de un falconete durante una escaramuza
en las Guerras de Italia del siglo xvi y él mismo se encargd
de sostener el candelabro que iluminaba al cirujano que le
amputd la pierna. La segunda es Misién de audaces (1959).
En ella, William Holden interpreta a un médico militar que
para evitar la infeccién de una herida utiliza un remedio
indio basado en una cataplasma con un “moho azul”.

Fiebres

Aqui tenemos el “cajon de sastre” de las enfermedades del
cine. Si uno necesita hacer pasar un mal rato a los protago-
nistas nada mejor que un buen cuadro febril acompafiado
de escalofrios, sudoracion y delirios. La causa puede ser el
cOlera, la malaria, las fiebres tifoideas, la fiebre amarilla, o
cualquier otra infeccién exdtica. La enfermedad suele ser
mortal para los actores secundarios tal y como le ocurre al
personaje de Beth que sufre de escarlatina en las numero-
sas versiones de Mujercitas (1933, 1944 y 1994). Hay ocasio-
nes en que la fiebre se convierte en un vinculo entre dos
enamorados como en El husar en el tejado (1995), donde
Juliette Binoche pasa una noche en compafia de Vincent
Pérez y de Vibrio cholerae. Algo similar le ocurre a Humphrey
Bogart con Katherine Hepburny Plasmodium falciparum en
La reina de Africa (1951) o a Valeria Golino, Timothy Dalton
y la viruela en La puta del rey (1990). Otras veces, la enfer-
medad no es grave pero determina el destino del protago-
nista, como la otitis infantil de James Stewart en ;Qué bello
es vivir! (1946), la infeccion urinaria que sufre Tom Hanks
en La milla verde (1999), la gripe de Clint Eastwood en En
la linea de fuego (1993), o la escarlatina de David Kross en
Ellector (2008). Una variante de este aspecto es la situacién
en la que los afectados son los amigos o la familia del pro-
tagonista. Ejemplos de esto lo tenemos en Jezabel (1938)
y la fiebre amarilla, Dersu Uzala (1975) con la viruela, en
Entrevista con el vampiro (1994) con la peste, o en Los ulti-
mos dias del Edén (1992) y las enfermedades importadas.
Y otras veces la fiebre es letal, como le ocurre a John Mal-
kovich que padece fiebre tifoidea en El cielo protector (1990)
0 aTom Hulcey su posible glomerulonefritis postestrepto-
c6cida en Amadeus (1984) [5].

SEX, BUGS AND MOVIES

H asta la aparicién del SIDA y el cambio social que supuso,
las enfermedades de transmisién sexual (ETS) como la
sifilis y la gonorrea, raramente eran nombradas en el cine.
La mayor parte de las veces lo hacian en forma de peliculas
de propaganda para informar al personal militar o estudiantil

José Maria Costa.

de los peligros que suponia su contagio. En otras, simple-
mente desaparecia cualquier referencia a ellas, como es el
caso de la sifilis que sufria Touluse-Lautrec en la pelicula de
John Huston Moulin Rouge (1953). Las excepciones se
encuentran en el biopic dedicado a Ehrlich y del que hablaré
mads adelante, y en la obra de Kurosawa El duelo silencioso
(1949). El maestro japonés fue el precursor en mostrar la
verglienza y el desasosiego interno de aquellos que padecen
una enfermedad que genera un profundo rechazo social.

La muerte del actor Rock Hudson por SIDA transformé
por completo las cosas. El mundo del cine comprendié que
el silencio no era una buena medida terapéutica. Las
ETS comenzaron a aparecer en la pantalla con mds frecuen-
cia, como es el caso del personaje interpretado por Merryl
Streep en Memorias de Africa (1985), que debe de someterse
auna cura basada en el salvarsdn tras ser contagiada de sifi-
lis por su infiel marido. En el cine espafiol se llegd incluso a
frivolizar el tema de la gonorrea y la sifilis con la comedia
La vida alegre (1989). Pero la norma es que los personajes
cinematogréficos que sufren sifilis no tengan tanta suerte,
taly como les ocurre a los interpretados por Michelle Pfeif-
fer en Las amistades peligrosas (1988) o a Ariadna Gil en Ala-
triste (2006). Aunque es el personaje de John Wilmont inter-
pretado por Johny Deep en El Libertino (2004) el que
muestra de manera bastante realista lo que significaba
padecer esa enfermedad en el siglo xvil.

Pero es el SIDA la enfermedad que mds atencién ha reci-
bido por parte del séptimo arte. Segun la Internet Movie
Database hay 464 titulos en los cuales aparece ‘“AIDS” como
palabra clave, lo que la convierte en la mas cinematografica
de todas las enfermedades. La mayoria de esos titulos lidian
con laforma en la que los enfermos se enfrentan al proble-
ma que sufren, desde la desesperanza de Ed Harris en Las
horas (2002), al optimismo resignado de Stephen Fry en Los
amigos de Peter (1992). Algunos, como el docudrama En el
filo de la duda (1993), mostraban los diferentes aspectos:
sociales, politicos y cientificos; de la epidemia de VIH en sus
comienzos. Sin embargo fue Philadelphia (1993) la pelicula
que marcé un punto de inflexién en la manera en la que la
sociedad veia y trataba a los individuos seropositivos. El
deterioro paulatino de Tom Hanks va paralelo a la concien-
ciacién por parte de Denzel Washington de lo que significa
ser discriminado.
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LOS CAZADORES DE MICROBIOS

Durante la década de los afios 30 del siglo pasado coin-
cidieron los primeros tiempos del cine sonoro con las
investigaciones y el desarrollo de sustancias con poder anti-
microbiano. Los microbios eran una amenaza, pero podian
ser combatidos mediante la ciencia. No debe extrafiarnos
que en esa época se filmaran la mayor parte de las peliculas
dedicadas a la vida de los cazadores de microbios, como los
denomind Paul de Kruif. La primera de todas fue la adap-
tacion del best-seller El Doctor Arrowsmith, dirigida por John
Ford en1931. A pesar de los afios transcurridos, hay aspec-
tos de dicha pelicula que no han perdido actualidad, como
es la preocupacidn por publicar, la busqueda de fondos
para lainvestigacidn, el mal uso de la publicidad de los des-
cubrimientos cientificos para conseguir esos fondos, los
debates éticos de la experimentacién con seres humanos,
y los sacrificios personales que se hacen cuando una per-
sona decide seguir su vocacidn cientifica.

Pasteur merecié dos peliculas, una francesa y otra nor-
teamericana. La segunda es La tragedia de Pasteur (1936)
dirigida por William Dieterle e interpretada por Paul Muni.
La productora no confiaba mucho en que la biografia de
un quimico francés, que habfa desarrollado un método para
el tratamiento de alimentos que llevaba su nombre, fuera
de interés para el publico. Dieterle tuvo que realizarla con
un presupuesto bastante magro. Inteligentemente le impu-
so un tono melodramatico, muy al gusto de aquellos tiem-
pos, en la que Pasteur era presentado como un visionario
incomprendido y un luchador incansable frente a la ame-
naza de los microbios. La cinta fue un gran éxito de taquilla
que animé a producir otras biografias filmadas.

El éxito del biopic sobre Pasteur incitd a los alemanes a
realizar el suyo sobre Robert Koch. Y no repararon gastos
en ello. Protagonizada por Emil Jannings, “el mejor actor
del mundo” segun algunos criticos de la época, Robert Koch,
el vencedor de la muerte (1939) fue disefiada por el régimen
nazi como un producto de propaganda que mostrara la
superioridad de la ciencia “aria”. Consiguid un relativo éxito
en su tiempo, pero por su nefasto origen ha caido en el olvi-
do. Si obviamos su deleznable aspecto propagandistico, es
una cinta que relata bastante correctamente los esfuerzos
de Koch en identificar al bacilo que lleva su nombre y asf
poder luchar de manera efectiva contra la tuberculosis. La
respuesta aliada a la propaganda alemana vino nuevamente
de William Dieterle y La bala mdgica del Dr. Ehrlich (1940).
Dieterle mostrd que los descubrimientos de Koch fueron
labor de muchas personas, entre ellos el aleman de origen
judio Paul Ehrlich. El actor Edwar G. Robinson da vida al
conocido como padre de la quimioterapia, que desarrollé
las técnicas que permitieron tefiir a M. tuberculosis, y des-
cubrié el salvarsan para el tratamiento de la sifilis.

La obra El Doctor Arrowsmith también supuso la consa-
gracion de un estereotipo del cine que podriamos denomi-
nar como el microbidlogo misionero. El protagonista es un
médico que se va a un pais del Tercer Mundo a luchar contra
las enfermedades infecciosas. Asi, Arrowsmith se va a luchar
contra la peste en el Caribe, pero también puede ser el cdle-
ra: El velo pintado (1934) y su remake del afio 2006, La jungla
en armas (1939); la esquistosomiasis en Por el valle de las
sombras (1944); la tuberculosis en Historia de una monja
(1959); el paludismo en Camino de la jungla (1962); la lepra
en La ciudad de la alegria (1992); el mal de Chagas en Casas
de fuego (1995) y la tuberculosis en El jardinero fiel (2005).

Hay otros cazadores de microbios del celuloide. Uno de
los mds curiosos es Robert Franklin Stroud y sulucha contra
la septicemia hemorragica aviar. John Frankenheimer llevd
su vida a la pantalla con Burt Lancaster como protagonista
en El hombre de Alcatraz (1962). Otro es el personaje inter-
pretado por Richard Widmark en Pdnico en las calles (1950)
de Elia Kazan. Al mds puro estilo de un thriller clasico, Wid-
mark se ve inmerso en una carrera contra reloj para dar caza
a Jack Palance y controlar un brote de peste neumdnica en
Nueva Orleans. Esta pelicula sirvid como base para desarrollar
en el afio 2005 la serie televisiva Medical Investigation, sobre
un grupo de profesionales del CDC de Atlanta cuya misidn es
controlar posibles epidemias y brotes infecciosos.

APOCALIPSIS MICROBIANO

La percepcion de la ciencia por el gran publico volvié a
cambiar tras el final de la Segunda Guerra Mundial. Aun-
que la tecnologia fue esencial en la derrota de las potencias
del Eje, quedd demostrado que la ciencia podia salvar al
mundo, pero que también era capaz de destruirlo. Durante
la Guerra Fria se filmaron las primeras peliculas cuyo tema
era la desaparicion de la humanidad debido a un apocalipsis
microbioldégico. Tematica que ha vuelto arenacer en estos
ultimos tiempos, aunque con una diferencia fundamental.
Es de notar que las peliculas mas antiguas tratan de man-
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tener una cierta verosimilitud cientifica en la descripcion
de los patégenos, mientras que los remakes mas modernos
la sacrifican en aras del efectismo y el gore mas burdo.

El modelo inicial fueron las devastadoras epidemias de
peste padecidas por Europa durante los siglos xv y xvi ya
que dejaron un profundo efecto en nuestro acervo cultural.
Quizas la pelicula mds conocida sobre la Muerte Negra sea
El séptimo sello (1957), la obra maestra de Bergman, aunque
es una pelicula basada en un anacronismo ya que en el
siglo xiil la peste alin no habia llegado a Europa. Mds correc-
tas en el aspecto histdrico son La mdscara de la Muerte Roja
(1964), particular adaptacion de la obra de Poe realizada
por Roger Corman, con Vincent Price en el papel del prin-
cipe Prospero, y la interesante El tiltimo valle (1970) prota-
gonizada por Omar Shariff y Michael Caine. No puede dejar
de nombrarse la adaptacidn de la obra de Albert Camus
aunque la calidad de la produccién cinematogréfica, La pes-
te (1992), esta muy lejos de la literaria. Yersinia pestis tam-
bién tiene papeles estelares como arma bioldgica aunque
en producciones bastante flojas. En El puente de Cassandra
(1976) no encuentran una forma mejor de eliminar una cepa
neumdnica hipervirulenta que arrojando un tren con los
infectados a un rio. Y en Los sefiores del acero (1985) el direc-
tor Paul Verhoeven recrea la utilizacién de los caddveres
de apestados para rendir fortalezas medievales, aunque
con una cepa que causa la muerte fulminante en menos de
10 minutos (!).

En poco tiempo los virus desbancaron a las bacterias
como los microorganismos mas temibles del celuloide,
sobre todo si estos habian sido manipulados por el hombre
para convertirlos en armas bioldgicas que podian ser roba-
das y utilizadas por terroristas. Pero en realidad los paté-
genos se convertian en una versién mas del McGuffin de
Hitchcock dentro de producciones al mds puro estilo James
Bond. La primera de ellas fue Estacidn 3: Ultrasecreto (1965)
que nos relata la recuperacién de un arma bioldgica deno-
minada virus Satan disefiada a partir de un Virus de la Polio.
En su reciente actualizacién, Misién Imposible I (2000), nos
encontramos con el virus Quimera, una variante del virus
de la gripe que se multiplica en el interior de los eritroci-
tos (!) y que va con temporizador incorporado (!). En la
misma categoria podriamos incluir a El tltimo patriota
(1998), Sin control (2002) o Transporter Il (2005).

No creo equivocarme si digo que La amenaza de André-
meda (1971) es la pelicula mas “microbioldgica” que se ha
realizado hasta la fecha (no asi su reciente remake). Basada
en una novela de Michael Crichton, el director Robert Wise
mostro los esfuerzos de un grupo multidisciplinar de cien-
tificos para contener un patégeno extraterrestre. Por pri-
mera vez el publico vio lo que era un laboratorio de alta
seguridad bioldgica y se familiarizé con las escafandras y
los trajes de proteccidn. Nada que ver con lo que muestra
la cinta Estallido (1995), en cuya secuencia de comienzo
podemos ver las puertas de los laboratorios de bioseguri-
dad abiertas y a alguno de sus operarios quitandose las
mascaras en su interior. Aunque eso es pecata minuta silo
comparamos con la obtencién del suero a partir de un sim-
ple mono capuchino, para curar a todo un poblado de la

infeccién de un virus parecido al Ebola pero que se transmite
por via aérea.

En ocasiones se consigue controlar con mds o menos
éxito la infeccidn, aislando a los pacientes en una cabafia
como en Cabin fever (2002), o tras un muro como en Dooms-
day (2008). Otras veces la humanidad no tiene tanta suerte
y su forma de vida queda drasticamente alterada como en
V de Vendetta (2005), o queda practicamente aniquilada
como muestran las peliculas Apocalipsis (1994), Doce monos
(1995) o Carriers (2009). Es interesante hacer notar que en
Apocalipsis, el escritor Stephen King se inspird en la pande-
mia de 1918 para crear al Capitdn Trotamundos, un arma bio-
Iégica basada en el virus de la gripe que acababa con el
99,4% de la poblacidn del planeta.

Dentro del apartado apocaliptico capitulo aparte mere-
cen los virus zombificantes. La idea se la debemos al director
George A. Romero que la reflejé en su pelicula The Crazies
(1973), de la que recientemente se ha hecho un remake. En
su origen, el virus no creaba zombis, sino que era un arma
bioldgica disefiada para transformar a la gente en psicépa-
tas asesinos. Esa misma situacién volvié a aparecer en la
pelicula Situacién de Riesgo (1985) aunque en este caso no
era un virus, sino una cepa modificada de Pseudomonas fluo-
rescens la que convertia en unos psicépatas a los trabaja-
dores de un laboratorio secreto militar. Cabe destacar que
los infectados sufrian toda una serie de sintomas de in-
feccidny que lalocura era el dltimo de ellos. Esta idea sirvié
como base para la pelicula Resident Evil (2002), un claro
exponente de la deriva hacia terrenos mas del estilo gore,
como también lo son sus numerosas continuaciones y titu-
los como 28 dias después (2002) o Rec (2007). En todas esas
cintas hay un virus cuya infeccién convierte en un santiamén
a cualquier ser humano en un zombi putrefacto hambriento
de carne fresca. De todas ellas quizds el virus zombificante
mas original sea el que aparece en la pelicula Soy leyenda
(2007), un virus de las paperas modificado genéticamente
para tratar la leucemia y que debido a una mutacién espon-
tdnea se transforma en una pesadilla.

Pero es justo reconocer que también hay ejemplos
cinematograficos en los que los microorganismos ayudan
ala humanidad. En el futuro distépico mostrado en Cuando
el mafana nos alcance (1973) son una de las fuentes de ali-
mentacion de un mundo superpoblado. También son el
alimento, en forma de proteina unicelular, de los escasos
humanos libres en la pelicula Matrix (1999). Y por ultimo,
los microbios también son capaces de salvar a la humani-
dad de unainvasidn alienigena como se muestra en La gue-
rra de los mundos (1953 y 2005).

EL LADO OSCURO

Uno de los estereotipos cinematograficos que aparece
en muchas de las anteriores peliculas es el “cientifico
malvado” que no se detiene ante nada ni nadie para realizar
sus diabdlicos experimentos en los seres humanos. Por des-
gracia ese estereotipo estd basado en diversos hechos rea-
les. Durante la Guerra Chino-Japonesay la Il Guerra Mundial,
la Unidad 731 del ejército japonés fabricé armas bioldgicas
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Cine y Microbiologia

y utilizaron a hombres, mujeres y nifios chinos como sujetos
de experimentacidn de las mismas. Los soldados japoneses
se referfan a ellos como maruta (maderos). Llegaron a des-
arrollar una bomba de ceramica para transportar pulgas
que transmitiesen la peste y fue utilizada en diversas oca-
siones. Se estima que en total causaron mas de 200.000
muertes. La pelicula china Los hombres detrds del Sol (1988)
cuenta la historia de lainfame unidad, pero al recrearse en
la truculenciay el sadismo se queda convertida en una vul-
gar pelicula de serie Z, perdiéndose todo su mensaje de
denuncia de las atrocidades japonesas.

Mucho mas interesante desde el punto de vista bioético
es el telefilm El experimento Tuskegee (1997) que cuenta
la historia del estudio clinico realizado a lo largo de cua-
renta afios en dicha localidad de Estados Unidos con pobla-
cién masculina negra que sufria de sifilis y que ha vuelto a
primera plana tras la reciente noticia sobre experimentos
similares realizados de manera ilegal en Guatemala. Inicia-
do en 1932 con el objetivo de estudiar el desarrollo de la
enfermedad en el tiempo y elaborar estrategias sociales
para controlar su diseminacién entre las capas mas humil-
des evoluciond a un estudio prospectivo en el que los
pacientes se convirtieron en meros sujetos experimentales.
Cuando aparecid la penicilina, los investigadores hicieron
realidad el dicho de que el infierno estd empedrado de bue-
nas intenciones, pues decidieron continuar el estudio e
impidieron la suministracién de antibidticos a los pacientes
para curarles.

MICROBIOS ANIMADOS

os microorganismos también han sido protagonistas de

diversas obras animadas. Generalmente en el papel
de “malvados” aunque el microorganismo en cuestién no
sea patégeno como le sucede a Plankton en la serie Bob
Esponja. También hay ejemplos “diferentes” como en la
pelicula Shorts: La piedra mdgica (2009) en la que se habla
de los microorganismos como una futura fuente de energjia.
Como era de esperar tratandose de dibujos animados, la
factoria Disney elabord durante los afios 50, 60y 70 una
serie de cortos parainformar de los peligros del paludismo
y otras enfermedades. Quizds el mas curioso es el titulado
VD Attack Plan (1973) para la prevencidn de la sifilis y la
gonorrea, realizado en plena época de liberacién sexual y
amor libre. Ahondando en las enfermedades infecciosas,
en el reciente corto Mi amiga la rata (2007), Remy el prota-
gonista de Ratatouille (2007) da una estupenda explicacién
de la relacién entre pulgas, ratas y humanos y las epide-
mias de peste bubdnica durante la Edad Media. Hay que
destacar que en la pelicula Merlin el encantador (1963) tene-
mos un ejemplo de patégeno ”bueno”, cuando Merlin se
transforma en el germen de la “malaliptacopterosis” para
derrotar a la sefiora Mim. Otros estudios de Hollywood
también han reflejado a los microbios en sus peliculas. El
de Steven Spielberg produjo la interesante historia de Bal-
to (1995) sobre el transporte de suero antidiftérico a una
poblacién en Alaska en la que se declaré un brote de dif-
teria infantil. Mds floja es Osmosis Jones (2001) que en

tono de cine negro nos relata las aventuras de un linfocito
tras la pista de un patégeno que causa la “muerte roja”.
Aunque el micromundo mas interesante en el que se refle-
jalos inherentes problemas de comunicacién entre la esca-
la macroscdépica y microscépica es el reflejado en la pe-
licula Horton (2008).

Sin duda, la serie mas conocida por el pequefio publico
es Erase una vez la vida (1986). A pesar de que en algunos
aspectos ha quedado algo anticuada hay que reconocerle a
esta produccion francesa un gran valor pedagdgico, sobre
todo en la presentacidn de diversos patégenos bacterianos
y viricos. Y en este apartado no podia faltar la animacién
japonesa. En la muy recomendable Mi vecino Totoro (1988)
el director Hayao Miyazaki refleja la preocupacién de una
familia en la que uno de los miembros sufre tuberculosis.
Pero lo sorprendente es la serie Moyashimon (2007) que
podria traducirse por “Cuentos de la Agricultura”, y en la
que asistimos a unas auténticas lecciones de microbiologia
industrial y ambiental a través de las aventuras del estu-
diante de Ciencias Agricolas Tadayasu Sawakiy de sus ami-
gos microscépicos entre los que estdn los hongos Aspergi-
llus oryzae, y Saccharomyces cereviseae o la bacterias Bacillus
subtilis var. natto. y Lactobacillus brevis.

CONCLUSIONES

| Séptimo Arte ofrece una panoplia muy diversa de

“situaciones microbioldgicas” que pueden ser aprove-
chados por el docente para transmitir y formar a sus alum-
nos de manera entretenida. No en vano, una imagen vale
mas que mil palabras. A pesar de que la inmensa mayoria
de esas situaciones tratan sobre los microbios patégenos
y sus efectos en el ser humano, también pueden encontrar-
se algunas excepciones interesantes. Es importante no olvi-
dar que el cine es fundamentalmente un arte y que no tiene
porque reflejar correctamente la realidad, y aunque muchas
veces se sacrifica la verosimilitud en aras del espectdculo,
no es menos cierto que también se aprende a base de corre-
giry explicar los errores que puedan encontrarse en las pe-
liculas. El cine, ademas de una fabrica de suefios, también
es una buena herramienta docente. Y es que hasta lo mds
pequeno puede cambiar el futuro.
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Cursos

X1V Curso de Iniciacion
a la Microbiologia

Juan Ignacio Reguera Useros y David Rodriguez Lazaro
Organizadores del Curso

Asistentes al XIV curso de iniciacion a las puertas del Monasterio de Santa Maria de La Santa Espina en Castromonte,
Valladolid.

ntre los dias los dias 6 y 9 del mes de julio se celebré en el Monasterio de Santa

Maria de La Santa Espina en Castromonte, Valladolid, el XIV Curso SEM de Inicia-
cion a la Investigacion en Microbiologia. En el curso participaron 20 alumnos de dis-
tintas Universidades espafiolas. Las conferencias fueron impartidas por 10 Profesores
e Investigadores procedentes de diferentes Universidades y centros de investigacion
y abarcaron diferentes aspectos de la Microbiologia.
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XIV Curso de Iniciacion a la Microbiologia

Foto de “familia” en la “Ermita de Nuestra Senora de la Anunciada” Uruefa.

Tras llegar los alumnos el dia anterior al inicio del curso
y pasar una primera noche en el monasterio, se inicidé
el curso con el ACTO DE INAUGURACION presidido por los
profesores Dr. D. Julio Rodriguez Villanuevay Dr. D. Anto-
nio Rodriguez Torres de las Universidades de Salamanca
y Valladolid. En este acto también intervinieron el Dr. Hum-
berto Martin Brieva, Secretario de la Sociedad Espafiola
de Microbiologia, los organizadores del Curso, los Dres.
Juan Ignacio Reguera Useros y David Rodriguez Lazaro
asi como D. Manuel Pérez-Minayo Reguera, Alcalde del
Municipio de Uruefia, Valladolid. Tras el acto de apertura,
la primera conferencia del curso fue impartida por el Prof.
Dr. Miguel Vifias Ciordia de la Universidad de Barcelona
con el titulo “El microbidlogo basico en centros médicos:
¢Qué hace un chico como tu en un sitio como éste?”, en
la cual nos resumid su dilatada experiencia como investi-
gador-microbidlogo basico en el contexto hospitalario.
Tras una excelente comida castellana en el incomparable
recinto de la bodega del Monasterio y una apasionante y
entretenida sobremesa, el Prof. Dr. José Pedro Martinez
Garcia de la Universidad de Valencia impartid la conferen-
cia “Biopeliculas microbianas: ningtin microorganismo
es unaisla”, introduciendo a los estudiantes en el mundo
de los biopeliculas producidas por microorganismos. Segui-

damente, el Prof. Dr. José Antonio Gil Santos de la Univer-
sidad de Ledn desarrolld la conferencia “Identificacién de
una nueva proteina del citoesqueleto de Corynebacterium
glutamicum y su regulacion por fosforilacion” en la cual
resumid los principales avances realizados por su grupo
de investigacion en los ultimos afios.

La segunda jornada del curso comenzé con la exposi-
cién por parte de la Prof. Dra. Monserrat Llagostera de la
Universidad Auténoma de Barcelona de la conferencia
“Propuesta e implementacién del primer Grado de Micro-
biologia en Espafia” en la que se recogidé la génesis del
grado de microbiologia y la situacién actual dentro del nue-
vo marco europeo de educacidn universitaria. Seguida-
mente el Prof. Dr. César Nombela Cano de la Universidad
Complutense de Madrid presentd la conferencia “Antimi-
crobianos y pared celular: exploracién racional de nuevas
dianas farmacolégicas en microorganismos eucarioti-
cos” en la que resumid la investigacién realizada por su
grupo en los ultimos veinte afios. Posteriormente, el Prof.
Dr. Elias Fernando Rodriguez Ferri de la Universidad de
Ledn impartid la conferencia “Microbiologia y Sanidad
Animal. Analisis de la situacién actual” en la que contex-
tualizé el papel que la veterinaria y sus profesionales han
despefiado en la microbiologia y el rol de ésta Ultimaenla
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Comida de celebracion
en la bodega del Monas-

terio de Santa Maria de
La Santa Espina.

Sanidad Animal. Después de la comida, la Dra. Marta Her-
nandez Pérez presentd una de las nuevas lineas y aproxi-
maciones de investigacién en microbiologfa en la confe-
rencia “La metagenémica como herramienta aplicada al
estudio de la Ecologia Microbiana”. El resto de la tarde
se dedicé a diferentes actividades socioculturales. Se rea-
lizé una vista a los municipios de San Cebridn de Mazote
y Uruefia. En San Cebrian de Mazote se visitd su basilica,
una de las iglesias mozdrabe de mayor tamafio que halle-
gado hasta nuestros dias. A continuacién se visité el muni-
cipio de Uruefia donde se visité la “Ermita de Nuestra
Sefiora de la Anunciada”, iglesia del siglo i1, Gnico ejemplar
del estilo romanico catalan de toda la regidn castellano-
leonesa.. Ya en Uruefa, la primera “Villa del Libro” de Espa-
Aa, se visitd sus murallas y el castillo, asi como las diferen-
tes librerias que alli se encuentran. Finalmente se visitd el
museo del libro, donde el Ayuntamiento nos ofrecié un
dgape. Para finalizar el dia, y hacer Unica esta edicidn, tanto
los alumnos como los profesores pudimos ver cémo la
Seleccién Espafiola de Futbol llegaba a una final de un
Campeonato del Mundo (si eso ya era dificil, hay que afia-
dir que ;jjjvimos el partido en un Monasterio del siglo xii
en una pantalla gigante de mas de 50 pulgadas!!!!).

El tercer dia del curso se inicié con la conferencia “Gas-
troenteritis viricas” impartida por el Prof. Dr. Albert Bosch
Navarro de la Universidad de Barcelona que con su habi-
tual maestria deleitd a los asistentes con una introduccion
al apasionante mundo de los virus entéricos. A continua-
cion el Prof. Dr. Carlos Hardisson Rumeu de la Universidad
de Oviedo impartid la conferencia “Reflexiones sobre los
compuestos antibacterianos” en la que recogié los prin-
cipales aspectos y conclusiones sobre la antibioterapia

derivadas de los estudios realizados por su grupo de inves-
tigacion. Finalmente, la Prof. Dra. Emilia Quesada Arroquia
cerrd el curso con la conferencia titulada “Bacterias hal6-
filas: lo que sabemos y lo que ignoramos” en la que intro-
dujo a los alumnos a la microbiologia ambiental centran-
dose en estos microorganismos extremdfilos.

El curso finalizé con el Acto de Clausura, donde se entre-
garon los diplomas acreditativos y unas breves intervencio-
nes de los coordinadores del curso y el Decano de la Facultad
de Ciencias de la Universidad de Burgos, Prof. Dr. José
Miguel Garcia Pérez. Terminado el acto se realizd una visita
turistica al Monasterio donde se pudo contemplar su iglesia
del siglo xill donde se encuentra la reliquia de una de las
espinas que Jesucristo portd en su corona, asi como el
Museo de aperos agricolas y una extensisima coleccidon de
mas de 3.000 ejemplares mariposas, insectos y distintos
artrépodos de los cinco continentes que uno de los herma-
nos del Monasterio ha recopilado durante mas de 30 afos.

Desde aqui, los coordinadores del curso queremos
agradecer sinceramente a D. Luis Pinedo Buendia, Director
del Centro de Formacidén Agraria ““La Santa Espina”, centro
ubicado en las dependencias monacales, por haber hecho
todo lo posible (e imposible) para que la estancia de los
alumnos y profesores haya constituido un recuerdo imbo-
rrable. Asimismo, queremos agradecer a los patrocinado-
res de este curso; la Fundacidn Areces, la Consultoria de
Técnicas Ambientales SL, y la Universidad de Burgos. Final-
mente, también queremos agradecer (y felicitar) a la pieza
fundamental de estos cursos de iniciacion: los ponentes,
los cuales con su desinteresada participacion definitiva-
mente estimularon el interés por la investigacién en micro-
biologia a los asistentes al curso.
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MATERIAL DE REFERE/N'FIA L
f [ &a

Para facilitar el control de calidad en el
laboratorio. , '\
Facil de usar, rapido, seguro, trazable y \?
cuantitativo.

.h

BAContrI

MATERIAL DE REFERENCIA BACTERIOLOGICO
CUANTITATIVO DE USO DIARIO

Cada pastilla contiene un numero determinado de
células viables y cultivables.
Es el material apropiado para la realizacion de
controles de calidad rutinarios, como controles de
proceso, creacion de graficos de control o controles
de calidad de medios de cultivo.

If

CARACTERISTICAS VENTAJAS
Homogéneo Facil de usar
Estable a largo plazo Rapido
Cuantitativo Seguro
Facil conservacion Trazable

Preparacién sencilla Cdémodo y practico

Y SI LO QUE BUSCAS ES UN VALOR CERTIFICADO,

BACuanti

el material de referencia bacteriolégico cuantitativo y
certificado (cultivo, PCR y DNA).

.
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