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Antonio Ventosa

Presidente de la SEM

Cuando me dirijo a todos los socios de la
Sociedad Espafiola de Microbiologia (SEM)
a finales de 2019, hago algunas reflexiones
acerca de este pasado afio, que considero ha
sido muy relevante y de gran transcendencia
en cuanto a las actividades de la SEM. Nues-
tra cita bienal, el XXVII Congreso Nacional de
Microbiologia, en esta ocasion celebrado en
la bella ciudad de Malaga, ha marcado en
gran medida un punto de inflexion en cuan-
to a la celebracion de nuestros congresos.
Aunque todavia queda en nuestras mentes
el magnifico congreso celebrado en Valen-
cia hace dos aros, celebrado conjuntamente
con FEMS, los microbi6logos que tuvimos la
oportunidad de participar en esta dltima edi-
cion, la nimero veintisiete, coincidiremos en
la opinion de que fue un congreso memo-
rable, con una excelente organizacion. Mi
enhorabuena a los organizadores del congre-
S0, especialmente al Prof. Juan José Borre-
go, Presidente del Comité Organizador, y mi
reconocimiento a todos los implicados en su
organizacion, asi como a los participantes
en el mismo. El marco incomparable fue la
ciudad de Malaga, que albergaba un con-
greso nacional de la SEM por primera vez,
con una adecuada programacion de todos
los elementos que podemos esperar de un
magnifico congreso: un programa cientifico
excepcional, con sesiones de actualidad,
transversales y de enorme interés e impac-
to, con conferenciantes de grandisimo nivel,
tanto jovenes como seniors y acompainiado
de un programa social del que destacaria
la copa de bienvenida en el Jardin Botanico
de la Universidad de Malaga y la cena de

clausura en el histérico marco del palacio
de la Concepcion, con su magnifico jardin
botanico, cedido especificamente por el Exc-
mo. Ayuntamiento de Malaga. Me gustaria
destacar especialmente la asistencia a este
congreso y la participacion activa de los jove-
nes microbidlogos, tanto en las sesiones de
presentacion de trabajos orales y en paneles,
como en actividades de mentoring, etc. ..

La préxima cita sera en Burgos en 2021
y seran el Prof. David Rodriguez Lazaro y
sus colaboradores los responsables de la
organizacion del proximo congreso nacional,
que coincidira con la celebracion del 75 Ani-
versario de la fundacion de la SEM. Desde
aqui quisiera hacer un llamamiento a todos
los miembros de la SEM para que nos hagan
llegar sus sugerencias y propuestas, tanto de
tematicas como de posibles conferenciantes,
siguiendo la dinamica del congreso anterior,
con la finalidad de contar con un programa
cientifico de la altura que se merece la Micro-
biologia espariola.

Aprovechando la oportunidad que me brin-
da esta ventana abierta a todos los socios de
la SEM, quisiera hacer algunos comentarios
en cuanto al papel y relaciones de nuestra
sociedad con respecto a las instituciones a
las cuales pertenecemos: FEMS (Federacion
Europea de Sociedades de Microbiologia),
IUMS (Union Internacional de Sociedades de
Microbiologia), ALAM (Asociacion Latinoame-
ricana de Microbiologia) y COSCE (Confede-
racion de Sociedades Cientificas de Espafa).
Nuestra situacion y relacion con FEMS se

puede resumir en excelente. Tenemos una
presencia y participacion activa en las dife-
rentes actividades de FEMS, entre las cuales
destacaria, en primer lugar, una ya tradicional
y altisima participacion de los microbidlogos
espafioles en los congresos organizados por
dicha federacion. A esto habria que sumar
que de los ocho congresos de FEMS, dos se
han celebrado en Espania: el segundo con-
greso celebrado en Madrid (2006) y mas
recientemente el ya mencionado en Valencia
en julio de 2017.

Por otro lado, destacaria la alta tasa de
éxito de nuestros socios mas jovenes en la
obtencion de ayudas de estancias cortas en
otros centros de investigacion europeos, 0
para la asistencia a congresos. En este sen-
tido, somos la sociedad miembro de FEMS
que obtiene un mayor retorno, por parte de
nuestros asociados jovenes, en cuanto a la
concesion de ayudas. Entre los factores que
justifican este éxito, yo apuntaria algunos de
ellos: la publicidad que desde los foros
de comunicacion de la SEM (NoticiaSEM,
SEM@foro) venimos haciendo periddica-
mente de las diferentes convocatorias, o la
escasez de convocatorias nacionales, auto-
nomicas y locales que padecemos en los Ulti-
mos afios debido a la crisis econémica y el
escaso apoyo de la investigacion en nuestro
pais, pero muy especialmente este altisimo
porcentaje de éxito se debe a la calidad de
las solicitudes que presentan nuestros jove-
nes investigadores, que son tremendamente
competitivos en el contexto de la investiga-
cion en Europa.



Por Ultimo, me gustaria destacar la exce-
lente relacion e interaccion de nuestra
sociedad con FEMS, tanto con su anterior
presidente, Prof. Bauke Oudega, como con la
nueva presidenta, Prof?, Hilary Lappin-Scott,
que regira el destino de dicha Federacion
Europea de Microbidlogos durante los proxi-
mos afos. También es de destacar la fluida y
directa relacion con la oficina central de FEMS
en Delft (Holanda) y la participacion activa de
miembros de SEM en comités y actividades
organizadas desde FEMS.

Con respecto a IUMS y a ALAM, nuestra
participacion e interaccion con ambas insti-
tuciones es buena, pero creo que es mejo-
rable. En cuanto a IUMS (International Union
of Microbiological Societies), aun siendo la
organizacion de mayor rango en cuanto a la
Microbiologia, ha ido perdiendo protagonismo
y visibilidad en las dltimas décadas, practi-
camente desconocida por parte de muchos
microbiologos y que se limita a actividades
de escasa relevancia, a excepcion de los con-
gresos que, por otra parte, han ido también
perdiendo interés entre los investigadores de
las tres divisiones que cubre la misma: Bac-
teriologia y Microbiologia Aplicada, Micologia
y Virologia. La actual presidenta de IUMS,
Prof? Eliora Ron, con quien la SEM ha veni-
do manteniendo una estrecha colaboracion
durante muchos afios y otros miembros de

IUMS, como el Dr. Miguel Vicente, vienen tra-
bajando intensamente por recuperar el papel
y prestigio de IUMS. Quisiera indicar que exis-
te la posibilidad de que un futuro congreso
de IUMS se pudiera celebrar en Espafia por
primera vez.

Por su parte, la Asociacion Latinoamerica-
na de Microbiologia (ALAM), a la cual la SEM
pertenece como miembro de pleno derecho
gracias a los esfuerzos realizados hace algu-
nos afios por el Prof. Ricardo Guerrero, €s un
vehiculo importante de interaccion cientifica
entre los paises latinoamericanos y la SEM esta
llamada a servir como vehiculo de interaccion
entre Latinoamérica y Europa. Tal vez uno de
los aspectos menos conocidos por parte de los
microbidlogos espafioles es la calidad cientifi-
ca de los congresos organizados por ALAM y
la participacion tan masiva de microbidlogos
latinoamericanos en dichos eventos, si bien
£s muy escasa la participacion de microbidlo-
gos espafioles, aspecto que creo deberiamos
mejorar. En este sentido, la contribucion de
la SEM, dentro de nuestras posibilidades, es
importante y asi en el pasado congreso ALAM
en Chile nuestra sociedad aportd unas 25
ayudas de inscripcion al congreso de jovenes
investigadores latinoamericanos.

Por ultimo, en cuanto a nuestra participa-
cion e interaccion en las actividades de COSCE

NOTA DEL PRESIDENTE
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(Confederacion de Sociedades Cientificas de
Espafia), me gustaria destacar que reciente-
mente hemos nombrado a dos representantes
de SEM en la Comision COSCE del Estudio del
Uso de Animales en Experimentacion Cienti-
fica, coordinada por Margarita del Val, que es
Vocal de la Junta de Gobierno de COSCE del
area de las Ciencias de la Vida y de la Salud.
Esta comision se cred en virtud de un acuer-
do de COSCE, de transparencia sobre el uso
de animales en experimentacion cientifica en
Espana, firmado hace 3 afios, que actualmen-
te cuenta con 140 instituciones adheridas,
entre ellas la SEM. Aunque como sociedad
cientifica no realizamos directamente expe-
rimentacion animal, nuestra participacion
implica un compromiso institucional sobre
experimentacion animal y nuestra preocupa-
cion por trasladar a la sociedad la necesidad
del uso de animales de experimentacion en
investigacion cientifica y las condiciones en
las que dicha experimentacion se realiza.
Ademas, participamos en debates, acuerdos
y difusion de informes, como los relacionados
con los informes DECIDES, de seguimiento y
analisis de las politicas cientificas del gobierno
espafiol, que periédicamente hacemos llegar
a nuestros socios.

Antonio Ventosa
Presidente de la Sociedad Espafiola
de Microbiologia
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Ana M. Garcia
Presidenta del Grupo

El pasado 3 de julio tuvo lugar la Asamblea
General del Grupo BBB durante el XXVII
Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola
de Microbiologia, celebrado en Malaga. La
sesion dedicada a nuestro Grupo fue el 4 de
julio, de 18:00 a 19:30, en el aula 3 de la
Facultad de Medicina de la Universidad de
Malaga y contd con la asistencia de un alto
numero de participantes, constituyendo una
oportunidad para que los miembros del Grupo
nos reuniéramos y pudiéramos debatir sobre
las distintas tematicas presentadas.

Como viene siendo habitual, el Grupo
concedio dos premios a jovenes investi-
gadores, seleccionados tras la evaluacion
de los posters y ponencias presentados
en el Congreso en el area de Biodeterioro,
Biodegradacion y Biorremediacion. El Premio
THOR Especialidades fue para Maria R.
Martinez-Gallardo por el trabajo titulado
“Biodescontaminacion de sedimentos de
alpechin mediante landfarming y fitorreme-
diacion asistidas por bioaumentacion” y el
premio del Grupo para Inés Aguilar por el
trabajo titulado “Nueva técnica de bioaumen-
tacion basada en extractos liquidos aireados
procedentes de sistemas de biopurificacion”.

Nuestro Grupo propuso dos ponentes que
presentaron sendas conferencias el dia 4
de julio, de 16:00 a 18:00 en el simposio
VIIl, sobre Biotecnologia Microbiana: el Dr.
Lukas Y. Wick, del UFZ Helmholtz Centre for
Environmental Research (Alemania), que pre-
sento el trabajo titulado “Mycosphere proces-
ses for contaminant degradation” y el Dr. Juan
Luis Ramos, de la Estacion Experimental del
Zaidin-CSIC, con el trabajo titulado “Circular
economy and microbial biotechnology”.

El Grupo también ha participado de
forma activa en la segunda edicion del
International Meeting on New Strategies in
Bioremediation Processes (BioRemid2019)
celebrado en Oporto (Portugal) el pasado
24y 25 de Octubre (Resumen en pagi-
na 14). Miembros de nuestro Grupo han
presentado comunicaciones orales en
varias sesiones del congreso. A destacar,
la participacion de la Dra. Concepcion
Calvo (Instituto de Investigacion del Agua,
Universidad de Granada), Secretaria de
nuestra Junta Directiva, que impartio
una conferencia plenaria, inaugurando
el congreso, y las Dras. Balbina Nogales
(Universidad de las Islas Baleares), Elisabet
Aranda (Instituto de Investigacion del Agua,
Universidad de Granada) y Angeles Prieto-
Fernandez (Instituto de Investigaciones
Agrobioldgicas de Galicia) que participaron
como Keynote Speaker en 3 de las 7 sesio-
nes del evento. Nuestro Grupo ha concedido
un premio a la mejor contribucion entre las
presentadas por jovenes investigadores.

Inés Arana Basabe
Presidenta del Grupo

Os presentamos un breve resumen de las
actividades realizadas, en este Ultimo semes-
tre, por el grupo de Docencia y Difusion de la
Microbiologia.

En primer lugar, debemos resaltar la enor-
me actividad de los grupos integrados en el
proyecto de aprendizaje-servicio MicroMun-
do. El proyecto, inicialmente denominado
Small World Initiative (SWI) e ideado como
una estrategia para fomentar la vocacion
por la investigacion cientifica en los jovenes
preuniversitarios, fue importado por el Prof,

SEM%ro

Victor Jiménez Cid y, en pocos afios, ha ido
creciendo y logrando cotas de excelencia.

Asi son de mencionar 10s premios a la
divulgacion cientifica recibidos por 1os nodos,
aunque destacamos el Antibiotic Guardian
Awards 2019 (categoria Public Engagement)
otorgado por Public Health England a Micro-
Mundo. Enhorabuena a los grupos implicados
y, en especial, al dinamizador del proyecto, el
Prof. Victor J. Cid.

Por otra parte, el XXIIl Gurso de Inicia-
cion a la Investigacion en Microbiologia
Prof. J. R. Villanueva se ha celebrado en
Malaga. El responsable de la organizacion ha
sido el Prof. Diego Romero y ha contado con la
colaboracion del grupo JISEM tanto en la difu-
sion del mismo, como en la seleccion de |@s
candidat@s y con la participacion de vari@s
ponentes. La participacion como ponentes de
investigadores jovenes pero con una recono-
cida carrera ha resultado muy atractiva para el
alumnado seleccionado. Del atractivo de estos
cursos da cuenta el gran nimero de solicitudes
recibidas y, lo que quiza es mas importante, la
participacion en el XXVII Gongreso SEM de
vari@s alumn@s del curso anterior que pre-
sentaron trabajos propios.

En julio, en el marco del XXVII Congreso
SEM se presentaron posters y comunicaciones
orales en la sesion del grupo que estuvo
muy animada y con numerosa participacion
de asistentes. Ademas, en el stand de SEM
se colgo el poster Bacterias: La historia
mas pequeia jamas contada (podéis
descargar el comic en este enlace:

) elaborado
por Susana Deus Alvarez. Queremos dar las
gracias a la organizacion y a la SEM por ceder
este espacio. También, en el contexto del
Premio Federico Uruburu de Fotografia,
un jurado compuesto por varios miembros de
la Junta del grupo, selecciond 12 fotografias
que, junto con la ganadora por votacion
popular, formaran parte del calendario 2020
de la SEM. Se celebro la Asamblea general
del Grupo, aunque entristece indicar la escasa
participacion de socios.

Kika Colom nos representa en la division
de docencia de FEMS para establecer unos
contenidos de Microbiologia consensuados.
Ya en la primera reunién que tuvo lugar en
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Varsovia a principios de verano presento un
resumen muy completo con la informacion
aportada por profesor@s de universidades
espafolas. Proximamente habra una nueva
reunion para avanzar en estos contenidos.

Como es habitual, D+D sigue recibiendo
consultas de diferentes medios de comuni-
cacion que estan siendo atendidos por miem-
bros del grupo o se derivan a profesor@s
que amablemente atienden estas consultas.
También se contintia con la participacion en
televisiones publicas, ferias de divulgacion,
etc. y en la edicion de SEM@foro (director
Manuel Sanchez Angulo) y NoticiaSEM (direc-
tora Inmaculada Llamas).

Y recordaros que ya nos hemos puesto
con la organizacién de V Reunion del
Grupo D+D SEM que se celebrara en Leioa
(Vizcaya) del 15 al 17 de Julio de 2020 y que
esta en marcha el Il Concurso Cientifico-
Literario de Narracion Corta SEM (

). ANIMAQS!!!

Alicia Estévez Toranzo
Presidenta del Grupo

La participacion de los miembros del grupo
de MMA durante el XXVII Congreso Nacional
de Microbiologia en Malaga entre 2-5 de julio,
fue exitosa. Se presentaron un total de 43
comunicaciones, de las cuales 18 fueron ora-
les y 25 en formato pdster. Debido al elevado
numero de comunicaciones, el grupo decidio
otorgar dos Premios, uno en cada modalidad.
El premio a la mejor comunicacion oral reca-
yo en Marta Afonso Lages de la Universidad
de Santiago de Compostela con la presenta-
cion titulada “Variaciones en la temperatura

de cultivo inducen cambios en el patron de
expresion de factores de virulencia en Vibrio
anguillarum’, y el premio al mejor poster
que lleva por titulo “la Microbiologia de los
agregados flotantes en el litoral malaguefio”
recayé en Marta Dominguez-Maqueda de la
Universidad de Méalaga.

En la Reunion del Grupo de MMA celebra-
do durante el Congreso Nacional, se presentd
la nueva Junta Directiva tras las elecciones
celebradas entre marzo y abril de este afio y
se aprobd que la sede del proximo Xlll Con-
greso del Grupo sea Granada, el cual tendra
lugar durante los dias 1y 2 de octubre de
2020.

Jesus Lopez Romalde
Presidente del Grupo

Tal como se acordo en la reunion del grupo
de Taxonomia, Filogenia y Biodiversidad cele-
brada el julio pasado durante el congreso de
la SEM en Malaga, la préxima reunion cienti-
fica, XVIII Taxon (

), s celebrara en la localidad del
Puerto de Soller (Mallorca) del 22 al 24 de
abril de 2020. Todas las actividades vincu-
ladas a la reunion se celebraran en la sala
del oratorio de Santa Catalina de Alejandria
en el Museo del Mar de dicha localidad. El
periodo de presentacion de resimenes de
las comunicaciones sera del 15 de diciem-
bre de 2019 al 15 de enero de 2020. En las
proximas semanas se enviara una circular con
informacion detallada sobre el alojamiento, el
boletin y los precios de inscripcion.

El comité organizador formado por Elena
Garcia-Valdés, Margarita Gomila y Jorge Lalu-
cat nos pide que reserveéis estas fechas en el
calendario.

SEM%ro
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Por otro lado, informar que recientemente
el presidente del grupo, Jesus Lopez Romal-
de, ha sido designado como Editor Invitado
para la actualizacion de los capitulos de las
Familias Vibrionaceae 'y Alteromonadaceae
del Bergey's Manual of Systematics of Bac-
teria and Archaea (BMSAB).

Ana Martin Gonzalez
Presidenta del Grupo

Del 28 de julio al 2 de agosto de 2019 se
celebrd el VIl European Congress of Protisto-
logy- International Society of Protistologists
(ECOP-ISOP) Joint Meeting, en la ciudad de
Roma, organizado por la Sociedad Italiana de
Protistologia (SIP). A este Congreso conjunto
asistieron mas de 450 participantes de muy
diversas partes del mundo; Estados Unidos,
Canadd, China, Japdn Corea, Brasil, Argen-
tina, incluyendo muchos paises europeos
(Italia, Alemania, Austria, Suiza, Republica
Checa, Francia, Espafia, etc.). Algunos miem-
bros del grupo Especializado de Protistologia
de la SEM participaron en este congreso,
presentando diversas comunicaciones. Cabe
destacar la participacion, en la seccion de
apertura, del Dr. Aurelio Serrano (Universidad
de Sevilla-CSIC), como el pasado secretario
general de la FEPS (Federacion Europea de
Sociedades de Protistologia).

El programa cientifico, de gran interés,
incluyd la celebracion de 4 Conferencias Ple-
narias, 12 simposios y numerosos workshops.
Se presentaron 231 comunicaciones orales y
en panel de tematica muy diversa, pero muy
especialmente sobre filogendmica, metabar-
coding, protistas marinos, interacciones de
protistas con otros organismos, evolucion
hacia la pluricelularidad y aplicaciones bio-
tecnoldgicas de los protistas. Por su interés
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y novedad, ya que era la primera vez que se
contemplaban estas tematicas en estos con-
gresos, hay que destacar dos workshops: uno
dedicado principalmente a los investigadores
jévenes, sobre futuras posibilidades de finan-
ciacion, y proyectos, con temética protistoldgi-
ca, que han obtenido financiacion (ERC Grants,
Goodon y Betty Moore Fundation, Proyectos
Life). El segundo workshop estaba centrado en
las diferentes estrategias de difusion y dise-
minacion del mundo de la Protistologia, a muy
diferentes niveles; publico en general, nifios
y/0 estudiantes universitarios. También hubo
una ponencia de gran relevancia sobre los
protistas en 10s museos, y mas concretamen-
te en el Natural History Museum de Londres.
Se expusieron experiencias practicas que han
dado excelentes resultados en distintos pai-
Ses europeos, cuyo principal objetivo era el
conocimiento del mundo de los protistas y el
fomento de vocaciones cientificas. El préximo
Congreso de la Federacion Europea de Socie-
dades de Protistologia (FEPS) sera en Austria,
probablemente en Viena, y estara organizado
por las investigadoras Bettina Sonntag, Julia
Walochnik y Sabine Agatha.

Humberto Martin
Presidente del Grupo

Os recordamos que el proximo Congreso
Nacional de Micologia sera organizado en
Valencia por Eulogio Valentin, del 9 al 11 de
septiembre de 2020, en colaboracion con
la Asociacion Espariola de Micologia (AEM).
La sede principal sera el Palacio de Pineda,
sede de la Universidad Internacional Menén-
dez Pelayo, y como co-sede dispondremos
del “Centro Cultural Convento del Carmen”.
Os animamos a que vayais reservando esas

fechas, porque ademas del atractivo de la
sedes y en general de Valencia, en el progra-
ma habra sesiones con titulos y aspectos tan
interesantes como:

Los otros hongos

Micologia aplicada

La mucormicosis en nuestros dias

Mecanismos moleculares de respuesta

y adaptacion en hongos

— Aspergilosis pulmonar cronica

— Sefializacion y morfogénesis

— Candidiasis invasiva en el 2020

— Bidmica en la virulencia de hongos fila-
mentosos

— Revisando/reposicionando las guidelines

— Gendmica y protedmica de levaduras

SEM%ro

— Las otras micosis también son impor-
fantes

La conferencia inaugural sera impartida
por Joaquin Arifio, de la Universidad Autono-
ma de Barcelona, y el ponente de la charla
de clausura serd el ganador del premio Fle-
ming 2020. Estad atentos a la convocatoria,
que se publicara en marzo del afio que vie-
ne. Este premio se otorga al mejor trabajo de
investigacion presentado a concurso en el
ambito de la Micologia, realizado en un labo-
ratorio de Espafia, y publicado en cualquie-
ra de los dos afios previos (2018 y 2019).
Como es habitual, los cinco miembros de
la Junta Directiva del Grupo actuaran como
jurado.
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Valero A., Garcia-Gimeno R.M., Carrasco E., Pérez-Rodriguez F., Posada-Izquierdo G.D., Zurera G.

Departamento de Bromatologia y Tecnologia de los Alimentos. Facultad de Veterinaria, Universidad de Cordoba.
Campus de Excelencia Internacional Agroalimentario (ceiA3). Crta. Madrid-Cddiz km 3964, 14014, Cordoba.

La alerta sanitaria declarada el pasado
verano debida al brote de listeriosis en carne
mechada ha puesto de manifiesto la enorme
relevancia de la correcta implementacion de
los sistemas preventivos de aseguramiento
de la calidad en las industrias alimentarias.
La patologia asociada a este microorganis-
mo Y las graves consecuencias sobre la salud
publica, han hecho que se revisen los actua-
les controles y procedimientos de seguridad
alimentaria por parte de la Autoridad Sanita-
ria. La actual normativa comunitaria establece
que las empresas sean garantes de la calidad
y seguridad de sus productos a través de los
requisitos establecidos en los sistemas de
autocontrol. En relacion a Listeria monocyto-
genes, el Reglamento (CE) N° 2073/2005
establece en su articulo 3 que los explotado-
res de empresas alimentarias responsables
de la fabricacion de alimentos listos para el
consumo tienen la obligacion legal de realizar
estudios de vida Util para investigar el cumpli-
miento de los criterios microbioldgicos cuan-
do dichos alimentos puedan suponer un ries-
go para la salud publica en relacion con dicho
patdgeno. El presente articulo describe los
principales hitos acontecidos en el brote de
listeriosis en Espafia en 2019, los principales
factores asociados a la presencia de Listeria
monocytogenes en alimentos, sus mecanis-
mos de infectividad asi como los enfoques de
prevencion basados en el Andlisis de Riesgos
(Reglamento CE 178/2002) y en el uso de
modelos de microbiologia predictiva.

La alerta sanitaria fue decretada por pri-
mera vez el 15 de agosto de 2019 en Anda-

lucia, relacionada con el consumo de carne
mechada. Dicha alerta ha generado el mayor
brote de listeriosis producido en Espafia con
217 casos notificados. Si bien la mayoria de
los casos se han descrito en Sevilla (173),
también han afectado a otras provincias
como Huelva (18), Cadiz (13), Granada (6), y
Malaga (6). El alimento implicado en el brote
fue comercializado en otras Comunidades
Auténomas en las que se han confirmado
casos de listeriosis: 7 por laboratorio (2 en
Aragon, 1 en Castilla y Ledn, 1 en Extrema-
dura, 1 en Castilla-La Mancha y 2 en Madrid,
incluyendo una mujer embarazada) y 3 casos
confirmados por vinculo epidemioldgico (1 en
Extremadura y 2 en Aragon).

Segun el informe del Ministerio de Sanidad,
Consumo y Bienestar Social (CCAES Informe
27/9/2019), el 57 % de los afectados fueron
mujeres, con una edad media de 45 afios,
mientras que la edad media en los hombres
fue mayor (50 afios). Los casos confirmados
en embarazadas fueron 37, lo que representa
un 17% de los casos, de entre los cuales se
produjo aborto en 2 de los casos (previo a
la semana 20 de gestacion); en 3 casos se
produjo muerte fetal (después de la semana
20 de gestacion) y en 6 casos hubo parto
prematuro, lo que se corresponde con un
30% de alteracion en el desarrollo normal del
embarazo. El 77 % de los casos confirmados
presentd un periodo de incubacion inferior a 3
dias, presentando el resto un maximo de has-
ta 30 dias. En cuanto a la mortalidad, se han
registrado tres defunciones: dos personas
mayores de 70 afios con morbilidades pre-
vias graves y una persona mayor de 90 afios
(CCAES, Informe 27/9/2019).

El origen del brote alimentario fue la carne
mechada marca “La Mechd” de la empresa
Magrudis S.L. (Sevilla), de la que se pudo aislar

avalero@uco.es

L. monocytogenes serovariedad IVb, ST-388,
CC388, CT-8466. Se ha demostrado la aso-
ciacion de varios lotes de este alimento con
los casos declarados (CCAES). Posteriormente
a esta alerta se detecté que en muestras pros-
pectivas de carne mechada marca “Sabores
de Paterna” contenian una elevada concen-
tracion del patdgeno, sospechoso de ser el
causante de un caso de listeriosis detectado
en la Comunidad de Madrid el 19 de agosto,
por consumo de este producto en Conil de
la Frontera (Cadiz). Asimismo, fue declarado
un nuevo brote de toxiinfeccion alimentaria
en una familia de 8 personas, relacionado
con el consumo de chicharrén especial de la
marca “La Montanera Del Sur’ (Malaga), en
los que también pudo aislarse esta bacteria.

En cuanto a la exportacion de casos de
listeriosis a otros paises, en Francia se noti-
fico el pasado 23 de agosto por medio del
Sistema de Alerta Precoz y Respuesta de la
UE (EWRS, Early Warning and Response Sys-
tem), un caso confirmado de listeriosis en un
ciudadano inglés y con antecedente de con-
sumo de una carne fria de cerdo en Sevilla el
dia 13 de agosto. El producto fue consumido
por 4 personas mas durante una comida en
Sevilla y todas ellas enfermaron.

La alerta sanitaria se dio por concluida el
pasado 17 de octubre de 2019 por la Junta
de Andalucia.

L. monocytogenes es un microorganismo
resistente a un amplio rango de factores
ambientales. Este hecho, unido a su ubicui-
dad, hacen que sea uno de los principales
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patdgenos transmitidos por los alimentos.
Los alimentos listos para el consumo donde
se ha encontrado una mayor prevalencia de
L. monocytogenes en Europa en 2017 son
pescado y productos derivados (6%), ensa-
ladas (4,2%), carnes y productos carnicos
(1,8%), quesos semi-curados y de pasta blan-
da (0,9%), frutas y vegetales (0,6%) y quesos
curados (0,1%) (EFSA, 2018).

En cuanto a la temperatura, L. monocytoge-
nes es un microorganismo psicrotrofo, capaz
de crecer a temperaturas de refrigeracion
(entre 2 y 4°C) habitualmente utilizadas para
almacenar y conservar alimentos listos para el
consumo (AESAN, 2011). La supervivencia de
L. monocytogenes a temperaturas de refrige-
racion puede producir una mejor adaptacion
y resistencia a posteriores tratamientos con
calor 0 a condiciones de estrés acido, osmo-
tico y oxidativo (Lado y Yousef, 2007). Sin
embargo, es un microorganismo sensible al
tratamiento térmico, inactivandose habitual-
mente a temperaturas por encima de 65° C.

Si se consideran otros factores ambienta-
les, los rangos en los que se puede presen-
tar crecimiento o supervivencia de L. mono-
cytogenes son: i) pH (HCI como acidulante:
4,2 —9,5); ii) actividad de agua (NaCl como
humectante: 0,90 a 0,99); iii) concentracion
de sal (% NaCl en fase acuosa: < 0,5 a 16).
Asimismo, presenta habilidad para crecer en
condiciones de microaerofilia, condiciones
aerdbicas y anaerdbicas y con concentra-
ciones de dioxido de carbono elevadas de
hasta un 30%. Las concentraciones minimas
inhibitorias de los &cidos mas frecuentemente
utilizados en la industria alimentaria varian de
3,8a5,4 mM para el 4cido lactico; de 10,3 a
20 mM para el 4cido acéticoy de 1,6 a3 mM
para el dcido citrico (ICMSF, 1996; Sauders y
Wiedmann, 2007).

Atendiendo al origen de la contaminacion
que dio lugar al brote, L. monocytogenes
presenta una gran capacidad para formar
biofilms, lo cual promueve su alta persis-
tencia. Chavant et al. (2002) estudiaron este
fendmeno en superficies de acero inoxidable,
goma, teflon, vidrio y polipropileno, mostrando
que L. monocytogenes se adhiere a superfi-
cies de acero inoxidable en cortos periodos
de tiempo generando material extracelular
(EPS). Una vez que el patdgeno coloniza
dichas superficies, puede persistir durante

largos periodos de tiempo siendo dificil su
erradicacion.

Esta alta capacidad de supervivencia y
diseminacion hace que se pueda encontrar
en diversos ambientes alimentarios, pudiendo
estar implicado en multiples rutas de con-
taminacion a través de materias primas o
superficies de trabajo. De hecho, los fendme-
nos de contaminacion cruzada posteriores al
procesado pueden aumentar su prevalencia a
valores considerados suficientes para causar
listeriosis humana (De Candia et al., 2015).

L. monocytogenes es considerado un
microorganismo intracelular facultativo, no
adaptado al hombre, y con mltiples rutas de
infeccidn y presentaciones de la enfermedad,
por lo que posiblemente no exista una tnica
dosis infectiva.

Los principales grupos de riesgo de listerio-
sis son las mujeres embarazadas, neonatos,
ancianos y enfermos inmunodeprimidos. Las
manifestaciones clinicas pueden variar desde
gastroenteritis febril hasta formas invasivas
mas graves, que incluyen sepsis, meningi-
tis, rombencefalitis, infecciones perinatales y
abortos (Allerberger y Wagner, 2010).

La principal fuente de infeccion es la ali-
mentaria, habitualmente con una dosis eleva-
da del patogeno en el alimento (McLauchlin
et al., 2004), que, tras superar la barrera
gastrica, es capaz de invadir y colonizar el
intestino delgado. L. monocytogenes penetra
en las células del hospedador por fagocitosis
0 a través de endocitosis mediada por recep-
tores en el hospedador para las proteinas de
superficie internalina A e internalina B del
patdgeno (Mengaud et al., 1996; Shen et al.,
2000). Inicialmente, es encapsulado dentro
una vacuola del hospedador, segregando la
denominada listeriolisina O (LLO), una toxina
que crea poros, asi como la fosfolipasa C, que
le permiten su salida de la vacuola al citosol
(Marquis et al., 1995). Es en el citosol donde
L. monocytogenes sintetiza la proteina que
induce la formacién de la actina, promoviendo
asi su motilidad y paso entre células, donde se
replica haciendo uso de metabolitos propios y

del hospedador (Chen et al., 2017), y donde
genera nucleomodulinas, una nueva genera-
cion de efectores bacterianos que provocan
cambios en el hospedador de distinta indole,
desde la modificacion morfoldgica de organe-
los hasta cambios en la transcripcion genética,
con el objeto de evadir la respuesta inmune del
hospedador (Radoshevich y Cossart, 2018). En
estudios recientes (Bierne et al,, 2018), se ha
demostrado que L. monocytogenes, clasica-
mente considerada como patdgeno citosdlico,
también puede crear nichos en vacuolas, esto
es, patdgeno vacuolar, donde permanece en
un estado de no crecimiento y de resistencia,
pudiendo asi explicar los casos de portadores
asintomaticos, los largos periodos de incu-
bacién en multitud de ocasiones, la mayor
resistencia a la accion de farmacos, e incluso
la mayor dificultad encontrada para el andlisis
de rutina del patogeno.

Caracterizar la relacion dosis-respuesta
entre el patogeno y el hospedador ha reci-
bido gran interés en los Ultimos afios con
el objeto de evaluar el riesgo de listeriosis.
Modelos matematicos dosis-respuesta como
el logistico-exponencial (FDA/FSIS, 2003) o el
exponencial (FAO/WHO, 2004) han gozado
de mayor reconocimiento por presentar un
mejor ajuste a las observaciones. Sin embar-
go, recientemente, Pouillot et al. (2015)
incorporaron una importante mejora en el
modelo exponencial reflejando la variabilidad
existente en la dosis, virulencia entre cepas,
susceptibilidad del hospedador y el rol de la
matriz alimentaria, describiendo del parame-
tro r mediante una distribucion log-normal;
este modelo estimaria que el mayor riesgo
de listeriosis procede de las cepas mas viru-
lentas y de los individuos mas susceptibles
(Buchanan et al., 2017).

La utilizacion de enfoques de tipo preventi-
vo, facilitan la implementacion de las medidas
de control a lo largo de la cadena de produc-
cion-distribucion, y permite el desarrollo de
sistemas de respuesta rapida, que faciliten
una correcta toma de decisiones. En un con-
texto gubernamental, estas medidas de con-
trol deben estar basadas en un esquema de
Andlisis de Riesgos, un proceso formado por



tres elementos interrelacionados: evaluacion
del riesgo, gestion del riesgo y comunica-
cion del riesgo (Reglamento CE 178/2002). La
evaluacion de riesgos es el componente cien-
tifico-técnico del andlisis de riesgos, y consiste
en un procedimiento sistematizado que se lle-
va a cabo con el fin de determinar los efectos
adversos para la salud de los consumidores
que pueden producirse como consecuencia
de su exposicion a peligros transmitidos por
los alimentos. Los resultados derivados de
una evaluacion de riesgos constituyen una
herramienta valiosa para la toma de decisio-
nes, deteccion de puntos criticos en la cadena
agroalimentaria, evaluacion de estrategias de
mitigacion (gestion de riesgos) y elaboracion
de normativas o estandares que faciliten el
comercio de alimentos (FAO/WHO, 2006).

Aunque la evaluacion de riesgos tiene su
principal uso en Salud Publica y Salud Comu-
nitaria, la industria agroalimentaria puede
también beneficiarse de su aplicacion, y para
ello, requiere de herramientas que faciliten
su adopcion sin necesidad de un profundo
conocimiento cientifico ni de una extensa
recopilacion de informacion.

Las herramientas de prediccion son un
conjunto de técnicas estadisticas y matemati-
cas que permiten estimar eventos, basandose
en la representacion adecuada de un sistema
y en el conocimiento de los factores/varia-
bles que lo rigen. En el ambito alimentario,
estas técnicas pueden aplicarse para prede-
cir cambios (bio)quimicos, microbioldgicos y
sensoriales de un producto alimenticio bajo
ciertas condiciones de produccion-distribu-
cion-consumo. Especificamente, el area de la
Microbiologia Predictiva se centra en el estu-
dio de la respuesta microbiana en entornos
alimentarios, proporcionando modelos mate-
maticos capaces de determinar el compor-
tamiento de los microorganismos en funcion
de ciertos factores, intrinsecos y extrinsecos
al alimento. Aunque incipiente, hoy en dia,
estas herramientas tienen un niimero amplio
de aplicaciones, en algunos casos reconoci-
das legalmente, como es para la evaluacion
del criterio de L. monocytogenes recogido en
Reglamento CE 2073/2005. También pueden
utilizarse, por ejemplo, para la determinacion
de vida til, evaluacion de la seguridad micro-
biologica de formulaciones alimentarias, iden-
tificacion de Puntos de Control Critico o defi-
nicion de limites criticos dentro de un sistema

de Andlisis de Peligros y Puntos de Control
Critico (APPCC). Son, ademas, base para el
desarrollo de estudios de evaluacion de ries-
gos, uno de los componentes del esquema de
Andlisis de Riesgos, y principal pilar cientifico
en los procesos de toma de decisiones para la
gestion de riesgos alimentarios. A partir de las
predicciones de un modelo, pueden disefar-
se politicas alimentarias, estrategias de con-
trol, 0 medidas de reduccion del riesgo. Sin
embargo, estas herramientas también cobran
relevancia en la gestion de brotes y alertas
alimentarias, sobre todo debido a que pueden
utilizarse de manera rapida y sin necesidad
de realizar experimentacion o trabajos de
laboratorio.

En el caso de un brote, como el de L. mono-
cytogenes ocurrido recientemente en Andalu-
cia, la recopilacion y gestion de datos en los
primeros estadios del brote es un aspecto cri-
tico para garantizar una respuesta adecuada
al mismo. Sin embargo, no en todos los casos
existe esta disponibilidad de informacion. La
falta de datos de presencia del patdgeno y
la identificacion de las principales rutas y varia-
bles de transmision es una de las principales
dificultades en la gestién de un brote como
el de Listeria. En estas situaciones, el uso de
herramientas de prediccion puede ayudarnos
a obtener una informacion valiosa en los pri-
meros momentos de la aparicion de un brote;
por ejemplo, evaluando la probabilidad de qué
rutas son las relacionadas con el brote. Para
ello, el modelo aplicado puede hacer uso de
los datos de trazabilidad recopilados, inclu-
yendo variables del proceso de produccion
y distribucion del producto (por ej. tiempo,
temperatura, pH, etc.), y con ellas estimar si
el peligro microbioldgico pudo sobrevivir bajo
tales condiciones o incluso incrementarse. De
esta manera, las primeras actuaciones pueden
aplicarse sobre aquellos lineales o canales de
distribucion identificados, por el modelo, como
de mayor riesgo, optimizando recursos y pro-
porcionando una respuesta rapida que lleve
al control efectivo del brote. Ademas, permite
determinar aquellas condiciones de riesgo en
el proceso, y por tanto, establecer o recomen-
dar medidas preventivas y correctoras a las
empresas implicadas en el brote. Por ejemplo,
existen modelos de transferencia que repre-
sentan y predicen matematicamente los feno-
menos de contaminacion cruzada. Con ellos
se podria evaluar si los datos obtenidos dentro
del estudio epidemioldgico del brote podrian
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corresponder con este tipo de contaminacion,
proporcionando asi cierta evidencia sobre el
origen del brote. Otro aspecto importante es
el uso de los datos de prediccion para conocer
los valores de concentracion final. Esta infor-
macion es, a veces, dificil de investigar debido
a la falta de disponibilidad del producto impli-
cado porque o bien ha sido ya consumido o por
el largo tiempo transcurrido entre la exposicion
y la aparicion de la enfermedad, caracteris-
tico, por ejemplo, de microorganismos como
L. monocytogenes, que tienen un largo tiempo
de incubacion. Estos datos de concentracion,
traducidos en términos de probabilidad de
enfermar en un esquema de evaluacion de
riesgos, y considerando el impacto en diferen-
tes grupos poblacionales, puede ser clave para
determinar los colectivos mas susceptibles
dentro del brote y derivar recomendaciones
especificas a las poblaciones de riesgo.

Si bien estas herramientas requieren cier-
tos conocimientos matematicos, su incor-
poracion en aplicaciones informaticas ha
mejorado su accesibilidad y facilitado su
aplicacion, como en el caso de la gestion de
brotes alimentarios, por personas no espe-
cializadas. A continuacion, presentamos una
tabla donde se recoge, de manera resumi-
da, un conjunto de aplicaciones informéti-
cas de prediccion con potencial en la gestion
de alertas y brotes alimentarios, asociados a
microorganismos patdgenos.

Las consecuencias derivadas de la reciente
alerta sanitaria por listeriosis han puesto de
relieve la necesidad de crear y/o actualizar
los procedimientos de seguridad alimentaria y
determinacion de vida Util en alimentos listos
para el consumo. A este respecto la Agencia
Espariola de Seguridad Alimentaria y Nutri-
cion (AESAN) en colaboracion con la Red
de Excelencia de priorizacion y evaluacion
cuantitativa de riesgos bioldgicos en Espafia,
BIOQURA, han publicado recientemente un
documento de orientacion para la verifica-
cién de estudios de vida atil en relacion a
L. monocytogenes en alimentos listos para
el consumo (AESAN, 2019). Se pretende que
dicho documento sea utilizado por las autori-
dades competentes de inspeccion para veri-
ficar la idoneidad de los estudios de vida util
en relacion con L. monocytogenes elaborados
por los operadores de empresas alimentarias
dedicadas a la fabricacion, envasado y reen-
vasado de alimentos listos para el consumo.
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Tabla 1. Principales aplicaciones informaticas y repositorios existentes relacionados con Evaluacion de Riesgos Microbiolégicos y

Microbiologia Predictiva

Aplicacion gratuita online, en espafiol, que predice la vida Util,

MicroHibro

evalla el riesgo microbiano y se emplea como herramienta para el

disefio de planes de muestreo.

Food chain lab

Recopilacion, manejo y andlisis de grandes cantidades de datos en
la investigacion de brotes alimentarios

Base de datos sobre la respuesta microbiana en alimentos.

Combase

Herramienta online que permite realizar predicciones de muerte y

crecimiento de microorganismos alimentarios.

FDA-IRISK

Todas estas herramientas pueden inte-
grarse en los procedimientos de seguridad
alimentaria basados en el Analisis de Riesgos
con objeto de prevenir y, en su caso, gestionar
de forma mas eficiente las alertas sanitarias
producidas por la presencia de patdgenos en
alimentos.
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para aliviar la tosferina”
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Este afio 2019 se celebra el centenario del
Premio Nobel en Fisiologia y Medicina otor-
gado a Jules Bordet por su contribucion al
avance en el conocimiento del sistema inmu-
nitario. Pero no es exactamente por su con-
tribucion a la inmunologia por lo que traigo
aqui a Bordet, sino por sus aportaciones en el
campo de la bacteriologia y, concretamente,
en el aislamiento del microrganismo respon-
sable de la tosferina. El propésito ultimo de
esta comunicacion no es escribir exclusiva-
mente sobre Bordet, sino usar como excusa
el centenario de su “Nobel” para hablar de la
tosferina, del microorganismo que la produ-
ce y, por Ultimo, de un remedio usado para
aliviar los sintomas de la tosferina que fue
muy popular en la Espafia de principios del
siglo XX. Todo salpicado con mucha microbio-
logia y anécdotas historicas.

EL EMINENTE BORDET

Jules Jean Baptiste Vincent Bordet
(panel 1, izquierda) era belga, a pesar de que
su nombre pueda sonar a francés. Nacié en
1870 en la localidad valona de Soignies. Tras
superar la ensefianza secundaria, un joven
Bordet de 16 afos ingresa en la Facultad de
Medicina de la Université Libre de Bruxelles,
donde se gradud en 1892. En 1894, gracias
a una ayuda del Gobierno belga, se traslado a
Paris al Institut Pasteur para trabajar con Elie
Metchnikoff, con quien empieza a interesarse
por el sistema inmunitario e investigar sobre

Quererte como nadie se imagina

es la tnica enfermedad que he tenido
desde que pasé la tos ferina

Quererte es innarrable

(0 quiero que lo sea)

Gloria Fuertes (1917-1998)

Panel 1. Fotografia de los principales protagonistas de esta historia. A la izquierda Jules Bordet y a la derecha

Francisco Palomares. Tomadas de la Wikipedia.

éste. En el afio 1900 regresa a Bruselas,
encargado de la direccion del Institut Anti-
rabique et Bactériologique du Brabant, pos-
teriormente Institut Pasteur de Bruxelles. Alli
trabaj6 para desentrafar los aspectos mas
controvertidos de la inmunologia de la época
y empieza a colaborar con Octave Gengou.
En el curso de sus trabajos, ambos aislaron el
microorganismo causante de la tosferina, lla-
mado originaimente el bacilo Bordet-Gengou.
Su nombre cientifico actual es Bordetella per-
tussis. El nombre del Género de la bacteria,

Bordetella, hace referencia a Bordet, mientras
que el especifico, pertussis, hace referencia a
la enfermedad, mas concretamente a uno de
los sintomas de la enfermedad, la tos violenta,
pues pertussis quiere decir eso. Este térmi-
no lo acufio Thomas Sydenham en 1679. En
espafiol se usa tosferina, palabra que refiere
que la enfermedad produce una tos parecida
al “aullido de las fieras”, una tos ferina. Algo
similar sucede con el nombre de la enferme-
dad en otros idiomas, por ejemplo, en italiano
se llama “tosse canina”, en inglés “whooping

1



12

ARTICULOS

SEM@FORO NUM. 68 | DICIEMBRE 2019

cough”, que se traduciria como “tos chillona”.,
En el articulo original de Bordet y Gengou,
publicado en 1906 en Annales de I'Institut
Pasteur, se habla sin embargo de [/e microbe
de la] coqueluche, que es como se conoce
a la enfermedad en francés. Coqueluche en
francés es capucha y se usa ese nombre
porque alli, en el pasado, los enfermos de
tosferina estaban obligados a cubrirse con
una. Coqueluche también se usa en caste-
llano, pero se usa mas frecuentemente en
América del Sur que en Espafia. Sea como
fuere, en todos los idiomas nos entenderan
si llamamos a la enfermedad pertussis. Bor-
det dejaria la direccion del Instituto en 1940,
aunque siguid activamente trabajando, “con-
tagiando” su entusiasmo y pasion cientifica a
los jovenes. Bordet moriria en 1961.

Después de 4 afios sin otorgarse por que-
dar desierto (de 1915 a 1918), Bordet recibe
en 1919 el Premio Nobel “por sus descubri-
mientos sobre la inmunidad’. Concretamen-
te, por su aportacion al conocimiento sobre la
inmunidad innata o, si se prefiere, el sistema
del complemento. La inmunidad innata, el
primer sistema que aparece en la evolucion,
es la primera linea de defensa que nos pro-
tege frente a los microorganismos que nos
rodean. Este sistema defensivo esta consti-
tuido, mas alla de la barrera fisicoquimica
que suponen los tejidos, por dos pilares basi-
cos: el celular y el humoral. Sucintamente, el
componente humoral esta formado por un
conjunto de proteinas, algunas de las cuales
son termoestables y otras termolabiles; esa
sutil pero importante diferencia de estabilidad
es precisamente una de las muchas contribu-
ciones hechas por Bordet al conocimiento del
sistema inmunitario y que le hicieron merece-
dor del “Nobel”. El componente termoestable
esta constituido por los anticuerpos, carac-
terizados por su especificidad, mientras que
el componente termolabil esta constituido
por el complemento, caracterizado por su
inespecificidad. Al complemento se le llamo
originariamente “alexina” por Hans Buchner;
asi también lo llamaria Bordet. Buchner seria
el que describiera que las alexinas tenian
capacidad bacteriolitica. El cambio del nom-
bre de alexina a complemento lo hizo otro
gran cientifico: Paul Ehrlich. Hoy en dia se
reconocen mas de 30 proteinas diferentes del

complemento (la palabra alexina ha quedado
en desuso), clasificadas en 9 grandes grupos,
designados desde C1 a C9. Las proteinas del
complemento sélo son funcionales tras su
activacion, lo que puede ocurrir por tres vias
diferentes, denominadas clasica, alternativa
y de unidn a lectinas.

Como vya dije mas arriba, al agente etiold-
gico de la tosferina es B. pertussis. Se trata
de una bacteria gramnegativa de pequefio
tamafio (0,8X0,4 pm; por comparacion, una
Escherichia coli mide 1X2 pm), forma cocoba-
cilar y aerobia estricta. Como es patdgena, su
material genético contiene numerosos genes
relacionados con la virulencia, quiza el mas
conocido sea la toxina pertussis. La toxina
tiene naturaleza proteica, en concreto es una
hexamero; 5 de las 6 proteinas del hexame-
ro son diferentes (se denominan de S1 a S5,
estando una S4 repetida). B. pertussis, como
muchos otros microorganismos patogenos,
produce varios efectos fisioldgicos, los mas
interesantes 1os inmunoldgicos. Se cree que,
si no todas, la mayor parte de las actividades
bioldgicas desencadenadas por el patdgeno
se deben a la toxina pertussis. La toxina es
capaz de unirse a unos receptores que estan
presentes en la membrana de muchas células
humanas diferentes. Ademas de esta toxina, la
bacteria posee otras toxinas y otros determi-
nantes de patogenia que contribuyen también
a la virulencia del microorganismo.

La enfermedad suena a pasado, a enfer-
medad erradicada. A esa percepcion de
inexistencia contribuye el hecho de que, en
nuestro pais, se registre un bajo nimero de
casos anualmente, lo que en definitiva se
debe a que hay una vacuna efectiva contra
la misma y que su cobertura en la poblacion
espariola es casi del 100%. Es decir, afortu-
nadamente la tosferina pasa desapercibida;
ni siquiera sale en los medios. No obstante,
en nuestro pais y otros de nuestro entorno se
ha detectado en los tltimos afios un aumento
del nimero de casos. Se podria hablar de una
reemergencia de la enfermedad, ya que en el
pasado su prevalencia era muchisimo mayor.

La razon de esta reemergencia en Espafia no
se debe, a diferencia de otros paises, a la
bajada en la cobertura vacunal a la que estan
desgraciadamente avocando las intolerables,
injustificables, infundadas y sin rigor cientifi-
€0 sugerencias de los movimientos antivacu-
nas, sino a otros factores. Debido a que el no
vacunar entrafia muchos riesgos, no esta de
mas recordar que es un hecho constatado
cientificamente que las vacunas funcionan,
son eficaces y seguras y que, desde que se
vienen utilizando, han posibilitado la dismi-
nucion de la mortalidad y morbilidad en la
poblacion, como demuestran los datos esta-
disticos. Asi mismo, es necesario insistir en
que al vacunar no solo se protege a la perso-
na que recibe la vacuna, sino que también se
esta protegiendo a todas aquellas personas
que, por una razén u otra, no pueden vacu-
narse. Por €so no es exagerado decir que la
vacunacion es uno de los actos de solidaridad
mas grandes que podemos hacer.

La enfermedad es causada por la infeccion
con la bacteria Bordetella pertussis. El con-
tagio por la bacteria suele ser por el aire, a
través de aerosoles conteniendo la bacteria.
Hasta el 75% de las personas susceptibles
a la enfermedad pueden contraerla, necesi-
tando muy poca carga bacteriana para ello,
tan poco como 140 células. La tosferina es
especialmente grave en bebés, pues su sis-
tema inmune esta en desarrollo y no ataca
eficientemente al microorganismo. La enfer-
medad cursa de la siguiente manera:

— INCUBACION: durante esta fase, como
en muchas infecciones microbianas,
la enfermedad es asintomatica; suele
durar 10 dias.

— CATARRAL: como su nombre indica, esta
fase se confunde frecuentemente con
un resfriado comun, de ahi la dificultad
para diagnosticar la enfermedad. Es en
ese momento cuando los sintomas de la
enfermedad estan comenzando, carac-
terizados por falta de apetito, moqueo y
tos leve. Suele durar entre 2 y 7 dias.
Esta es la fase mas contagiosa.

— PAROXISMAL: es la fase grave porque
es cuando aparece la tos violenta, con-
vulsa, que suele acompanarse de vomi-
tos. Es en este momento en el que las
toxinas bacterianas se diseminan por el
cuerpo del enfermo. Puede durar una
semana e incluso varios meses. La tos



convulsa, caracteristica de la tosferina,
se puede observar en el siguiente video:

— CONVALECIENTE: en los casos favo-
rables, la tos va desapareciendo poco
a poco hasta que el paciente se recu-
pera. Puede durar de varias semanas
a meses.

La historia de la vacunacion frente a B. per-
tussis es larga y tiene su inicio poco después
del aislamiento de la bacteria, a principios del
siglo XX. Al desarrollo de las sucesivas vacu-
nas contribuyeron numerosas personas, sin
embargo, hay que mencionar el trabajo de
dos cientificas, Pearl Kendrick y Grace Edel-
ring quienes, en 1934, habian conseguido
un preparado de vacuna obtenido a partir de
la bacteria crecida en agar Bordet-Gengou
y desactivada con thimerosal (un compuesto
basado en mercurio). Las primeras vacunas
disponibles fueron, por tanto, de células ente-
ras, pero se sustituyeron por las acelulares,
usando principalmente las diferentes toxinas
del bacilo como subunidades. En Espafia,
actualmente, el calendario de vacunacion de
la tosferina incluye 5 dosis espaciadas en el
tiempo. La vacuna es triple porque incluye,
también, a la difteria y el tétano; es la vacu-
na conocida como DTPa (desde hace unos
afos la vacuna administrada en Espafa es
acelular para B. pertussis). LA DTPa esta
basada en los toxoides de los tres microor-
ganismos: Corynebacterium diphteriae, Clos-
tridium tetani'y B. pertussis.

No hay un tratamiento definitivo contra la
enfermedad, solo la prevencion mediante
vacunacion. Para los aquejados de tosferina,
el tratamiento mas efectivo es la administra-
cion de antibigticos macrolidos (eritromicina,
azitromicina, etc), aunque sdlo suelen ser
efectivos si la enfermedad se diagnostica y
trata en sus primeras etapas. La antibiotera-
pia se debe realizar también a las personas
cercanas al paciente, para evitar que se infec-
ten o que la infeccion se extienda en cadena a
mas individuos. Los pacientes con tosferina
son infectivos desde la fase catarral hasta la
tercera semana, mas o menos, del comienzo
del paroxismo. Si la enfermedad cursa, sus
sintomas no se alivian facilmente, asi que,
una vez mas, la mejor opcion es prevenir la
enfermedad, es decir, mantener una alta tasa
de cobertura vacunal en la poblacion, sobre

todo en bebés, nifios y ancianos. La clave, por
tanto, es la primovacunacion y sus refuerzos.

Espero haber dejado claro que aliviar los
sintomas de la tos convulsa es dificil, a veces
ni si quiera se consigue con los modernos anti-
tusivos, corticoides o broncodilatadores mas
comunes. Antes de disponer de estos moder-
nos medicamentos, los pacientes eran tratados
usando remedios conteniendo plantas medici-
nales. Muchos de esos remedios se basaban
en viejas recetas que se transmitian oralmente,
otros eran formulaciones mas 0 menos fun-
dadas en cierto conocimiento cientifico. Sea
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como fuere, uno de esos remedios se hizo muy
popular en la Esparia de principios del siglo XX
y fue conocido como el “jarabe protestante” o
“de la calle Relator”. Se conocia por es0s nom-
bres porque la persona que formuld el popular
remedio fue un médico y pastor protestante
que lo dispensaba en su Iglesia, sita en la calle
Relator de Sevilla. Su nombre Francisco Palo-
mares Garcia (panel 1, derecha).

Palomares, el pastor protestante, nace
en Requena (Valencia) en 1835 y muere en
Sevilla en 1915. Ejerci6 su pastorado en la
lglesia de San Basilio (panel 2, arriba), tras
la compra en 1871 del, en ruinas por aquella
época, Convento de San Basilio. Situado en
la calle Relator, fue en ese Convento/Colegio

Panel 2. El remedio de la calle Relator y la Iglesia de San Basilio. En la parte superior, fotografia de la Iglesia de

San Basilio, donde se dispensaba el jarabe, que fue donde se fundd la Hermandad de la Macarena de Sevilla y es
sede actual de la Iglesia Espafiola Reformada Episcopal. En la parte inferior, fotografia de una de las etiquetas que
se ponian al frasco del jarabe del doctor Palomares. Nétese la firma de Palomares, inscrita en la etiqueta de cada

uno de los frascos que vendia.


https://www.facebook.com/lightforriley/videos/1538734389770670/
https://www.facebook.com/lightforriley/videos/1538734389770670/
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de los Basilios donde se fundé en 1595 la
Hermandad popularmente conocida como la
Macarena. Esta Hermandad, mundialmente
conocida, siempre ha procesionado por la
calle Relator, excepto durante un tiempo cor-
to coincidente con la Guerra Civil Espariola.
Ademas de religioso, Palomares fue también
un destacado médico en Sevilla. De hecho,
estudié Medicina en la ciudad, obteniendo
su titulo con 47 afios. Parece que el religioso
se hizo especialista en enfermedades respi-
ratorias, no es extrafio, por tanto, que for-
mulara el jarabe. Como decia en su etiqueta
(panel 2, abajo) [el jarabe es] “especifico
contra el asma y la bronquitis y especifica-
mente contra la tosferina”. Se supone que el
jarabe debid ser efectivo contra la tosferina
(esto no ha podido ser comprobado, como
tampoco ha sido posible obtener la receta)
porque sevillanos y personas de lugares cer-
canos se acercaban a comprar el menciona-
do jarabe y a “precio de costo”. Palomares
nunca hizo distincion entre personas, fueran
protestantes, catolicos o de otras religiones,
siempre vendio su jarabe a precio de costo
y con su firma manuscrita en el envoltorio
(panel 2, abajo). El jarabe se hizo muy famo-
S0 y pronto fue conocido en Sevilla como el
jarabe de la calle Relator o jarabe protes-
tante. Para entender el porqué del éxito del
jarabe protestante es necesario conocer, de
forma sucinta, el contexto historico de la
Sevilla de finales del siglo XIX y principios
del XX. Paraddjicamente, ese contexto no
dista mucho, salvando las distancias, del
contexto actual, pues la Espafa de la época,
como la de ahora, estaba inmersa en una
crisis con tres patas: econdmica, politica y
social. Las tres cosas, evidentemente, hacian
que Espafa fuera un pais retrasado y poco
modernizado. La higiene era pésima porque
los servicios mas basicos, como los de sumi-
nistro de agua y alcantarillado urbano, eran
pésimos. Todo eso, sumado a la incultura,
falta de moralidad y habitos de vida poco
saludables, hacia que enfermedades como
la fiebre tifoidea, la tuberculosis, la difteria o
la tosferina, todas ellas producidas por bac-
terias, camparan a sus anchas. La tosferina,
de hecho, llegd a ser considerada en la épo-
ca una enfermedad endémica en las grandes
urbes espafiolas, como Sevilla. Ademas, se
producian también epidemias que generali-
zaban el padecimiento de la poblacién. Asi,
la mortalidad y morbilidad de la Espafa de
la época era muy altas. La ciudad de Sevilla

de la época no era una excepcion. A finales
del siglo XIX'y principios del XX alrededor
del 65% de los sevillanos eran analfabetos y
tenian una esperanza de vida de 35 afios y
una mortalidad infantil de vértigo. La ciudad
era considerada una ciudad peligrosa para
vivir, quiza, la tercera peor ciudad para vivir
después de Bombay y Madras, ambas en la
India. En suma, no es de extrafiar que en
una Sevilla empobrecida y con una alta pre-
valencia de la tosferina, un remedio “bara-
to”, a veces regalado, como el del doctor
Palomares, tuviera éxito. Si bien, como se
ha mencionado mas arriba, no queda cons-
tancia de la receta del jarabe del doctor Palo-
mares contra la tosferina, Antonio Caravaca
Ramirez, en su trabajo fin de Grado titulado
“El jarabe de la calle Relator”, se aventura a
decir que “Podria [el jarabe] estar compues-
to de algun ingrediente narcdtico (heroina,
cocaina, opio, etc.), 0 antiespasmadico como
la belladona o la grindelia, o de antipirina
(usado por el sefior Burgos Nevado en su
jarabe contra la tos ferina) que aliviaran los
espasmos de la tos, ademds de ofros ingre-
dientes expectorantes o suavizantes de las
vias respiratorias como extractos de hierbas
balsamicas y miel.” Poco mas se puede afia-
dir. Volviendo a Palomares, queda por men-
cionar que dos de sus proyectos, la fundacion
de un Hospital y de un Museo de la Inquisi-
cion, nunca llegaron a término. Palomares
creia en la necesidad de tener un Hospital,
aunque fuera pequefio, un dispensario para
protestantes, precisamente en un edificio
donde los protestantes hubieran sufrido tor-
mento por parte de la Inquisicion. Este suefio
no se hizo realidad porque los fondos que
obtenia de la venta del jarabe eran, a todas
luces, insuficientes. El museo de la Inqui-
sicion, como tal, tampoco llegé a existir, si
bien Palomares llegd a recopilar numerosos
objetos relacionados con la Inquisicion y que
se exponian en la sacristia de San Basilio. En
la lglesia estan enterrados unos inquisidores
bajo una lapida de marmol. Las piezas del
“Museo” no se han conservado; ni siquiera
hay constancia de que en el actual Museo de
la Inquisicion de Sevilla, situado en el Castillo
de San Jorge, en Triana, se conserven piezas
provenientes de la coleccion de Palomares.
El doctor Palomares lleg6 a ser una persona
muy conocida y querida en Sevilla. Por eso, el
ayuntamiento de la Il Republica le dedico una
calle (la antigua calle del Laurel, hoy Borda-
dor Rodriguez Ojeda), que la intolerancia de

los franquistas acabd por renombrar. Ya en
democracia, el Ayuntamiento de Sevilla daria
el nombre de “Doctor Palomares Garcia” a
una calle en el barrio de Sevilla Este. Si bien
el doctor Palomares Garcia fue muy conocido
en Sevilla, no menos lo fue su hijo Francisco
Palomares del Pino, conocido como el “Mari-
no”. El hijo fue capitan de corbeta, torero,
coleccionista, poeta y autor teatral, inventor
o fundador del periddico republicano El Pais.
Por ser fue hasta soldado voluntario en la |
Guerra Mundial, la de 1914, junto al ejér-
cito francés en Verdun. Por mencionar una
anécdota mas del hijo, decir que inaugurd la
iluminacion eléctrica de la Plaza de toros de
la Maestranza, compartiendo cartel y hacien-
do el paseillo con Lagartijo Chico y Corchaito.
Los Palomares, padre € hijo, se encuentran
enterrados en el cementerio “protestante” de
Sevilla. Ambos genios y figuras.

Ademas de en la Wikipedia, podéis encon-
trar mas informacion en:

Caravaca Ramirez, A. 2016. Trabajo Fin de Grado
“El jarabe de la calle relator”. Accesible a través
del Deposito de Investigacion de la Universidad de
Sevilla en formato PDF en la direccion Web

Bordet, J; 0, Gengou. 1906. Le microbe de la
coqueluche. Annales de I'Institut Pasteur 2, pp.
731-741. Accesible en

Jules Bordet Biographical, The Nobel Prize in Physiology
or Medicine 1919. Accesible en

Finger, H, von Wirsing Koenig, CH. 1996. Bordetella.
Chapter 31, Medical Microbiology, 4th edition.
Accesible en

Nieves, DJ; Heininger, U. 2016. Bordetella pertussis.
Microbiol Spectrum 4. doi:10.1128/microbiolspec.
El10-0008-2015

Melvin, JA; Scheller, EV; Miller, JF; Cotter, PA. 2014.
Bordetella pertussis pathogenesis: current and future
challenges. Nat Rev Microbiol 12, pp 274-288.

Francisco Palomares Garcia. Real Academia de la Historia.
Accesible en

Zoido, A. 2017. Los dos protestantes de la calle
Feria. EI Correo de Andalucia. Accesible en

La Iglesia de San Basilio. Accesible en


https://idus.us.es/xmlui/bitstream/handle/11441/50488/Caravaca%20Ram%c3%adrez%2c%20Antonio.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://idus.us.es/xmlui/bitstream/handle/11441/50488/Caravaca%20Ram%c3%adrez%2c%20Antonio.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://idus.us.es/xmlui/bitstream/handle/11441/50488/Caravaca%20Ram%c3%adrez%2c%20Antonio.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://idus.us.es/xmlui/bitstream/handle/11441/50488/Caravaca%20Ram%c3%adrez%2c%20Antonio.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://www.biusante.parisdescartes.fr/histoire/medica/resultats/index.php?cote=annee190604&p=1&do=page
https://www.biusante.parisdescartes.fr/histoire/medica/resultats/index.php?cote=annee190604&p=1&do=page
https://www.biusante.parisdescartes.fr/histoire/medica/resultats/index.php?cote=annee190604&p=1&do=page
https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1919/bordet/biographical/
https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1919/bordet/biographical/
https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1919/bordet/biographical/
https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1919/bordet/biographical/
https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1919/bordet/biographical/
http://dbe.rah.es/biografias/35023/francisco-palomares-garcia
http://dbe.rah.es/biografias/35023/francisco-palomares-garcia
https://elcorreoweb.es/sevilla/los-dos-protestantes-de-la-calle-feria-YA3662274
https://elcorreoweb.es/sevilla/los-dos-protestantes-de-la-calle-feria-YA3662274
https://elcorreoweb.es/sevilla/los-dos-protestantes-de-la-calle-feria-YA3662274
https://iglesiasanbasilio.es/
https://iglesiasanbasilio.es/
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Acto inaugural de BioRemid 2019: miembros del comité organizador y cientifico, ponentes e investigadores participantes en el evento.

El pasado 24 y 25 de octubre se celebrd
con gran éxito la segunda edicion del “Inter-
national Meeting on New Strategies in Biore-
mediation Processes - BioRemid 2019” en
Porto (Portugal). El lugar elegido para la reu-
nion fue el Auditorio de la Biblioteca Municipal
Almeida Garrett, situada en los Jardines del
Palacio de Cristal, muy cerca del centro de
la ciudad.

En esta ocasion, la organizacion del con-
greso ha sido a cargo de la Dra. Olga C. Nunes
Yy SU equipo, pertenecientes al Departamento
de Ingenieria Quimica de la Facultad de Inge-
nieria de la Universidad de Oporto (FEUP), a
quien le cedio el testigo la Dra. Concepcion
Calvo, del Instituto de Investigacion del Agua
de la Universidad de Granada y miembro del
grupo de Biodeterioro, Biodegradacion y Bio-
rremediacion de la SEM, en la primera edicion
de este congreso internacional organizado
hace dos afios en Granada.

La reunion ha constituido el punto de
encuentro de mas de ciento cuarenta
investigadores y representantes del sector
industrial y académico, relacionados con la
biorremediacion de ambientes contaminados,
procedentes de 16 paises diferentes perte-
necientes a 4 de los 6 continentes, Europa,
América, Asia y Africa.

Durante estos dos dias los asistentes han
podido disfrutar del orden de 9 conferencias
plenarias, 18 comunicaciones orales y mas de
100 comunicaciones en formato pdster, de las
que se seleccionaron 9 para comunicaciones
orales cortas por jovenes investigadores. La
tematica, muy amplia y variada, ha cubierto
aspectos como la identificacion y monitoreo
de contaminantes, nuevas tecnologias de
biotratamiento, nuevos agentes biodegrada-
dores y estrategias basadas en consorcios
microbianos, degradacion y biorremediacion
de contaminantes prioritarios y emergentes,

bioprocesos para la recuperacion de residuos
destinados a la produccion de materiales
y energia, impactos antropogénicos en las
comunidades microbianas, y modelos mate-
maticos para procesos de biorremediacion.
Todas ellas de alta calidad cientifica y en torno
a las cuales se ha generado intenso debate.

El congreso cerrd con una maravillosa con-
ferencia abierta impartida por el Dr. Kenneth
Timmis, del Instituto de Microbiologia de la Uni-
versidad Técnica de Braunschweig (Alemania)
en la que presento diferentes aspectos relacio-
nados con la necesidad urgente de educar a la
sociedad en Microbiologia y los beneficios que
ello supondria de cara a un futuro sostenible.

El grupo de Biodeterioro, Biodegradacion y
Biorremediacion de la SEM ha apoyado nue-
vamente esta iniciativa, concediendo ademas
un premio de 300 euros a la mejor comunica-
cion oral corta presentada por investigadores
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j6venes, titulada “Enrichment of bacterial con-
sortia capable of biodegrading two persistent
fluorinated fungicides” presentada por Diogo
A. M. Alexandrino de la Universidad de Oporto
(Figura 1).

Otros dos premios a comunicaciones orales
cortas, de 200 euros cada uno, han sido conce-
didos por dos de las empresas patrocinadoras
del evento, Lipor y Adventech, a Ana S. Olivei-
ra, de la Universidad Catdlica Portuguesa, por
la comunicacion titulada “Specialized degrading
granules effective for biaugmentation of Aerobic
Granular Sludge reactor treating 2-fluorophe-
nol in wastewater” y a Roberto E. Durdn, de
la Universidad Técnica Federico Santa Maria
(Chile), por la comunicacion titulada “Genomic
and physiological characterization of Alcalige-
nes aquatilis QD168 reveals a robust adaptive
response to polluted marine environments”.

Gracias a las relaciones del Grupo BBB de
la SEM con la International Biodeterioration
and Biodegradation Society (IBBS), la revista
International Biodeteriotation and Biodegrada-
tion tiene previsto publicar un nimero especial
dedicado al congreso recogiendo algunas de
las comunicaciones presentadas en el mismo.

Continuando con la reciente tradicion, la
Dra. Olga C. Nunes anuncio en el acto de
clausura la celebracion de la préxima edicion
de este congreso, en 2022, cuya organizacion
correrd a cargo del Dr. Philippe Corvini, del
Instituto de Ecoemprendimiento de la Univer-

Aguilar Romero, Inés Maria
Conde Martin, Ana
Couceiro Nufiez, Noelia
Estrella Gonzdlez, M? José
Fernandez Lopez, Radl
Gomez Limia, Lucia

Hernandez Pifieiro, Sara Belén

Figura 1. Entrega del premio del Grupo de Biodeterioro, Biodegradacion y Biorremediacion de la SEM a la mejor
comunicacion oral corta presentada por jovenes investigadores a Diogo A. M. Alexandrino por Ana M. Garcia,

Presidenta del Grupo.

sidad de Ciencias Aplicadas del Noroeste de
Suiza, y que tendra lugar en Basilea (Suiza).

Jurado Martin, Irene
Ladero Aufion, Iraia
Limdn Mirdn, M. Carmen
Lopez Garrido, Javier
L6pez Moreno, Ana

Mari Tur, Miguel

Martinez Gallardo, Maria Rosa

Esperamos que esta tercera edicion sea
tan fascinante como ha sido BioRemid 2019.

Menéndez Muntaner, Ana
Pardo Medina, Javier
Ramiréz-Duran, Ninfa
Rodriguez Moreno, Luis
Schéfer, Sebastian

Siles Castellano, Ana Belén

Toribio Gallardo, Ana Josefa
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REDESMI en marcha: progresando en la conservacion

y revalorizacion de los recursos genéticos espaioles

Lidia Rodrigo-Torres', Aurora Zuzuarregui Mirg?,
José Miguel Lopez Coronado® y Rosa Aznar Novella*

Coleccion Espariola de Cultivos Tipo. 'Gestora REDESMI. ?Gestora recursos microbianos CECT. *Responsable de informatica y patentes. *Directora de la CECT y REDESMI

El pasado 2 de octubre la CECT organi-
z6 la Jornada de Formacion “Conservacion
y Gestion de Recursos Microbianos” en el
Parc Cientific de la Universitat de Valencia,
dirigida a los miembros de la Red Espariola
de Microorganismos “REDESMI”. La jornada
contd con 29 asistentes, representando a 18
colecciones de investigacion de las 41 que

actualmente forman parte de la red (coleccio-
nes REDESMI). Dichas colecciones albergan
mas de 90.000 cepas de arqueas, bacterias,
levaduras, hongos filamentosos, virus y mi-
croalgas.

REDESMI estd apoyada por el proyecto
RMP2015-00001-00-00 “Conservacion

sostenible de recursos microbianos espario-
les bajo estandares de calidad mediante una
aproximacion integradora y potenciando su
visibilidad”, financiado por la Agencia Estatal
de Investigacion a través del INIA con fon-
dos FEDER, siendo esta Jornada de Forma-
cion una de las tareas planteadas en dicho
proyecto. Ademas, actualmente REDESMI
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estd integrada en la web de MicroBioSpain
( ), una Red de Exce-
lencia financiada por el proyecto CGL2016-
81969-REDT “MicroBioSpain, integracion
de la red espafiola de microorganismos
“REDESMI” en la Infraestructura Europea de
Investigacion “Microbial Resource Research
Infraestructure, MIRRI” que tiene como ob-
jetivo la creacion del nodo espafiol de MIRRI
(Microbial Resource Research Infraestructure,
) y en la que participan 8 ins-
tituciones (BEA-ULPGC, CECT-UV, CIAL, IATA,
INIA, IPLA, IRTA'y CNTA), todas ellas cuentan
con CC publicas y/o de investigacion. MIRRI es
una Infragstructura de Investigacion Europea
encaminada a facilitar el acceso a los recursos
microbianos e impulsar la investigacion e inno-
vacion de base microbioldgica. La vision de M-
RRI es ser una plataforma Unica, paneuropea
y de alto rendimiento que aporte valor afadido
a la biodiversidad microbiana y que facilite la
explotacidn de recursos y conocimientos para
impulsar la bioeconomia y las biociencias.

En linea con MIRRI, a nivel nacional REDES-
MI tiene como objetivo situar en el mapa las
colecciones de microorganismos que guardan
los investigadores en sus laboratorios y ha-
cerlas visibles tanto a la comunidad cientifica
como a la industria agroalimentaria y bio-
tecnoldgica, en general. En este sentido, la
CECT, como lider del proyecto, se encarga de:
i) buscar dichas colecciones, contactando con
los investigadores, i) dar apoyo y formacion
en buenas practicas y aspectos legales, para
su manejo y iii) desarrollar herramientas para
facilitar su gestion, asi como visibilizar las ce-
pas que conservan. La Jornada de Formacion
se centrd en estos dos Ultimos puntos, con
charlas impartidas por el personal de la CECT.

M? Carmen Macian (macianro@cect.org)
y Laura Ldépez (hongos@cect.org), curator

de procariotas y eucariotas, respectivamente
(CECT-UV), explicaron las diferentes metodo-
logias de conservacion empleadas en la CECT
como “Buenas practicas en la conserva-
cion de Microorganismos” para preser-
var la viabilidad de las cepas en el tiempo,
evitando en lo posible la deriva genética, y
comentaron las buenas practicas de conser-
vacion y gestion que exigen las normativas
en cuanto a gestion de calidad, bioseguridad
y bioproteccion.

Aurora Zuzuarregui (

), gestora de recursos microbianos
(CECT-UV), centrd su charla sobre “Aspectos
legales del uso de recursos microbianos”
en el Protocolo de Nagoya, describiendo la
normativa espafola y europea derivadas
del mismo, y que tratan sobre el acceso a
los recursos genéticos para su utilizacion,
con fines comercial y no comercial, y al
reparto justo y equitativo de los beneficios
que se deriven de ella. “Utilizacion” en este
contexto se entiende como la realizacion de
investigacion sobre la composicion genética
0 bioquimica del recurso. Se presentaron
los tres documentos fundamentales para
el cumplimiento de la legislacion y que
se deben conservar durante al menos
20 afios después de la ultima utilizacion: i)
PIC “Prior Informed Consent’, o solicitud de
acceso; i) MAT “Mutually Agreed Terms”,
0 condiciones mutuamente acordadas; iii)
IRCC “Internationally Recognized Certificate
of Compliance”, que recopila la informacion
del PIC y el MAT y es accesible a través de la
plataforma de absch ( ).
Toda la informacion referida al Convenio de la
Diversidad Biologica, al Protocolo de Nagoya
y a la normativa espafiola y europea esta
disponible en la pagina web del Ministerio de
Transicion Ecoldgica, apartado Biodiversidad,
subapartado

José Miguel Lopez ( ),
responsable de informatica y patentes
(CECT-UV), presentd la “Aplicacion web”,
desarrollada en el marco del proyecto, con
la que se generara un catalogo publico de
cepas disponible a través de www.microbios-
pain.org/servicios-cepas/ (de modo similar al
catalogo de la CECT). En este catdlogo, los
interesados podran: i) buscar cepas con al-
guna caracteristica biotecnoldgica de inte-
rés; ii) conocer el grupo de investigacion y
centro que custodia dichas cepas y, con ello;
iii) contactar directamente con el grupo para
solicitar la cepa, establecer colaboracion, etc.
Ademas, permitird la gestion interna de las
colecciones i.e. localizacion de la cepa, da-
tos sobre la viabilidad, conservacion, etc., lo
que es imprescindible cuando se maneja un
numero elevado y creciente de cepas, y que
las asistentes recibieron con gran interés. La
aplicacion estara disponible publicamente y
mostrara los “Términos de Uso” que deberan
ser aceptados previamente al acceso. Sera
de uso gratuito para las colecciones de RE-
DESMI, mientras dure el proyecto, y se prevé
establecer una tarifa minima para garantizar
Su mantenimiento sostenible a largo plazo.

Desde la CECT animamos a los investiga-
dores que conservan colecciones de microor-
ganismos en sus centros a que Se unan a
REDESMI, beneficiandose de este modo de
los resultados de este proyecto, y al mismo
tiempo, contribuyan a la conservacion y re-
valorizacion de los recursos microbianos es-
pafioles. Puedes encontrar mas informacion
en ,'y en Facebook y
twitter; @MicroBioSpain.

*Las presentaciones de la jornada estaran
disponibles en la pagina web de MicroBioS-
pain ( ).


http://www.microbiospain.org
http://www.mirri.org
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25 ANOS DEL GRUPO DE MICROBIOLOGIA MOLECULAR

Adela Gonzalez de la Campa

25 aios del grupo de Microbiologia Molecular

Presidenta del grupo
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El grupo de Micro-
biologia Molecular
estda compuesto por
grupos que estudian
procesos microbiolo-
gicos desde el punto
de vista molecular.
Los microorganis-
mos y los procesos

estudiados son diversos, aunque el enfoque
y los métodos de estudio confluyen. Esto
hace que se establezcan colaboraciones e
interacciones continuas entre los grupos. El
grupo especializado comenzo su actividad el
11 de abril de 1995. Dentro de la SEM es
uno de los grupos mas numerosos. Su nime-
ro de socios es actualmente de 334, cifra que
ha ido aumentando constantemente desde su
creacion. La mayoria de los socios del grupo
trabajan en Universidades (63%) y un 23%
en Organismos Publicos de Investigacion.
El resto esta dividido entre hospitales (5%),

Figura.1. Lugar y afio de celebracion
de las reuniones del grupo desde su
creacion.

Josep CasadesUs Pursal Sevilla
Antonio Judrez Giménez Barcelona
Juan M? Garcia Lobo Cantabria
Marfa Molina Martin Madrid
Bruno Gonzélez Zorn Madrid

empresas (4%), centros extranjeros (3%), 0
fundaciones (2%).

Alo largo de estos afios el grupo ha teni-
do cinco presidentes (Tabla) que han sido
un estimulo para el mismo y a los que todos
agradecemos su dedicacion. Es un grupo
muy activo, que ha celebrado doce reunio-
nes (Figura 1), gracias a la excelente dispo-
sicion y duro trabajo de sus organizadores. La
préxima reunion se celebrara en Granada en
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1995 — 2000
2000 — 2004
2005 - 2008
2009 - 2013
2014 -2018

septiembre de 2020 (Figura 2), estais todos
invitados a participar.

En todas estas reuniones ha habido una
amplia participacion, con charlas invitadas para
cientificos establecidos y charlas de trabajo
para los investigadores mas jovenes, todo ello
en un ambiente cordial, amigable y estimulante.

Ademas, se han concedido 5 premios
financiados por la empresa Biomedal para
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articulos originales publicados durante los
dos afios previos a la reunion, realizados total
0 parcialmente en un laboratorio ubicado en
Espafa. Las publicaciones seleccionadas,
todas excelentes fueron las siguientes:

|.  Barcelona 2010. Selva L, Viana D,
Regev-Yochay G, Trzcinski K, Cor-
pa JM, Lasa I, Novick RP, Penadés
JR. (2009). Killing niche competitors
by remote-control bacteriophage
induction. Proc Natl Acad Sci U S A.
106: 1234-1238.

II.  Palma de Mallorca 2012. Belda-Fe-
rre P, Alcaraz LD, Cabrera-Rubio R,
Romero H, Simon-Soro A, Pignate-
lli M, Mira A. (2012). The oral meta-
genome in health and disease .ISME J.
2012 6:46-56.

Ill. Segovia 2014. MA Sanchez-Ro-
mero y J Casadests (2014). Contri-
bution of phenotypic heterogeneity to
adaptive antibiotic resistance. Proc Natl
Acad Sci U SA. 111:355-60.

IV. Sevilla 2016. Cota I, Sanchez-Ro-
mero MA, Hernandez SB, Puc-
ciarelli MG, Garcia-del Portillo F,
Gasadesus J. Epigenetic control of
Salmonella entérica O-antigen chain
length: a tradeoff between virulence
and bacteriophage resistance. PLos
Genet 11:61005667.

V. Zaragoza 2018. Castafieda-Garcia
A, Prieto Al, Rodriguez-Beltran J,
Alonso N, Cantillon D, Gostas C,
Pérez-Lago L, Zegeye ED, Herranz
M, Plocinski P, Tonjum T, Garcia
de Viedma D, Paget M, Waddell SJ,
Rojas AM, Doherty AJ, Blazquez J. A
non-canonical mismatch repair pathway
in prokaryotes. Nature Comm 8: 14246.

Figura 2. Anuncio de la proxima reunion del grupo.

En este numero especial se presenta la
actividad de 26 grupos, algunos represen-
tados en el especial de 2014 y otros no
representados entonces. El interés y la cali-
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dad del trabajo realizado por los diferentes
grupos queda patente en estas presenta-
ciones y esta avalada por las publicaciones
presentadas.
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Bases moleculares de la accion de antimicrobianos

en estreptococos

Adela Gonzalez de la Campa

Unidad de Genética Bacteriana, Centro Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos Il

Crtra Majadahonda-Pozuelo Km 2, 28220 Madrid

agcampa@isciii.es

Foto del grupo: De izquierda a derecha.
Detras: Maria José Ferrandiz, Monica
Amblar, Adela Gonzdlez de la Campa, Maria
Teresa Garcia. Delante: Miriam Garcia Lopez,
Patricia Rabanal

Nuestro grupo estudia desde hace mas
de 20 afios los mecanismos de resistencia a
antibidticos en bacterias patégenas Gram-po-
sitivas, especialmente Streptococcus pneu-
moniae (SPN), mediante una combinacion
de estudios moleculares basicos y otros mas
aplicados (epidemiologia, emergencia in vivo
de resistencia durante el tratamiento antibi6-
tico), incluyendo tanto antimicrobianos utili-
zados para el diagndstico (optoquina) como
otros utilizados en el tratamiento de infec-
ciones (principalmente las fluoroquinolonas
levofloxacina y moxifloxacina), o no utilizados
todavia como la seconeolitsina. Los objetivos

del grupo son conocer las bases molecula-
res de la accidn de antimicrobianos asi como
buscar nuevos compuestos y nuevas dianas
de accion. El grupo esta formado actualmente
por un Investigador Cientifico del CSIC (Adela
Gonzalez de la Campa), dos Cientificas Titu-
lares del ISCIII (Maria José Ferrandiz y Monica
Amblar), una profesora contratada doctor de
la UCM (Maria Teresa Garcia), una contratada
predoctoral (Miriam Garcia Lopez) y una estu-
diante TFG (Patricia Rabanal).

En los Ultimos diez afios nos hemos cen-
trado en el estudio de la organizacion topo-
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|dgica del cromosoma de SPN, un aspecto
fundamental para el desarrollo de nuevos
antimicrobianos y para la mejora del trata-
miento antibidtico. El cromosoma presenta
una compactacion (de hasta 1000-veces)
Optima para armonizar su replicacion, segre-
gacion cromosomica y expresion génica.
Dicha compactacion esta mediada tanto por
el nivel de superenrollamiento del DNA (SC)
como por la asociacion de proteinas de unién
al nucleoide (NAPs). El nivel de SC en SPN
depende principalmente de las actividades
enzimaticas de sus DNA topoisomerasas,
alcanzandose un equilibrio homeostatico por

21



25 ANOS DEL GRUPO DE MICROBIOLOGIA MOLECULAR

22

SEM@FORO NUM. 68 | DICIEMBRE 2019

las actividades opuestas de las topoisome-
rasas que relajan el DNA (topoisomerasas | y
IV), y de la girasa, que introduce SC negativo.
Las fluoroguinolonas (FQs) inhiben la girasa y
la Topo IV formado un complejo ternario enzi-
ma-DNA-FQ que produce roturas de cadena
doble. La resistencia a FQs se origina prin-
cipalmente por la alteracion de sus dianas
moleculares, bien por mutacion puntual o
por transferencia horizontal intraespecifica o
interespecifica con estreptococos comensa-
les. La expulsion de FQs fuera de la célula
juega también un papel en la resistencia en
SPN. Hemos demostrado que alteraciones
en una estructura de tipo tallo-lazo localiza-
da en posicion 3'de patAB, que codifica un
transportador de tipo ABC, confieren expre-
sidén aumentada de dichos genes e incremen-
to de la resistencia a FQs.

El genoma de SPN es relativamente
pequefio (~2 Mb para SPN frente a ~4.6
Mb para Escherichia col)), rico en AT (60%),
y codifica muy pocas NAPs. Nosotros hemos
caracterizado la proteina HU, la tnica NAP
clasica descrita en SPN, que contribuye a la
compactacion cromosémica. El cromosoma
Se organiza en varios niveles de compacta-
cion segun el tamafio de las unidades que los
constituyen: macrodominios (rango de mega-
base) y dominios de SC (rango de Kb, bucles
aislados). La disponibilidad de farmacos que
inhiben cada una de las topoisomerasas de
SPN, nos ha permitido analizar el transcrip-
toma de SPN en condiciones de cambio local
0 global del nivel de SC y definir dominios
de SC, cuyos genes presentan transcripcion
coordinada y funciones similares. Las FQs
producen cambios locales del SC que inducen
alteraciones en el transcriptoma que afectan
al 5.2% (levofloxacina) y 6.5% (moxifloxa-
cina) del genoma. Ambas FQs, mediante la
regulacion de la transcripcion de rutas meta-
bélicas diferentes, producen un incremento
de especies reactivas de oxigeno (ROS) que
contribuyen a la letalidad, de acuerdo con
el modelo general de accion de antibidticos
bactericidas. Estas ROS son fundamentales
en el efecto post-antibidtico de las FQs. Por
otra parte, la induccién de cambios globales

en SC por novobiocina (inhibidor de GyrB), o
por seconeolitsina (inhibidor de Topo 1), nos
ha permitido definir dominios de SC. Los
cambios globales del SC incluyen la regu-
lacion de los genes de sus topoisomerasas:
su disminucion activa la transcripcion de los
genes de la girasa (gyrA, gyrB) e inhibe los
de la de Topo IV (parEC) y la Topo | (topA);
el aumento del SC regula la expresion de
fopA. La disminucion del SC afecta al 37%
del genoma, con >68% de los genes agru-
pados en 15 dominios. El incremento del SC
afecta al 10% del genoma, con 25% de los
genes agrupados en 12 dominios. Los domi-
nios definidos en estas situaciones opuestas
solapan en su mayoria, lo que indica que el
cromosoma esta organizado en dominios de
SC con localizacion fija. Segun su respues-
ta a disminucion de SC, el cromosoma de
SPN esta organizado en 5 tipos de domi-
nios: activados (UP), inhibidos (DOWN), no
regulados con posicidn conservada (pcNR),
no regulados con posicion variable (pvNR),
y ricos en AT (ATr). El contenido en AT en el
genoma se correlaciona con los dominios,
siendo mas alto en los dominios UP que en
los DOWN. Los dominios ATr contienen los
genes menos transcritos y podrian tener una
funcion estructural. Los genes de los dife-
rentes dominios muestran caracteristicas
funcionales especificas, lo que sugiere que
han estado sometidos a una presion selec-
tiva de caracter topoldgico que ha llevado a
definir la localizacion de genes implicados
en metabolismo, virulencia y competencia.

En cuanto a la regulacion del SC, la trans-
cripcion de gyrBy topA en SPN esta regulada
por su localizacion estratégica en el cromoso-
ma en dominios: topA en un dominio DOWN
y gyrB en un dominio UP. Sin embargo, la
transcripcion de parECy de gyrA depende de
sefiales especificas en sus regiones promo-
toras. La region promotora de gyrA presenta
una curvatura intrinseca que actia como un
activador per se 'y es un sensor del nivel de
SC, que regula su transcripcion. Ademas,
Topo | se une a la curvatura del promotor de
gyrA. Por tanto, Topo |, cuya transcripcion esta
regulada por niveles de SC, parece ser el ele-
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mento clave en la regulacion de la expresion
de gyrA.

PUBLICACIONES RECIENTES
REPRESENTATIVAS DEL GRUPO

Ferrandiz MJ, de la Campa AG. (2014). The fluoro-
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activation of iron transport genes that contributes to
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Agents Chemother. 58:247-257.

Domenech A, Tirado-Vélez JM, Fenoll A, Ardanuy
C, Yuste J, Linares J, de la Campa AG. (2014).
Fluoroquinolone-resistant Pneumococci: dynamics
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guez C, de la Campa AG. (2014). Role of global
and local topology in the regulation of gene expres-
sion in Streptococcus pneumoniae. PLoS ONE. 9:
e101574

Ferrandiz MJ, Martin-Galiano AJ, Arnanz C, Zim-
merman T, de la Campa AG. (2016). Reactive
oxygen species contribute to the bactericidal effects
of the fluoroquinolone moxifloxacin in Streptococ-
cus pneumoniae. Antimicrob Agents Chemother.
60:409-417

Ferrandiz MJ, Martin-Galiano AJ, Arnanz C, Cama-
cho-Soguero |, Tirado-Vélez JM, de la Campa
AG. (2016). An increase in negative supercoiling
in bacteria reveals topology-reacting gene clusters
and a homeostatic response mediated by the DNA
topoisomerase | gene. Nucl Acids Res. 44:7292-7303
(2016).

Brito L, Wilton J, Ferrandiz MJ, Gomez-Sanz A,
de la Campa AG, Amblar M. (2017). Absence of
tmRNA has a protective effect against fluoroquino-
lones in Streptococcus pneumoniae Front Microbiol.
7:2164.

Martin-Galiano AJ, Ferrandiz MJ, de la Gampa AG.
(2017). Bridging chromosomal architecture and pa-
thophysiology of Streptococcus pneumoniae. Genome
Biol Evol. 9:350-361.

Alvarado M, Martin-Galiano AJ, Ferrandiz MJ, Za-
ballos A, de la Campa AG. (2017). Upregulation
of the PatAB transporter confers fluoroquinolone re-
sistance to Streptococcus pseudopneumoniae. Front
Microbiol. 8:2074.

Ferrandiz MJ, Carrefio D, Ayora S, de la Campa AG.
(2018). HU of Streptococcus pneumoniae is essen-
tial for the preservation of DNA supercoiling. Front
Microbiol. 9:493

Garcia MT, Valenzuela MV, Ferrandiz MJ, de la Cam-
pa AG. (2019). Reactive oxygen species production
is a major factor directing the post-antibiotic effect of
fluoroquinolones in Streptococcus pneumoniae. Anti-
microb Agents Chemother. 63:600737-19


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26525786
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26525786
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26525786
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26525786
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26525786

25 ANOS DEL GRUPO DE MICROBIOLOGIA MOLECULAR

SEM@FORO NUM. 68 | DICIEMBRE 2019

Grupo de Biotecnologia Microbiana del Instituto de

Investigaciones Biosanitarias de la Universidad Francisco
de Vitoria (IIB-UFV)

Francisco; Daniel Garcia; Cruz Santos

Olga Zafra; Alba Blesa; Estela Pérez-Lago; Maria Arroyo-Hernandez; Raquel

Instituto de Investigaciones Biosanitarias, Universidad Francisco de Vitoria,
Carretera Pozuelo-Majadahonda Km 1.8, Pozuelo de Alarcon (Madria), 28223, Espafia

olga.zafra@ufv.es
c.santos@ufv.es

Miembros del grupo de investigacion. Investigador principal Dr. Cruz Santos (en el extremo derecho). En la fotografia, de izquierda a derecha: Daniel Garcia,
Dra. Estela Pérez-Lago, Raquel Francisco, Dra. Maria Arroyo, Dra. Olga Zafra, Dra. Alba Blesa y Dr. Cruz Santos

Colaboradores: Dra. Fatima Ldpez Fabal (Hospital Universitario de Mdstoles, Madrid), Marina Pefiuelas (Hospital San José, Madrid) y Dr. Francisco Javier

Candel (Hospital Clinico San Carlos, Madrid)

El grupo de Biotecnologia Microbiana,
creado hace 10 afios, es un grupo estable de
investigacion dentro del Instituto de Investi-
gaciones Biosanitarias adscrito a la Facultad
de Ciencias Experimentales de la UFV (lIB-
UFV). El grupo se ha centrado en el empleo y
estudio de microorganismos de interés en el
sector alimentario y en el clinico.

INVESTIGACION EN EL AREA
DE MICROBIOLOGIA ALIMENTARIA

Los proyectos asociados al area de micro-
biologia alimentaria giran en torno a la fun-
cion y aplicacion de levaduras durante la
elaboracion del vino y en la determinacion de
compuestos funcionales.
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El proyecto de levaduras “Estudio del
potencial fermentativo y biotecnoldgico de
levaduras vinicas de tipo no Saccharomyces”,
ha permitido desarrollar un procedimiento de
diferenciacion de especies y cepas en base
al uso de marcadores moleculares AFLP. Ade-
mas, se ha disefiado un método para iden-
tificar levaduras en muestras complejas de
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mosto de uva sin necesidad de aislamiento
y cultivo microbioldgico previo. Este procedi-
miento ha sido patentado en la Oficina Espa-
fiola de Patentes y Marcas con referencia n°
201500058. Este proyecto ha dado lugar a la
tesis doctoral titulada “Identificacion de leva-
duras indigenas mediante AFLP y estudio de
su influencia en fermentaciones dirigidas para
la obtencion de vinos de autor” que defendio
el Dr. Ignacio Baselga en la UFV en 2017.

Esta técnica se esta aplicando en otro pro-
yecto dirigido a la caracterizacion molecular
de variedades de hongos comestibles. El pro-
yecto se realiza con financiacion y en colabo-
racion con la empresa Gurelan S. Coop. y el
objetivo es definir patrones moleculares que
permitan diferenciar variedades de champi-
fion de la especie Agaricus bisporus.

En colaboracion con la empresa Mostos
Espafoles S. A se esté realizando un pro-
yecto dirigido a caracterizar y cuantificar el
contenido en polifenoles del mosto de uva
concentrado de aplicacién en alimentacion.
Este producto natural se utiliza como base
en muchos productos alimentarios, siendo
especialmente demandado en los productos
infantiles. Por ello, el objetivo de este proyec-
to es determinar como afecta el proceso de
concentracion del mosto al contenido en poli-
fenoles, compuestos naturales antioxidantes
altamente demandados en el sector alimen-
tario. Este trabajo constituye la investigacion
de tesis doctoral de Daniel Garcia.

INVESTIGACION EN EL AREA
DE MICROBIOLOGIA CLINICA

En el afio 2017 se inicid un proyecto de
investigacion cuyo objetivo es la caracteri-
zacion genotipica y fenotipica de bacterias
entéricas multirresistentes a antibiéticos. El
proyecto aborda el estudio de enterobacte-
rias patogenas resistentes a carbapenemos,
antibiticos de ultima generacion, aisladas en
la Comunidad de Madrid. La diseminacion de

genes de resistencia a antimicrobianos entre
las bacterias patgenas es un grave problema
de salud publica, de ahi la necesidad crecien-
te de investigar en esta drea. Se ha trabajado
con 30 aislados hospitalarios de Escherichia
coliy Klebsiella pneumoniae resistentes a
carbapenemos. El objetivo del proyecto resi-
de en incrementar el conocimiento sobre los
mecanismos moleculares que permiten la
adquisicion y diseminacion de factores de
resistencia a antibidticos en bacterias patoge-
nas y el papel que pueden jugar otros factores
de virulencia. A partir de los datos fenotipicos
obtenidos mediante el sistema VITEK-2 (Bio-
merieux) en el hospital de Mostoles, se han
seleccionado 11 cepas de K. pneumoniae y
se ha realizado la caracterizacion molecu-
lar mediante PCR. Los datos obtenidos han
permitido identificar cepas que portan mas
genes de resistencia de los que inicialmente
se pensaba,. El andlisis fenotipico ha mostrado
que algunas cepas forman mas biopelicula y
tienen mayor resistencia a radiacion UV que
la cepa control sin resistencias antibicticas,
pero en ningun caso estos fenotipos se aso-
cian a un coste de fitness ni una mejora de
la resistencia a antibidticos. Este trabajo se
ampli6 con cepas resistentes a carbapenemos
del género Enterobacter provenientes también
del Hospital de Mdstoles en Madrid y la carac-
terizacion de aislados panresistentes de Pseu-
domonas aeruginosa provenientes del Hospital
Clinico San Carlos de Madrid, potencialmente
portadores de una metalocarbapenemasa en
los que se sospecha una interaccion sinérgica
entre este enzima y la expresion de la p-lac-
tamasa AmpC.

Actualmente se esta avanzando en la
caracterizacion de los aislados de K. pneu-
moniae y Paeruginosa centrandonos en el
analisis de expresion de genes de resistencia
a antibidticos y genes relacionados con capa-
cidades ecoldgicas importantes en la pato-
génesis como son la formacién de biofilm,
la expresion de competencia, la resistencia
a ROS, etc. Se pretende determinar si estas
caracteristicas se relacionan con la resisten-
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cia a antibidticos y su grado de implicacion
en la supervivencia de unos aislados clinicos
frente a otros. Todo ello se esta realizando en
distintas condiciones de crecimiento, algunas
de ellas simulando tratamientos antibiéticos
fallidos o abandonados por los pacientes
(cantidades subinhibitorias de antibiéticos)
para poder recrear en cierta manera el com-
portamiento de los patégenos ante posibles
escenarios de infeccion.

Ademas, se esta iniciando un proyecto
de produccion de anticuerpos bifunciona-
les de tipo nanobody para uso terapéutico,
en sistemas bacterianos, concretamente en
E.coli. Este tipo de anticuerpos se estan
utilizando como farmacos en tratamientos
altamente especificos frente a determinados
tipos de cancer. El proyecto se esta desarro-
llando con el apoyo de la Catedra Merck-UFV
recientemente creada.
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El Grupo de Investigacion “Genética de Mi-
cobacterias” de la Universidad de Zaragoza,
y perteneciente al CIBER de Enfermedades
Respiratorias del Instituto de Salud Carlos Il
y al Instituto de Investigacion Sanitaria de Ara-
g6n, esta formado por cinco equipos de in-
vestigacion coordinados e interdisciplinares
que trabajan en descifrar aspectos clave de
la biologia de Mycobacterium tuberculosis, la
bacteria que causa la tuberculosis, y de otros
microorganismos patdgenos.

SITUACION ACTUAL DE LA
TUBERCULOSIS

La tuberculosis (TB) ha sido a lo largo de la
historia la enfermedad infecciosa mas mortal,
hoy lo sigue siendo al cobrarse 1,6 millones de
vidas. Ademas, 1.700 millones de personas,
la cuarta parte de la poblacion mundial, esta
infectada de forma latente y tiene el riesgo de
poder reactivarse en cualquier momento de la
vida. Aln mas alarmante es la aparicion de
cepas resistentes a 1os, ya de por si escasos,
farmacos antituberculosos que hacen que el
tratamiento sea dificil o incluso imposible.

A este hecho hay que sumarle la dificultad
para encontrar nuevos farmacos y la relativa
facilidad con que la bacteria de la tuberculosis
desarrolla resistencia a los mismos. La epide-
mia de la TB se mantiene a pesar de existir
una vacuna, denominada BCG. Esto se debe
a la eficacia de BCG en la prevencion de la
tuberculosis pulmonar en nifos, pero a su
gradual pérdida de eficacia en adolescentes
y adultos (WHO 2018).

EQUIPO “NUEVAS VACUNAS CONTRA LA
TUBERCULOSIS” IP: CARLOS MARTIN

Después de casi 20 afios de descubrimien-
to, caracterizacion y desarrollo preclinico, MTB-
VAC es la Unica vacuna viva atenuada basada
en el patégeno humano (M. tuberculosis) que
ha entrado en ensayos clinicos como vacuna
preventiva contra la tuberculosis (TB). Nues-
tros estudios estan enfocados a descifrar l0s
mecanismos moleculares de atenuacion y
proteccion de MTBVAC, tratando de identifi-
car posibles biomarcadores de proteccion que
puedan ayudar a acelerar los ensayos de efica-
cia. Tras los buenos resultados sobre seguridad
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en adultos en Suiza (Fase clinica 1a) (Spertini
etal.,, 2015), se ha demostrado que MTBVAC
es ademds una vacuna segura y mas inmu-
nogénica que BCG en recién nacidos en un
pais endémico de TB como Sudafrica (Fase1b)
(Tameris et al., 2019). En 2019, MTBVAC han
comenzado dos Fases clinicas 2a en recién
nacidos y adolescentes en Sudafrica y espera-
mos que en 2021 MTBVAC puedan comenzar
los ensayos de eficacia de Fase 3.

Completa el equipo Dessislava Marinova.

EQUIPO “EVOLUCION PATO-ADAPTATIVA
DEL COMPLEJO M. TUBERCULOSIS

A SU HOSPEDADOR” IP: JESUS
GONZALO-ASENSIO

La TB afecta a humanos pero también a
varias especies de mamiferos. Sus agentes
causales se engloban dentro del Complejo M.
tuberculosis (MTBC). El MTBC comprende 8
linajes con una homologia mayor al 99.95%
a nivel gendmico. Esto unido a la ausencia de
factores de virulencia “clasicos” o la falta
de eventos de transferencia genética horizon-
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tal, hace que comprender los mecanismos de
adaptacion patdgeno-hospedador sea un reto.
Nuestro equipo ha descifrado como un poli-
morfismo en el sistema de virulencia PhoPR
ocasiona su pérdida de funcionalidad en la
bacteria causante de la TB bovina (M. bovis)
respecto al patogeno humano (M. tuberculo-
sis) (Gonzalo-Asensio et al., 2014). Paralela-
mente hemos observado ¢cdmo la dindmica
de transposicion del transposon I1S6770 es
especifica de cada linaje del MTBC (Gonza-
lo-Asensio et al., 2018). Ambos hallazgos nos
han permitido descifrar las bases moleculares
de la adaptacion de una extrafia cepa de M.
bovis capaz de transmitirse entre humanos.

Completan el equipo Irene Pérez, Juan Cal-
vet, Elena Campos y Ana Pico.

EQUIPO “D>AMR: DESCUBRIMIENTO Y
DESARROLLO DE ANTIMICROBIANOS
Y MECANISMOS DE RESISTENCIA”
IPS: JOSE ANTONIO AiNSA CLAVER Y
SANTIAGO RAMON-GARCIA

Una de las formas efectivas de hacer frente
a las enfermedades infecciosas es mediante
la administracion de terapias antimicrobianas,
aunque la aparicion de bacterias resistentes a
antimicrobianos esta poniendo en peligro esta
opcidn terapéutica. Las principales lineas de
investigacion del equipo D?AMR incluyen la
caracterizacion de mecanismos de resistencia
intrinseca a antimicrobianos, descubrimiento y
desarrollo pre-clinico de compuestos bio-ac-
tivos como nuevos antimicrobianos, reposi-
cionamiento de farmacos con aplicaciones
antimicrobianas basado en el sinergismo,
nanoparticulas como vehiculos de farmacos
antimicrobianos y el desarrollo de modelos
farmacoldgicos dinamicos para el estudio de
la actividad de los antimicrobianos (Gémara
etal., 2019; Aguilar-Pérez et al., 2018)

Nuestras investigaciones se centran princi-
palmente en M. tuberculosis, en micobacterias
no-tuberculosas como M. abscessus, M. kans-
asii y M. ulcerans, y en bacterias Gram-positi-
vas 0 Gram-negativas con resistencia mltiple
a antibidticos como Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Helicobacter pylori
¥ Klebsiella pneumoniae, entre otras.

Completan el equipo Ainhoa Lucia, Bego-
fia Gracia, Ernesto Anoz, Lara Mufioz, Ana

Cristina Millan, Marta Gémara, José Manuel
Ezquerra, y M2 Pilar Arenaz.

EQUIPO “INMUNO-PATOLOGIA DE LA
TUBERCULOSIS” IP: NACHO AGUILO

Ademas del desarrollo de nuevas vacunas
de tuberculosis, existe en el campo un interés
por estudiar nuevas rutas de inoculacion para
hacer mas efectivas las vacunas existentes. En
este sentido, la via de inoculacidn pulmonar ha
demostrado en diferentes modelos animales
ser mas efectiva que la intradérmica, que es la
utilizada en la actualidad con la BCG. El hecho
de mimetizar con la vacunacion la via de infec-
cion de tuberculosis hace que se estimulen en
los pulmones diferentes mecanismos inmunes
a nivel local que frenan eficientemente la infec-
cion. Nuestro grupo ha estudiado en modelos
de raton el uso de vacunas vivas atenuadas,
como BCG o MTBVAC, administradas por via
intranasal, observando que esta via de admi-
nistracion estimula en los pulmones una res-
puesta inmune local que no se obtiene cuando
los ratones se vacunan por via intradérmica,
destacando el papel de la IL17 y las inmu-
noglobulinas secretoras (Aguilo et al., 2014;
Aguilo et al., 2016). Estos resultados fueron
recientemente demostrados en un modelo de
tuberculosis en primates no humanos.

Completan el equipo Santiago Uranga,
Raquel Tarancon, Elena Mata, Eduardo Moreo,
Claudia Guerrero y Ana Belén Gomez.

EQUIPO “EPIDEMIOLOGIA DE LA
TUBERCULOSIS Y MECANISMOS
DE LATENCIA” IPS: SOFiA SAMPER
E ISABEL OTAL

Mediante estudios moleculares somos
capaces de diferenciar las distintas cepas
del MTBC (tipificacion gendmica), clasificar-
las en distintos linajes y analizar su evolucion.
Esto tiene numerosas aplicaciones como los
estudios de brotes, diferenciar transmision
reciente de reactivacion, estudios poblacio-
nales y vigilancia epidemioldgica. Con el fin
Ultimo de disminuir la tasa de incidencia de
la TB, colaboramos con las autoridades sani-
tarias tipificando las cepas aisladas en Ara-
gon y coordinamos la red “Grupo Espafiol de
Trabajo sobre Tuberculosis Multirresistente”,
destinada a detectar la posible difusion de la
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multirresistencia en Espafia en colaboracion
con la Unién Europea. Aquellas cepas que
presentan mayor transmisibilidad, que per-
manecen en estado de latencia y se reacti-
van, y aquellas que presentan resistencia son
objeto de un estudio detallado (Pérez-Lago
etal., 2019). Utilizando la mutagénesis por
transposicion para detectar genes implicados
en latencia, hemos podido aislar un mutante
con caracteristicas fenotipicas nuevas y dife-
rencialmente expresadas en fase estacionaria
y en crecimiento en colesterol como Unica
fuente de carbono (Otal et al., 2017).

Completan el equipo Jessica Comin, Maria
José Iglesias y Daniel Ibarz.
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De izquierda a derecha: Manuel Brenes
Alvarez, Alicia M. Muro Pastor, Agustin Vioque
Pefia, Elvira Olmedo Verd e Isidro Alvarez
Escribano.

Las cianobacterias son un grupo de
microorganismos fotosintéticos con requeri-
mientos nutricionales muy reducidos y una
enorme capacidad de adaptacion a entornos
cambiantes, por lo que son objeto de interés
biotecnoldgico para la produccion sostenible
de distintos compuestos, incluyendo biocom-
bustibles. Los mecanismos de adaptacion de
las cianobacterias a la deficiencia de nitro-
geno estan controlados por el regulador
transcripcional NtcA, que regula el uso de
distintas fuentes de nitrégeno, incluyendo en
dltima instancia la posibilidad de fijar nitrg-
geno atmosférico (N,) mediante la nitrogena-
sa, una enzima extremadamente sensible al
oxigeno cuya actividad es incompatible con

la fotosintesis oxigénica. En cianobacterias
complejas, como nuestro organismo modelo
Nostoc sp. PCC 7120, esta incompatibilidad
se resuelve confinando la nitrogenasa en
unas células especializadas denominadas
heterocistos. En condiciones de fijacion de
nitrégeno los filamentos se comportan como
organismos pluricelulares con division de
tareas entre dos tipos celulares interdepen-
dientes, las células vegetativas y los hetero-
cistos (figura 1) (Muro-Pastor & Hess 2012).
La diferenciacion de heterocistos, que esta
en Ultima instancia controlada por NtcA,
depende también de HetR, un regulador
especifico de diferenciacion celular. Nuestro
trabajo se centra en el estudio de la partici-
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pacion de RNAs reguladores, tanto pequefios
RNAs (sRNAs) como RNAs antisentido en los
procesos de adaptacion al estrés de carencia
de nitrdgeno y la diferenciacion de hetero-
cistos.

Hemos definido el “paisaje transcripcio-
nal” de nuestro organismo modelo mediante
una metodologia de RNASeq que evidencid
abundante transcripcion no codificante. La
inclusion de una estirpe mutante hetR, que
no es capaz de diferenciar heterocistos, nos
permitio clasificar las respuestas transcrip-
cionales a la deficiencia de nitrdgeno en
dos grandes regulones, el regulon NtcA, de
respuestas globales, y el regulon HetR, que
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incluye respuestas especificamente relacio-
nadas con la diferenciacion de heterocistos
(Mitschke et al., 2011). En ambos regulones
hemos identificado moléculas de RNA poten-
cialmente reguladoras.

Utilizando la informacion derivada del
analisis transcriptémico hemos disefiado un
acercamiento informatico para la prediccion
de secuencias transcritas como sRNAs a
partir de regiones intergénicas (Brenes-Al-
varez et al., 2016). Este acercamiento
implementa un analisis de conservacion
filogenética que sugiere que algunos de los
SRNAs predichos se transcribirian de hecho
como RNAs funcionales. Asi, por ejemplo,
NsrR1 (nitrogen stress-repressed RNA 1) es
un sRNA de 45 nucledtidos, codificado en
todos los genomas de estirpes formadoras
de heterocistos, cuya expresion es repri-
mida por NtcA y que participa en la regu-
lacion de la expresion de la proteina NbIA,
implicada en el reciclaje de aminoécidos en
condiciones de carencia de nitrégeno (Alva-
rez-Escribano et al., 2018). De esta forma,
la regulacion de los niveles de la proteina
NbIA estaria operada por un circuito mixto
en el que participan un regulador transcrip-
cional (NtcA) y un sRNA (NsrR1). También
hemos analizado NsiR4 (nitrogen stress-in-
duced RNA 4), que se transcribe desde un
promotor activado por NtcA y que participa
en la regulacion de la asimilacion de amonio
a través de la modulacion de la traduccion
de la proteina IF7, un factor inactivante de
la glutamina sintetasa (Klahn et al., 2015).

Hemos disefiado también un acercamien-
to global a la identificacion de transcritos
especificos de los heterocistos, entre los
que hemos encontrado tanto SRNAs como
RNAs antisentido que podrian ejercer un
papel regulador. Para ello hemos hibridado
microarrays que incluyen todas las secuen-
cias gendmicas que se transcriben en nuestro
organismo modelo, ya sean estas codificantes
0 no codificantes, con una serie de muestras
de RNA correspondientes a la estirpe silves-
tre y la estirpe mutante hetR cultivadas con
distinta disponibilidad de nitrégeno. A partir
de los datos resultantes hemos construido
una red de co-expresion y llevado a cabo un
andlisis de “clustering” en el que los dife-
rentes transcritos aparecen agrupados en
funcion de patrones transcripcionales comu-
nes (Brenes-Alvarez et al., 2019). Entre los

Figura 1. Las cianobacterias formadoras de heterocistos son organismos multicelulares con division de tareas
metabdlicas. Se muestran las relaciones funcionales entre heterocistos (células especializadas en la fijacion de
nitrégeno atmosférico) y células vegetativas (que llevan a cabo la fijacion fotosintetica del CO,). La expresion
de la proteina testigo GFP desde el promotor del regulador de la diferenciacion HetR ilustra la existencia de
patrones transcripcionales exclusivos de heterocistos. La fluorescencia roja corresponde a los pigmentos

fotosintéticos de las células vegetativas.

transcritos transcripcionalmente agrupados
con los de genes implicados en diferencia-
cion de heterocistos aparece por ejemplo
NsiR1 (nitrogen stress-induced RNA 1), un
SRNA de 60 nucledtidos que se puede consi-
derar un marcador muy temprano de células
en diferenciacion (Muro-Pastor 2014) y cuyo
papel regulador estamos actualmente ana-
lizando. Asimismo, entre los transcritos que
se expresan exclusivamente en heterocistos
aparecen varios transcritos antisentido, como
el as_glpX, que se transcribe en la hebra
contraria del gen que codifica la sedohep-
tulosa-1,7-bisfosfatasa, una enzima reque-
rida para la fijacion fotosintética de CO,. La
transcripcion de este RNA antisentido especi-
ficamente en los heterocistos contribuiria a la
reprogramacion metabdlica que acompana la
diferenciacion de estas células especializadas
(Olmedo-Verd et al., 2019).

En resumen, en los Ultimos afios hemos
contribuido a definir circuitos reguladores
mixtos que implican a los reguladores trans-
cripcionales NtcA y HetR y a moléculas de
RNA no codificantes cuya expresion esta bajo
control de los mismos. Nuestro trabajo se lle-
va a cabo en colaboracion con el laboratorio
dirigido por Wolfgang R. Hess (Genetics and
Experimental Bioinformatics, Universidad de
Freiburg, Alemania) y esta financiado actual-
mente por el Programa Estatal de Fomento
de la Investigacion Cientifica y Técnica de
Excelencia (BFU2016-74943).
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Figura 1. Miembros del PBE lab.

De izquierda a derecha: Jon Sicilia,
Jerdnimo Rodriguez, Carmen de la Vega,
Cristina Herencias, Alvaro San Millan, Aida
Alonso, Ricardo Ledn, Javier de la Fuente y
Laura Toribio.

El grupo Plasmid Biology and Evolution
(PBE lab, ) nacio en enero de
2016 y desde entonces ha crecido de for-
ma sostenida hasta alcanzar su composicion
actual (Figura 1). EI PBE lab pertenece al Area
de Microbiologia, Inmunologia e Infeccion del
Instituto Ramon y Cajal de Investigacion Sani-
taria, en el Hospital Universitario Ramon y
Cajal (Madrid). En el PBE lab, nuestro principal
interés es el estudio de las dindmicas evo-
lutivas de los plasmidos en las poblaciones
bacterianas. Los plasmidos son elementos
genéticos que replican independientemente
del cromosoma y que son capaces de trans-
ferir informacion genética horizontalmente
entre bacterias en un proceso conocido como
conjugacion. De este modo, los plasmidos
juegan un papel clave en la evolucion y eco-
logia bacteriana porque permiten a las bacte-
rias acceder a nuevos caracteres adaptativos.
El ejemplo mds ilustrativo de la capacidad de
los plasmidos para potenciar la evolucion

bacteriana es el papel clave que han jugado
en la diseminacion de mecanismos de resis-
tencia a antibioticos. Este fendmeno ha con-
tribuido de manera estratégica al desarrollo
de la crisis global de resistencia antibidtica
que afrontamos actualmente (MacLean and
San Millan, 2019).

En nuestro grupo desarrollamos principal-
mente dos grandes lineas de investigacion:

EVOLUCION EN TIEMPO REAL
DE LA RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS
EN EL HOSPITAL

Los plasmidos conjugativos juegan un
papel esencial en la diseminacion de la resis-
tencia a antibidticos en escenarios de rele-
vancia clinica (San Millan, 2018). Uno de los
factores principales que comprometen el éxi-
to de la diseminacion de los plasmidos con-
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jugativos es el coste bioldgico que imponen
en sus hospedadores bacterianos, o que se
traduce en una disminucion de la capacidad
reproductiva de las bacterias portadoras del
plasmido (San Millan and MacLean, 2017).
El origen de estos costes, y de la evolucion
compensatoria responsable de mitigarlos,
contintian siendo en gran parte desconocidos.
Estas dinamicas evolutivas son extremada-
mente relevantes, porque van a ser al menos
parcialmente responsables de la aparicion de
las asociaciones bacteria-plasmido exitosas
que se diseminan incontroladamente en los
hospitales (San Millan, 2018).

En nuestro grupo intentamos comprender
cuales son las bases genéticas y evolutivas
que determinan el establecimiento de estas
asociaciones exitosas en el hospital. Para ello,
y gracias a la colaboracion con los excelentes
microbidlogos clinicos del hospital, estudia-
mos la evolucion de cepas de enterobacte-
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rias portadoras de plasmidos de resistencia a
antibidticos aisladas de la microbiota intestinal
de pacientes hospitalizados (Figura 2). Combi-
namos técnicas de genomica, transcriptomi-
ca, edicion genética con tecnologia CRISPR,
cribados CRISPRi y citometria de flujo con
modelizacion matematica para caracterizar la
epidemiologia y evolucion las bacterias porta-
doras de plasmidos de resistencia a antibioti-
cos (DelaFuente et al., 2020; San Millan et al.,
2014b; San Millan et al., 2018; San Millan
et al., 2015). Nuestros resultados ayudan a
predecir, y potencialmente contener, las dise-
minacion de asociaciones bacteria-plasmido
de interés clinico en nuestro hospital.

PAPEL DE LOS PLASMIDOS MULTICOPIA
EN LA EVOLUCION BACTERIANA

Los plasmidos se pueden dividir de manera
general entre aquellos de gran tamario y bajo
numero de copias y los de pequefio tamafio
y alto numero de copias. Aunque el limite de
tamafrio varia entre familias bacterianas, esta
distribucién bimodal de tamafios y copias se
mantiene constante a través de la filogenia
(San Millan et al., 2014a; Smillie et al., 2010).
Los plasmidos conjugativos de gran tamafio
juegan un papel decisivo en la diseminacion
de la resistencia a antibiéticos y por lo tanto
se han estudiado exhaustivamente durante
las Ultimas décadas. Los plasmidos pequefios
multicopia son extremadamente comunes en
los procariotas, pero su papel en la biologia
y evolucion bacteriana se ha estudiado en
menor medida.

En nuestro laboratorio investigamos las
posibles ventajas evolutivas asociadas a 10s
plasmidos multicopia. Una de las caracteris-
ticas mas destacadas de estos plasmidos es
el hecho de que representan una isla de poli-
ploidia en el genoma haploide de la mayoria
de las bacterias. En estudios recientes, hemos
demostrado que la poliploidia provista por
estos plasmidos tiene al menos dos conse-
cuencias importantes: (i) acelerar la evolucion
de los genes que codifican (San Millan et al,
2016) y (i) mantener la diversidad alélica de
los mismos en las bacterias hospedadoras
(Rodriguez-Beltran et al., 2018) (Figura 3).

En resumen, en nuestro grupo intentamos
comprender la biologia de poblaciones de los
plasmidos de resistencia a antibidticos com-

Figura 2. Evolucion de la resistencia a antibioticos mediada por plasmidos.

Modificada de (San Millan, 2018). Dinamicas evolutivas de asociaciones bacteria-plasmido en la microbiota
intestinal de un paciente hospitalizado. Un patégeno nosocomial portador de un plasmido de resistencia a
antibiticos coloniza la microbiota intestinal y transfiere el plasmido a bacterias residentes en esta microbiota. El
plasmido puede producir un coste bioldgico (i.e. reduccion de fitness. Leyenda: blanco, fitness bajo; azul, fitness
alto), pero es seleccionado por un tratamiento con antibidticos. Con el tiempo, este coste desaparece gracias a

mutaciones compensatorias.

Figura 3. Dindmicas evolutivas de los plasmidos multicopia.

binando técnicas avanzadas de biologia mole-
cular y biologia evolutiva. Nuestro objetivo
ultimo es aplicar los conceptos que aprende-
mos del estudio de la evolucion de la resis-
tencia antibidticos mediada por plasmidos al
desarrollo de estrategias mas racionales de
control de las enfermedades infecciosas.
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INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Stenotrophomonas maltophilia es una
especie metabdlica y genéticamente diversa
que habita en una amplia gama de ambientes,
particularmente en |a rizosfera, considerada
su habitat principal en la naturaleza. Es el Uni-
co miembro de la familia Xanthomonadaceae
conocido por ser un patégeno humano opor-
tunista. Su prevalencia e incidencia global
han aumentado significativamente en la Glti-
ma década, especialmente en pacientes con
fibrosis quistica (Hatziagorou et al., 2019). La

amenaza que representa S. maltophilia para
la salud humana es su baja susceptibilidad a
casi todas las clases de antibidticos (Sanchez,
2015). Por estas razones, se ha clasificado
como uno de los principales organismos mul-
tirresistentes (VIDR) en entornos hospitalarios,
y se ha incluido recientemente en |a lista de
los diez microorganismos resistentes priorita-
rios en UCIs (Rello et al., 2019).

En S. maltophilia se han reconocido varios

factores de virulencia que podrian contri-
buir a la colonizacion de tejidos humanos,
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que incluyen, entre otros, varias enzimas
extracelulares y la formacion de biofilm. Es
sabido que S. maltophilia forma biofilm en
una amplia gama de superficies bidticas
y abidticas, incluidos dispositivos médicos
como catéteres, protesis, etc. La formacion
de biofilm facilita la persistencia bacteriana
y la resistencia a la accion de los antimicro-
bianos, por lo que se ha considerado como
una forma de resistencia fenotipica (Sanchez,
2015). Al igual que para muchas bacterias
gramnegativas, el sistema de quorum sensing
(QS) se ha considerado también un importan-
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te factor regulador de la virulencia en S. mal-
tophilia (Huedo et al., 2018). En general, los
sistemas de QS son redes de comunicacion
que coordinan poblaciones y comunidades
bacterianas a través de moléculas conocidas
como autoinductoras (Al). Estas redes son
uno de los principales mecanismos que con-
trolan la patogénesis de muchas especies de
importancia clinica (Rutherford and Bassler,
2012). Estudiar cémo estas redes controlan
los aspectos relacionados con la virulencia,
la persistencia y la tolerancia a antibiéticos
en S. maltophilia, es uno de los objetivos de
nuestro grupo de investigacion.

RESULTADOS CIENTIFICOS DEL GRUPO
Y PERSPECTIVAS FUTURAS

En el sistema de QS principal de S. mal-
tophilia la molécula Al es el acido graso
cis-11-metil-2-dodecanoico, conocido como
DSF (del inglés diffusible signal factor). Los
genes para la sintesis y percepcion del DSF,
asi como el inicio de la cascada de regula-
cién mediada por esta sefial, forman parte
de un cluster denominado rpf. Nuestro grupo
ha demostrado que en S. maltophilia se pue-
den distinguir dos sub-poblaciones basadas
en las diferencias en la secuencia de este
cluster (Huedo et al., 2014). Estas diferencias
genotipicas se traducen en una significativa
diversidad funcional entre las cepas del tipo
rof-1 o rpf-2. Por ejemplo, las cepas de tipo
rpf-2 no producen niveles detectables de DSF
en condiciones de laboratorio y son mas viru-
lentas en un modelo animal con nematodos.
Sin embargo, estas cepas son capaces de
producir su propio DSF y activar los mecanis-
mos mediados por el QS, cuando perciben el
DSF producido por cepas rpf-1 (Huedo et al.,
2015). Por otro lado, cepas rpf-1 mutantes
en la sintasa del DSF dejan de secretar DSF,
producen mas biofilmy son menos virulentas
(Huedo et al., 2014). Todo esto demuestra
que la coordinacion de la virulencia mediada
por el DSF en S. maltophilia es mas compleja
y multifactorial de lo que se pensaba.

Mé&s recientemente nuestro grupo ha
demostrado, usando un panel de 79 cepas
clinicas, que las cepas de tipo rpf-2 son efec-
tivamente mas virulentas en modelos anima-
les, probablemente porque producen mas
biofilm. Sorprendentemente el tipo de clister
rpf también influencia el perfil de resistencia

de las cepas, 10 que nos hace pensar en una
conexion entre el sistema de QS mediado por
DSF y la resistencia a antibioticos. Sabemos
que una de las variantes del cluster rpf fue
adquirida por S. maltophilia mediante trans-
ferencia horizontal (Huedo et al., 2015), por
tanto, no descartamos la hipétesis que duran-
te estos eventos se hayan adquirido deter-
minantes de resistencia. Nuestro grupo esta
ahora inmerso en estudiar con mas profundi-
dad el mecanismo de QS mediado por DSF en
S. maltophilia e identificar los determinantes
de virulencia y resistencia que podrian estar
controlados por este sistema. Para ello esta-
mos estudiando la expresion global de los
genes en condiciones de cultivos que activan
los sistemas de QS, como por ejemplo el ini-
cio de la fase estacionaria o la presencia de
moléculas Al. Por otro lado, se sabe ahora que
S. maltophilia tiene mecanismos para inhibir
o0 degradar moléculas Al secretadas por otras
bacterias de su entorno (Huedo et al., 2018),
y tenemos indicios que algunos tipos de aci-
dos grasos pueden interferir con el sistema
DSF de la propia célula (Huedo et al., 2015).
Todo esto nos ha hecho pensar en estrate-
gias antimicrobianas alternativas basadas en
la inhibicion del QS. El grupo cuenta ademas
con la experiencia de bioinformaticos que
participan en buscar aquellos determinantes
que podrian ser dianas atractivas para elimi-
nar o inhibir estas bacterias.

En cuanto a la blsqueda de estrategias
antimicrobianas basadas en la inhibicion del
QS, nuestro grupo ha dado los primeros pasos
en colaboracion con un grupo de la University
College Cork en Irlanda (Huedo et al., 2019).
En este trabajo se sintetizaron y evaluaron,
entre otros, compuestos quimicos basado en
la molécula de DSF de S. maltophilia. Algu-
nas de estas moléculas fueron capaces de
interferir con la comunicacion célula-célula
alterando la formacion de biofilm y poten-
ciando la actividad de la colistina, uno de los
antibi6ticos de Ultimo recurso contra pato-
genos gramnegativos MDR. Esta prueba de
concepto valida la estrategia de interferir con
el QS bacteriano para combatir infecciones
dificiles de tratar causadas por organismos
MDR formadores de biofilm. Por otro lado,
abre una puerta en la busqueda de estrate-
gias que potencien el efecto de antibidticos
como la colistina, para la cual se detectan
cada vez mas cepas resistentes. Nuestro gru-
po ha descrito recientemente que en S. mal-
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tophilia existe de manera casi generalizada el
fendmeno de heterorresistencia a la colistina
(Martinez-Servat et al., 2018). Hemos visto
que en una poblacion de células susceptibles
a la colistina, coexiste o surge rapidamente
una subpoblacién de células muy resistentes.
La heterorresistencia a los antibidticos es de
una gran trascendencia clinica porque es res-
ponsable del fallo de muchos tratamientos y
de la persistencia de algunas infecciones.
Esta subpoblacion resistente tiene ademas
mayor capacidad para formar biofilm, lo que
refuerza nuestra hipdtesis de si el sistema
de QS y la resistencia a algunos antibigticos
tienen elementos en comin en S. maltophilia.
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Las enfermedades infecciosas constituyen un
grave y persistente problema de salud publica.
La aparicion y prevalencia de cepas bacterianas
multirresistentes a antibitticos (AMR) implora el
descubrimiento de nuevas estrategias terapéu-
ticas. Ademas, existe una necesidad urgente
de detectar infecciones bacterianas de manera
rapida y fiable, y de entender los procesos de
resistencia a antibiéticos, infeccion y formacion
de biopeliculas (biofilm).

El grupo de investigacion, Infecciones bac-
terianas y terapias antimicrobianas (BIAT
Group) (

, lide-
rado por el Dr. Eduard Torrents esta formado
por dos investigadores postdoctorales, 5 estu-
diantes pre-doctorales y diferentes estudian-
tes de master y de grado. El grupo arrancé
su andadura en la Universidad de Estocolmo
(Suecia) y, tras la concesion de un contrato
de investigacion Ramon y Cajal al Dr. Torrents
(2008), se traslado al Instituto de Bioingenieria
de Cataluiia (IBEC), centro que recientemente
ha recibido su segunda acreditacion Centro de
Excelencia Severo Ochoa por parte del Minis-
terio de Ciencia, Innovacion y Universidades.

Nuestra actividad cientifica se centra en: (i)
comprender el mecanismo molecular de las
infecciones bacterianas y la formacion de bio-
peliculas, (i) identificar, caracterizar y estudiar
nuevas moléculas y dianas antimicrobianas y
(iii) aplicar la bioingenieria y nanomedicina a
la microbiologia, desarrollando terapias anti-
microbianas basadas en nanoparticulas y sis-
temas de diagnostico basados en tecnologia
lab-on-a-chip.

Nuestras lineas de investigacion se resu-
men a continuacion:

1 DESCIFRAR LOS MECANISMOS DE
REGULACION TRANSCRIPCIONAL
DURANTE LA FORMACION DE
BIOPELICULAS Y LA VIRULENCIA
BACTERIANA, Y ENTENDER LA
FISIOLOGIA DE LAS BACTERIAS QUE
CRECEN BAJO ESTAS CONDICIONES

Este objetivo busca comprender el papel
de diferentes genes durante la formacion de
biofilm y el proceso de infeccion. Se subdivide
en tres subobjetivos diferentes:
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1.1) Estudiar diferentes genes involucra-
dos en la sintesis del ADN bacteriano. Las
RiboNucleotidil Reductasas (RNR) son enzi-
mas vitales que catalizan la conversion de
ribonucledtidos en desoxirribonucleotidos,
esenciales para la sintesis y reparacion del
ADN. Hasta el momento se han descrito tres
clases de RNR: clase | (subdividida en Ia, Ib,
Icy Id), Il'y Ill. La distribucion de las RNR
que presentan los microorganismos es muy
compleja, pudiéndose encontrar cualquier
combinacion de las diferentes RNR en un
mismo genoma. Por ejemplo, en Pseudomo-
nas aeruginosa encontramos RNR de clase |,
[I'y Il 1o que le confiere al microorganismo
una gran ventaja adaptativa. Nuestro grupo
de investigacion ha elucidado los factores
transcripcionales involucrados en la trans-
cripcion de las distintas clases de RNR en
Escherichia coliy Pseudomonas aeruginosa
durante el crecimiento en condiciones de
laboratorio, formacion de biofilm y el pro-
ceso de infeccion. Actualmente estudiamos
como los reguladores transcripcionales
AlgR, NrdR, FNR, ANR, DNR, NarL afectan a
la transcripcion de los genes que codifican
las RNR.
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1.2) Estudiar la variacion entre aislados
clinicos y las cepas de laboratorio de Pseu-
domonas aeruginosa dependiendo del nicho
ecoldgico en el que crezcan. Recientemente
hemos demostrado que las cepas bacteria-
nas de laboratorio han sido mal utilizadas
en todo el mundo, pues los aislados clinicos
presentan una mayor diversidad en compara-
cion con las cepas de laboratorio. Queremos
comprender la base molecular de la regula-
cion transcripcional en aislados clinicos y sus
implicaciones en la virulencia y la formacion
de biopeliculas para desarrollar tratamientos
especificos y disefiar estrategias antibacteria-
nas apropiadas para cada tipo de infeccion.

1.3) Explorar la dependencia entre perfiles
transcripcionales y gradientes de concentracion
de oxigeno. En la compleja estructura 3D de
biofilm, aparece un gradiente de concentracion
de oxigeno, por lo que la adaptacion bacteriana
es esencial para la maduracion completa del
biofilm y el establecimiento de una infeccion
bacteriana cronica. Para este fin, hemos desa-
rrollado un biorreactor similar a un quimiostato
acoplado a un sistema de deteccion de oxigeno
basado en un microsensor, capaz de caracteri-
zar la expresion de genes en condiciones varia-
bles y controladas de oxigeno.

2 DESCUBRIR NUEVAS TERAPIAS
ANTIMICROBIANAS EMPLEANDO
TECNICAS DE NANOMEDICINA
Y DISENO DE NANOPARTICULAS
ENFOCADAS AL TRATAMIENTO DE
LAS INFECCIONES CRONICAS

Muchos medicamentos antibacterianos
disponibles actualmente no son efectivos
contra las infecciones cronicas, pues no pue-
den penetrar en los biofilms bacterianos. El
objetivo del grupo es mejorar las estrategias
de liberacion de antibidticos para combatir
infecciones, por ejemplo, modificando nano-
particulas (NP) para que degraden el biofilm
y mejorar asi la liberacion de farmacos anti-
bacterianos. Estamos desarrollando diversas
NP (metdlicas, silice, dextrano, nanorrobots,
grafeno, etc.) para combatir infecciones por
Pseudomonas, Staphylococcusy Mycobacte-
rium'y sus respectivas biopeliculas. También
estamos desarrollando terapias especificas
para biofilms en heridas (wound healing).

En colaboracion con el Hospital de la Vall
d’Hebron estamos desarrollando terapias

basadas en el uso de NP junto con calor y/o
electricidad para tratar infecciones bacteria-
nas (dos patentes registradas).

Finalmente, estamos desarrollando una
plataforma de microfluidica para analizar y
tratar biopeliculas bacterianas, 1o que ayuda-
ra al tratamiento de infecciones bacterianas
cronicas. Hemos desarrollado este disposi-
tivo, en colaboracion con el Prof. Samitier
(IBEC), y gracias a la financiacion del progra-
ma Caixalmpulse (La Caixa).

3 DESARROLLAR SISTEMAS DE
CO-CULTIVO BACTERIANO
EN FORMA DE BIOFILM

Hemos comenzado a desarrollar un siste-
ma para co-cultivar diferentes especies bac-
terianas que imita las biopeliculas formadas
durante una infeccion pulmonar o un proce-
S0 de curacion de heridas. Estos cultivos se
combinan con células del epitelio pulmonar
para cribar farmacos antibacterianos.

4 DESARROLLAR VACUNAS
ANTIBACTERIANAS

Estamos desarrollando un nuevo método
para engafiar al sistema inmunitario y des-
encadenar una respuesta inmune protectora
efectiva (tanto humoral como celular). Hemos
seleccionado como prueba de concepto las
infecciones causadas por S. aureusy P, aeru-
ginosa, pero a priori, podria utilizarse con
diversas patologias infecciosas o para pre-
venir el crecimiento y la accion de bacterias
AMR. Este proyecto es en colaboracion con el
profesor Ruiz del grupo de Materiales nanoes-
tructurados y funcionales (NONOSFUN-ICN2)
del Instituto Catalan de Nanomedicina (ICN2)
en un proyecto financiado por BIST-IGNITE.

5-IDENTIFICACAR Y DETECTAR NUEVOS
FARMACOS ANTIBACTERIANOS.
DESARROLLO DE NUEVAS TECNOLOGIAS
PARA PROBAR COMPUESTOS
ANTIMICROBIANOS

Para superar la situacion actual con las
bacterias multirresistentes y las infecciones
cronicas no tratables, es esencial centrarse
en el descubrimiento y desarrollo de nuevas
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moléculas antimicrobianas, antibiofilm y que
tengan como diana diferentes componentes
y enzimas bacterianos. Estamos optimizando
el uso de Galleria mellonella para estudios
de infeccion bacteriana y para identificar in
vivo la actividad antimicrobiana de nuevas
moléculas.

PUBLICACIONES RECIENTES MAS
RELEVANTES DE LOS ULTIMOS 4 ANOS
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HISTORIA DEL GRUPO

El grupo comenz6 su andadura en el Area
de Genética de la Universidad de Mala-
ga (UMA) en 2003, dirigido por Carmen R.
Beuzon y Javier Ruiz Albert, formados en la
Universidad de Sevilla (US), y procedentes
del Imperial College London tras una estan-
cia postdoctoral en un grupo lider en la inte-
raccion molecular entre Salmonella enterica
y su huésped. Centrado en la contribucion a
la virulencia del Sistema de Secrecion Tipo Il
(T3SS), su regulacion, y sus efectores aso-
ciados, este trabajo generd numerosas publi-
caciones, algunas de ellas de referencia en
el campo.

La transicion a la UMA, determin6 un
cambio a una tematica analoga centrada en

la interaccion molecular de la bacteria fito-
patdgena Pseudomonas Syringae con Sus
huéspedes vegetales, adaptandonos al nuevo
entorno, pero aprovechando la experiencia de
etapas previas. El grupo desarrolla investiga-
cién a nivel molecular, combinando patosis-
temas modelo planta-bacteria (Arabidopsis)
con patosistemas de relevancia agronomica
(tomate; judia). EI grupo forma parte del nicleo
fundador del Instituto de Hortofruticultura Sub-
tropical y Mediterranea (IHSM-UMA-CSIC).
Hemos obtenido financiacion ininterrumpida
desde 2003 (6 proyectos consecutivos del
Plan Nacional, tres proyectos de excelencia
y uno FEDER de la Junta de Andalucia, y un
contrato con la Fundacion Genoma Espana).

Disfrutamos de numerosas colaboracio-
nes que han dado lugar a publicaciones con
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investigadores de diversos centros naciona-
les como el propio IHSM-UMA-CSIC, IBM-
CP-CSIC, EEZ-CSIC, o la US; y numerosos
centros internacionales como INRA-CNRS y
LRSV-Université de Toulouse, Francia; FOR-
TH, Grecia; CNR, Italia; SIBS, China; Imperial
College London, CRIB-UWE, y WISB-University
of Warwick; UK; o CIBIO-InBIO-Universidade
do Porto, Portugal. Estas colaboraciones se
amplian mediante nuestra participacion en
redes nacionales (REDFLAG) e internacio-
nales (HUPLANT-COST Action 16110 y SUS-
TAIN-COST Action FA1208).

El grupo constituye un excelente entorno
para la formacion de personal investigador,
contribuyendo a iniciar la carrera investiga-
dora de numerosos alumnos mediante TFGs
y TFMs experimentales (>30 defendidos y
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varios en progreso), y Tésis Doctorales (8
defendidas, 3 con premio extraordinario de
doctorado, y cuatro en progreso), incluyen-
do numerosas estancias externas de inves-
tigacion y con una considerable produccion
cientifica por doctorando. Todos los doctores
egresados contintan en activo en investiga-
cion basica o aplicada, algunos con desta-
cable éxito.

LINEAS DE INVESTIGACION

Nuestra investigacion se centra en la inte-
raccion entre la bacteria patégena P, syringae
y la planta, abordando los procesos molecu-
lares relevantes tanto por parte del patégeno
como del huésped. Mantenemos una aproxi-
macion experimental abierta e interdisciplinar
que evoluciona conforme a las necesidades
de los proyectos desarrollados, que nos per-
mite abordar preguntas novedosas que abren
el campo de investigacion. La co-evolucion
patdgeno-huésped ha dado lugar a estrate-
gias de invasion y colonizacion bacterianas,
con sistemas dedicados a la introduccion de
proteinas de virulencia (T3SS) para evadir y
suprimir los correspondientes mecanismos
de defensa de la planta. Nuestro trabajo ha
incluido la caracterizacion funcional de efec-
tores y su relacion con las defensas de la
planta, asi como la regulacion de la expresion
del sistema de virulencia. Entre otros hitos,
hemos determinado la contribucion a la viru-
lencia del repertorio de T3Es de P syringae
1448a, una de las principales estirpes modelo
(1, 2), mejorando técnicas de generacion de
mutantes y desarrollando técnicas de analisis
genético in planta (competitive index; Cls) (3 y
referencias incluidas). Hemos sido los prime-
ros en describir la capacidad de supresion de
todos los niveles de defensa de la planta (PTI,
ETI, y SAR) por parte de un efector, HopZ1,
analizado las rutas de transduccion de sefial
implicadas en su reconocimiento en plantas
resistentes (4), y caracterizado en su pato-
sistema natural la capacidad de supresion
de defensas del efector de la misma familia
HopZ3 (5).

Hemos descrito mecanismos de regulacion
positiva y negativa de la expresion de los
genes del T3SS en Pph1448a (6, 7), y cola-
borado en establecer un enlace entre regu-
lacion de la expresion y secrecion (8). Hemos
descrito por vez primera en un fitopatdgeno

heterogeneidad fenotipica en la expresion del
T3SS (9) y del flagelo, que da lugar a linajes
bacterianos que difieren en la expresion de
estos aspectos clave de la virulencia de P
syringae. También hemos descrito la dinami-
ca, clonalidad e interacciones de poblaciones
mixtas in planta (10).

Lineas adicionales en colaboracion con
otros grupos, en torno a la caracterizacion de
la interferencia entre geminivirus y sumoila-
cion en planta, en colaboracion con Eduardo
R. Bejarano (IHSM-UMA-CSIC) y Herlander
Azevedo (Universidade do Porto) ha dado
lugar a cinco articulos, mientras que el desa-
rrollo de herramientas gendmicas en olivo y
su aplicacion a calidad del fruto y aceite, y
caracteres de interés agronémico, dentro del
consorcio OLEAGEN (Genoma Espafia), ha
dado lugar a otros cinco articulos.

PERSPECTIVAS FUTURAS

En nuestro actual proyecto del Plan
Nacional (RTI2018-095069-B-100) esta-
mos analizando el metiloma de P, syringae
en condiciones de laboratorio y en planta y
buscando loci candidatos a presentar hete-
rogeneidad fenotipica. Hemos identificado y
estamos caracterizando las metilasas de DNA
potencialmente asociadas a dicha regulacion.
Estamos ampliando nuestra caracterizacion
del papel de la heterogeneidad fenotipica
en la adaptacion de P, syringae a la planta,
explorando potenciales aplicaciones biotec-
noldgicas.

Dentro del mismo proyecto, y en colabora-
cion con el grupo de Josep Casadesus (US),
analizamos el papel de la heterogeneidad
fenotipica durante la colonizacion de la planta
por Salmonella, asociado a mas del 25% de
los brotes epidémicos de salmonelosis (CDC-
USA), por contaminacion interna de fruta y
verdura fresca destinada al consumo. Esta
linea aprovecha la experiencia en Salmonella
de los investigadores principales previa a la
formacion del grupo, combinada con su expe-
riencia en patogénesis en plantas acumulada
desde entonces.

Finalmente, en el contexto de un proyecto
FEDER y nuestra colaboracion con el grupo
de Eduardo R. Bejarano (IHSM-UMA-CSIC),
estamos caracterizando un mecanismo de
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regulacion en la planta que controla la expre-
sion de genes TIR-NBS-LRR en ausencia de
patdgenos, limitando su impacto en fitness
de la planta, permitiendo su activacion en
dos oleadas en presencia de patdgenos. Este
mecanismo de defensa inducible, no ligado
a un unico gen de avirulencia, tiene gran
potencial para el desarrollo de estrategias de
resistencia eficaces y robustas.
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El grupo de Bases Moleculares de la Adap-
tacion (MBA, por sus siglas en inglés) es un
grupo de reciente creacion en la Facultad de
Veterinaria de la UCM ( ).
Actualmente se compone de 7 miembros
cuyo trabajo se centra en el estudio de los
integrones, una de las plataformas genéticas
mas importantes en el mundo de |a resis-
tencia a antibidticos. La importancia de los
integrones radica en su elevada prevalencia
en Gram negativos, en el poder adaptativo
que confieren a su hospedador y en la sin-

cronizacion sutil con las necesidades de la
bacteria, que permite limitar su coste biold-
gico (Escudero et al., 2015).

Los integrones son capaces de captar y
de incorporar al genoma bacteriano nuevos
genes que vienen embebidos en una estruc-
tura movilizable denominada cassette. La
integracion de estos cassettes se produce
a través de la recombinacion entre su sitio
attCy el sitio de integracion att/ en el inte-
gron(Mazel, 2006). Estas reacciones son
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llevadas a cabo por la integrasa que esta
codificada en el tnico gen de la plataforma
del integron. Los genes de los cassettes estan
generalmente desprovistos de promotor, y se
vuelven funcionales al integrarse en el sitio
attl, ya que el integrén posee un promotor
dedicado para su transcripcion: el Pc. Los
integrones pueden captar y acumular una
cantidad variable de cassettes, y el nivel de
expresion de cada uno dependera de su dis-
tancia con el Pc. La coleccion de cassettes es
estable en condiciones normales por la falta
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de expresion de la integrasa. Sin embargo,
en condiciones de estrés, la integrasa (cuya
transcripcion se encuentra controlada por
la respuesta SOS [Guerin et al., 2009]) es
expresada y puede producir, ademas de la
integracion de nuevos cassettes si los hubie-
ra, la escision y reordenacion de cassettes
de la coleccion. Esto permite acercar al Pc
cassettes que estén alejados y aumentar asi
su expresion. Esta capacidad de adquisicion
y acumulacion de nuevas funciones, sumada
a la expresion diferencial de los cassettes y
la posibilidad de su reordenacion, hace de los
integrones memorias adaptativas bacterianas
de bajo coste.

Si bien los integrones mas conocidos son
los relacionados con la resistencia a antibio-
ticos y portados por plasmidos (los llamados
integrones maviles), estos no son en realidad
la forma nativa de integron, sino el resultado
de la movilizacion estocastica de algunos inte-
grones desde los cromosomas de bacterias
medioambientales. En efecto, encontramos
integrones en los cromosomas de mas del
10% de las bacterias de las bases de datos,
lo que demuestra que son estructuras con
un origen evolutivo lejano (Cury et al., 2016;
Rowe-Magnus et al., 2001). Estos integrones
cromosémicos sedentarios (ICS) contienen en
general cassettes de funcion desconocida y
generalmente no relacionada con la resisten-
cia a antibidticos. Se deduce que algunos de
estos ICS han sido movilizados por transposo-
nes a plasmidos, y han llegado a bacterias de
interés clinico, donde la capacidad de captu-
rar cassettes de resistencia ha resultado gran
valor adaptativo a sus hospedadores, dando
lugar a los integrones maviles.

A los miembros de MBA nos interesan
muchas facetas diferentes de los integro-
nes, desde la capacidad de adaptacion que
confieren a las bacterias hasta su origen evo-
lutivo. Por un lado, trabajamos en intentar
obtener una vision general clara y cuantifica-
da del valor adaptativo de los integrones de
resistencia para las bacterias clinicas. Para
ello, Alberto Hipdlito mide estos parametros
de todos los genes de resistencia descritos
hasta la fecha (jmas de 170!). Por otro lado,
Filipa Trigo da Roza trabaja en el desarro-
llo de una herramienta biotecnoldgica que
nos permita captar e identificar el contenido
de cassettes de resistencia en muestras de
ADN de pacientes, de animales o del medio
ambiente. Pero hay cosas muy interesan-
tes de los integrones fuera del campo de la
resistencia. Carlota Pintado estudia el origen
evolutivo de las integrasas de integron y el
papel del dominio 12 de la integrasa. Este
dominio solo se encuentra en las integrasas
de integron y permite reconocer 10s sitios
attC de los cassettes, pero desconocemos
su papel cuando las integrasas hacen reac-
ciones de tipo ancestral en las que no hay
attCs(Escudero et al., 2016). Por su parte,
Paula Blanco estudia las funciones de los
cassettes de integrones cromosdmicos, a
las que se les presupone un valor evoluti-
vo importante, pero se desconoce comple-
tamente su funcion(Escudero and Mazel,
2017); y Lucia Garcia-Pastor trabaja en
dilucidar como se generan los cassettes de
novo, fendmeno fundamental del funciona-
miento de los integrones para el cual no hay
un modelo claro, pero que puede tener una
conexion directa con el origen evolutivo de
los integrones(Escudero et al., 2015). Y para
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que no nos falte de nada, a todos nosotros
nos asiste Ester Vergara, nuestra técnico de
laboratorio.

El objetivo de MBA, en definitiva, es enten-
der el valor adaptativo de los integrones en
los hospitales y fuera de ellos. Contamos para
ello con el apoyo financiero del Plan de Atrac-
cion de Talento de la Comunidad de Madrid;
del Ministerio de Ciencia, Innovacion y Uni-
versidades a través de sus proyectos de 1+D
Excelencia; y del European Research Council
a través de una Starting Grant. A todos ellos
les estamos muy agradecidos.
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Grupo “Epidemiologia y mecanismos patogénicos y moleculares de enfermedades infecciosas y microbiologia clinica”.

El equipo esta formado por profesores de
la universidad de Cantabria, facultativos del
hospital Universitario Marqués de Valdecilla
e investigadores del IDIVAL. Forma parte de
la Red Nacional de Investigacion en Patologia
Infecciosa (REIPI).

Las principales lineas de investigacion son:

— Mecanismos de resistencia a antimi-
crobianos y epidemiologia molecular de
bacterias Gram-negativas y Gram-posi-
tivas de interés médico.

— Nuevos métodos para el diagnostico
microbioldgico basados en la gendmica
y la protedmica.

— Interaccion patégeno-hospedador.

Se presenta un resumen de trabajos
recientes realizados con cepas de corine-
bacterias de origen clinico.

Las corinebacterias pertenecen al género
Corynebacterium spp. y poseen una morfolo-
gia en forma de maza. Son Gram-positivos, no
esporulados, catalasa-positivos y su genoma
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€S rico en guanina y citosina. Algunas son
bacterias ambientales, pero la mayoria for-
man parte de la flora de piel y mucosas en
humanos y otros mamiferos. Las corinebacte-
rias clinicamente relevantes son Corynebac-
terium diphtheriae (causante de la difteria) y
las corinebacterias no diftéricas. Entre estas
destacamos Corynebacterium striatum, Cory-
nebacterium amycolatumy Corynebacterium
urealyticum (Bernard, 2012).

La identificacion a nivel de especie se reali-
za mediante técnicas fenotipicas, quimiotaxo-
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Interaccion entre Corynebacterium striatum y células de epitelio pulmonar humano.

némicas y moleculares. El sistema comercial
API-Coryne es muy utilizado, pero en ocasio-
nes hay que recurrir a pruebas bioguimicas
complementarias para la diferenciacion a nivel
de especie. Desde hace algunos afios se ha
implementado la tecnologia de espectrometria
de masas MALDI-TOF para la identificacion
bacteriana gracias a su rapidez, fiabilidad y
bajo coste. En un estudio preliminar realiza-
do en colaboracion con el grupo del profesor
Jordi Vila (hospital Clinico, Barcelona) demos-
tramos la efectividad de la aplicacion de esta
tecnologia para la identificacion a nivel de
especie de una coleccion de cepas clinicas
de Corynebacterium spp, Listeria monocyto-
genesy Rhodococcus equi (Vila et al., 2012).
Los resultados se confirmaron en un estudio
realizado con cepas de Corynebacterium spp.
aislados en el hospital F. Hached de Sousse
(Tunez) (Alibi et al., 2017) y en otro con cepas
de Rhodococcus equi de nuestra coleccion
(Ruiz de Alegria et al., 2017). Méas del 95%
de las cepas se identificaron a nivel de especie
correctamente. Cuando no se puede precisar
la especie se identifican por secuenciacion de
los genes rpoB'y ARNr 16S. Por otra parte,
hay que destacar que la secuenciacion del
genoma bacteriano es el método mas reso-
utivo para la identificacion a nivel de especie,
aunque no puede ser aplicado como método

de rutina actualmente por la complejidad que
conlleva el analisis de los resultados y su ele-
vado coste.

La resistencia a los antimicrobianos es uno
de los desafios mas importantes a los que
se enfrenta la medicina a escala global. El
estudio de los mecanismos de la resistencia
bacteriana a los antibiéticos y su propagacion
es una linea de investigacion prioritaria en
nuestro grupo. En relacion a la actividad de
antimicrobianos y la resistencia, hemos rea-
lizado estudios en Corynebacterium Striatum,
un patdgeno oportunista emergente que pue-
de producir una amplia variedad de infeccio-
nes en humanos: bacteriemia, endocarditis,
meningitis, vaginitis e infecciones del tracto
urinario, del tracto respiratorio, heridas, piel
y 0jos. C. Striatum se reconoce como un ver-
dadero patdgeno cuando se aisla de mues-
tras tomadas repetidas veces en partes del
organismo humano estériles 0 en catéteres
u otros dispositivos. La consideracion de si
un aislado representa infeccion, colonizacion
0 contaminacion se realiza en base al criterio
del facultativo. Las infecciones por Coryne-
bacterium spp. se tratan con glicopéptidos
(vancomicina y teicoplanina). El linezolid
constituye una buena alternativa, porque has-
ta ahora no se han reportado resistencias. Sin
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embargo, estos antimicrobianos no siempre
estan disponibles en todos los hospitales.
En un estudio que realizamos en el hospital
F. Hached de Sousse (TUnez), nos informa-
ron que el tratamiento de eleccion para las
infecciones por C. striatum en ese hospital
es la ampicilina. Sin embargo, analizando
la sensibilidad a 16 antimicrobianos de 63
cepas de C. striatum aisladas en ese hospi-
tal, encontramos altos niveles de resistencia a
beta-lactamicos (el 82,5% de las cepas eran
resistentes a penicilina) (Alibi et al.,, 2017). El
tratamiento de una infeccion debe pautarse
en funcion de los resultados del antibiograma.
Aplicando este criterio, se aconseja que las
infecciones por C. striatum no sean tratadas
de forma empirica con un beta-lactamico.
En otro estudio realizado con 64 cepas de
C. striatum, aisladas en el hospital Marqués
de Valdecilla (Santander), mostramos que la
amikacina y la netilmicina (aminoglucésidos)
presentaban buena actividad (Navas et al.,
2016), por lo que pueden ser prescritos como
tratamiento alternativo o complementario de
las infecciones por C. Striatum, aunque Vigi-
lando su toxicidad.
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El Laboratorio de Referencia de Neumo-
cocos (LRN) se dedica desde el afio 1979 a
la vigilancia microbioldgica de Streptococcus
pneumoniae, analizando los serotipos, genoti-
pos y la resistencia antibidtica de los aislados
clinicos de neumococo que se reciben en el
laboratorio, procedentes de hospitales de las
distintas comunidades auténomas. Desde
entonces, se han identificado y caracteriza-
do cerca de 85.000 aislados clinicos inva-
sivos de neumococo que estan disponibles
en nuestra coleccion de cepas. Todos los
afios notificamos los casos de enfermedad
neumocdcica invasiva a Europa a través
del ECDC siendo el tercer pais europeo que
mas casos notifica. EI LRN esté4 coordinado
por el Dr. José Yuste y se subdivide en dos
unidades; por un lado, la parte diagnostica y
epidemiolégica formada por tres ayudantes
de investigacion (Maria Dolores Vicioso, Idoia

del Rio y Beatriz Lopez) y la parte de investi-
gacion, formada por el Dr. Fernando Gonzalez
Camacho, la Dra. Mirian Domenech y Julio
Sempere que esta realizando su Tesis Docto-
ral. A continuacion, se exponen las principales
lineas de investigacion del laboratorio.

INVESTIGACION EN EPIDEMIOLOGIA
Y SALUD PUBLICA

S. pneumoniae es el principal agente
etiologico de las neumonias adquiridas en
la comunidad y uno de los principales res-
ponsables de sepsis y meningitis bacteriana
no epidémica afectando principalmente a la
poblacion pediatrica y a los adultos mayores
de 65 afos. Nuestro laboratorio participa en
la caracterizacion de las cepas circulantes
(serotipo, genotipo y sensibilidad antibidtica)
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aportando informacion muy valiosa al sistema
nacional de salud sobre la epidemiologia de
neumococo que es esencial para la detec-
cion precoz de clones y serotipos emergentes
que puede ser de gran utilidad para evaluar el
impacto de las actuales y futuras vacunas dis-
ponibles. Entre las técnicas utilizadas destaca
la caracterizacion de neumococos mediante
dot blot con antisueros, MLST y PCR-secuen-
ciacion de genes capsulares.

MECANISMOS MOLECULARES
DE PATOGENICIDAD

Desde hace varios afios, nuestro labo-
ratorio esta enfocado en el estudio de los
mecanismos moleculares relacionados con
las diferentes etapas del proceso infeccioso
entre las que destacan la colonizacion del
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tracto respiratorio superior, el establecimien-
to de la neumonia y su diseminacion, pro-
duciendo enfermedad invasiva. Para lograr
estos objetivos, nuestro laboratorio utiliza
mutantes en diversos factores de virulencia,
lineas celulares epiteliales, células fagoci-
tarias (macrdfagos y neutrofilos) asi como
ratones deficientes en receptores importantes
del sistema inmune del huésped. Para poder
abordar estos estudios se utiliza la citometria
de flujo y la microscopia confocal como prin-
cipales técnicas metodoldgicas

BUSQUEDA DE ANTIGENOS
VACUNALES BASADOS EN PROTEINAS
CONSERVADAS

Las actuales vacunas disponibles estan
basadas en polisacaridos capsulares que
pueden estar conjugados 0 no a una proteina
transportadora. Debido a la elevada variabili-
dad de neumococo (99 serotipos), la limita-
cion en el nimero de serotipos que pueden
ser incluidos en una vacuna polisacaridica y
el fendmeno de reemplazo de serotipos, se
estudian vacunas alternativas a las actuales.
En nuestro grupo estamos caracterizando el
papel protector de algunas proteinas de super-
ficie que estan muy conservadas. En el afio
2016 demostramos que la vacunacion con la
proteina LytB es capaz de proteger frente a
la sepsis y la neumonia incluyendo al serotipo
3 que tiene una elevada capsula y de hecho,
fue seleccionado en los highlights de la revista.

IMPORTANCIA DE LOS BIOFILMS
DE NEUMOCOCO EN LA PATOGENESIS
Y LETALIDAD

Una de las lineas en la que nuestro labora-
torio esta interesado se basa en el estudio de
los biofilms neumocdcicos desde la perspec-
tiva de salud publica analizando su impacto
en la virulencia de los serotipos emergentes.
Con la incorporacion de la Dra. Domenech,
experta en biofilms bacterianos, estamos
analizando la relacion entre la letalidad por
serotipos y su capacidad de formacion de bio-
films ya que la formacion de biofilm permite a
la bacteria evadir el sistema inmune asi como

Fig. 1. Visualizacion de un biofilm neumocdcico por microscopia confocal. Tincion con Syto9 de bacterias vivas

(verde) y con ioduro de propidio de bacterias muertas (rojo).

desarrollar elevados niveles de resistencia
antibidtica.
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Los patdgenos oportunistas colonizadores
estan excelentemente adaptados al hués-
ped que colonizan, a menudo con rango de
hospedador restringido a una sola especie
y formando parte de su microbioma. Sin
embargo, en determinadas circunstancias,
a menudo relacionadas con estados de
inmunosupresion del huésped, la coloniza-
cion asintomatica se convierte en infeccion
sintomatica (Price et al., 2017). La secuen-
ciacion de genomas completos ha revelado
rasgos genémicos de patoadaptacion que,
en algunos casos, son comunes a patégenos
oportunistas que colonizan nichos distintos
en el mismo hospedador, lo que genera pare-
cidos razonables muy interesantes bioldgica
y evolutivamente.

En nuestro grupo de investigacion, tra-
bajamos para descifrar los mecanismos de
pato-adaptacion de la bacteria Gram nega-
tiva Haemophilus influenzae, un patdgeno
oportunista colonizador asintomatico de la
nasofaringe humana, y causante de infeccion
sintomatica en las vias respiratorias bajas de
individuos que sufren patologias respiratorias
cronicas como la enfermedad pulmonar obs-
tructiva cronica (EPOC) (Su et al., 2018). El
andlisis gendmico comparado nos ha revelado
la enorme variabilidad existente entre aislados
descapsulados de esta bacteria, traducido
en una heterogeneidad fenotipica significati-
va. La plasticidad genomica de H. influenzae
esta mediada, entre otros, por la competencia
natural, consistente en la captacion de ADN
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lineal de doble cadena exdgeno, que atraviesa
las membranas externa e interna, accede al
citosol bacteriano como ADN monocadena v,
Segun el grado de homologia, puede integrarse
en el cromosoma bacteriano mediante doble
recombinacion homéloga (Mell et al., 2014).
Ademas, H. influenzae experimenta variacion
de fase, un fenémeno estocastico, reversible
y de alta frecuencia, determinado por la exis-
tencia de repeticiones de secuencia simple
(del inglés, single sequence repeats — SSR),
cuyo nimero puede variar entre generaciones
debido a errores de la ADN polimerasa durante
la replicacion de ADN. La presencia de SSRs
en genes que codifican estructuras de super-
ficie contribuye a la variabilidad antigénica y al
mimetismo molecular del patégeno. H. influen-
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Zae también presenta sistemas de regulacion
epigenética regulados por variacion de fase.
Asi, la variacion de fase en genes que codi-
fican ADN metiltransferasas genera cambios
en el patrén global de metilacion, que a su vez
regulan el perfil global de expresion génica del
patdgeno (Phillips et al., 2019).

La evidencia disponible relaciona la plastici-
dad gendmica de H. influenzae con rasgos de
reduccion cromosomica. Este patdgeno carece
de ruta de p-oxidacion de acidos grasos, y
la captacion de acidos grasos exdgenos no
metabolizables tiene efecto detergente, en
parte paliable por la inactivacion del gen que
codifica el transportador de &cidos grasos
FadL. Este es un rasgo de evolucion paralela
observado en cepas persistentes aisladas del
pulmon de pacientes EPOC, un nicho con altos
niveles de mediadores inflamatorios de natu-
raleza lipidica (Moleres et al., 2018). Por otra
parte, H. influenzae presenta un ciclo de Krebs
incompleto con ausencia de las enzimas de la
rama oxidativa, y cataboliza glucosa median-
te una fermentacion asistida por respiracion
cuyo principal producto excretado es el cido
acético, que a su vez es un inmunometabolito
proinflamatorio. Este es un rasgo de adapta-
cion metabdlica en el pulmén EPOC, donde la
disponibilidad de glucosa es alta debido a
la inflamacion basal caracteristica de la enfer-
medad (Lopez-Lopez, datos no publicados). Un
Gltimo ejemplo es la variacion de fase en el
promotor del gen que codifica la adhesina/
invasina HMW1/2A. El aumento progresivo de
SSRs asociado a la persistencia de H. influen-
zae en el pulmon EPOC regula la disminucion
progresiva de los niveles de esta proteina, un
posible rasgo de seleccion natural en respues-
ta al alto titulo de anticuerpos anti-HMW1/2A
en el nicho colonizado (Cholon et al., 2008).

En este articulo, destacamos que H.
influenzae comparte un buen numero de

rasgos de pato-adaptacion con observaciones
realizadas en Helicobacter pylori, un patogeno
oportunista colonizador del estomago huma-
no, que induce inflamacion crénica de la
mucosa gastrica, asintomatica en la mayoria
de individuos, si bien puede causar compli-
caciones serias incluyendo Ulcera gastrica y
duodenal, y cancer de estomago (Yang et al.,
2013). Con genomas de tamafos similares
(~1,6 Mb), la plasticidad gendémica de H.
pylori viene también determinada por com-
petencia natural y variacion de fase —inclu-
yendo regulacion epigenética de la expresion
génica. Ademas, tanto la ruta de B-oxidacion
como el ciclo de Krebs estan incompletos,
H. pylori es sensible al efecto bactericida de
los 4cidos grasos, y metaboliza glucosa gene-
rando &cido acético como producto principal
durante su crecimiento aerobio (Suerbaum et
al.,, 2007; Marais et al., 1999; Jung et al.,
2016). La actividad ureasa de H. pylori es
un requisito importante para la colonizacion
y, de forma analoga, la prevalencia del ope-
ron ure es mayor en aislados sintomaticos
de H. influenzae que en cepas aisladas de
portadores sanos (Yang ef al., 2013; Murphy
et al., 2011). Por ultimo, la expresion de las
proteinas de superficie SabA y BabA, impli-
cadas en la adhesion de H. pylori al epitelio
gastrico, esta regulada por variacion de fase,
y se observa una disminucion de la misma
durante la colonizacion (Suerbaum et al.,
2007; Harvey et al., 2014).

Estas observaciones ponen de manifiesto
rasgos adaptativos comunes entre patdgenos
oportunistas humanos que estan alejados
filogenéticamente y no comparten nicho. La
identificacion de fuentes comunes de presion
selectiva en vias respiratorias y estomago
puede ser una estrategia complementaria
para seguir descifrando mecanismos de pato-
adaptacion, encaminados a la propuesta y
desarrollo de terapias antiadaptacion.
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Nuestro grupo de “Estructura, Dinamica y
Funcion de Genomas de Rizobacterias” tiene
como objetivo obtener conocimientos basicos y
aplicados sobre las interacciones beneficiosas
entre plantas y microorganismos de interés en
sistemas agricolas y forestales (1ttps://nww.
eez.csic.es/estructura-dinamica-y-funcion-
de-genomas-de-rizobacterias). El grupo se
constituye a finales de los afios 90 como
una deriva de las lineas dentro del Depar-
tamento de Microbiologia del Suelo y Sis-
temas Simbidticos en nuestro centro —La
Estacion Experimental del Zaidin— basadas
en el estudio de la simbiosis Rhizobium-le-
guminosa. El grupo esta constituido por cua-
tro investigadores en plantilla: Nicolas Toro,
Francisco Martinez-Abarca, Manuel Fernan-
dez Lopez y Jose . Jiménez Zurdo. Cuenta
en la actualidad con un total de 14 miembros
entre personal técnico, estudiantes de Mas-

ter y Predoctorales asi como personal Post-
doctoral. Focaliza sus lineas de investigacion
en la ecologia de microorganismos rizosfé-
ricos y la utilizacion de éstos en la recupe-
racion de suelos degradados, en el analisis
gendmico de comunidades microbianas del
suelo, la caracterizacion de nuevos ARNs
reguladores en microorganismos simbidticos
y por ultimo en la contribucion al desarrollo
de gendmica funcional de microorganismos
y plantas mediante el uso de herramientas de
mutagénesis de alto rendimiento. Esta dltima
linea de Investigacion (@ToroLaboratory) se
desarrolld partiendo de unos descubrimien-
tos llevados a cabo en los inicios sobre un
aislado particular, GR4, de la bacteria Sinor-
hizobium meliloti.

Durante la década de los afios 80, el estu-
dio de los determinantes genéticos causan-
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tes de una mayor eficiencia en la nodulacion
de plantas nos llevd a una zona concreta de
40 kb contenida en uno de los dos plasmidos
cripticos presentes en este aislado (pRme-
GR4b). Este punto es el comienzo de la pri-
mera deriva clave en la investigacion dentro
del grupo que nos llevo a interesarnos en un
elemento movil presente en esta region que
ha dado lugar al desarrollo de toda una tec-
nologia de mutagenesis a la carta derivada de
lo que apenas se conocia en aquel momento
(finales de los 90) como los intrones del gru-
po II. En esta region se encontré un locus de
1894 nt conteniendo el primer retroelemento
activo en rizobacterias: Rmint1 (Rm de Rhizo-
bium meliloti, Int1, el primer Intron). Los intro-
nes del grupo Il son grandes ribozimas que se
comportan como elementos maviles que
sufren “splicing” mediante un mecanismo
que recuerda a los intrones eucariéticos. Su
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Fig. 1. Arbol filogenético que representa la diversidad procariota de las Reverso
Transcriptasas (RTs) identificadas hasta la fecha. Se destacan mediante puntos
aquellas que se encuentran estrechamente relacionadas a sistemas CRISPR-Cas.

(Modificado de Toro et al. 2019, RNA Biol.).

movilidad estd mediada por la formacién de
un complejo ribonucleoproteina constituido
por la proteina codificada por el propio intrén
y el RNA escindido. EI DNA diana hacia donde
se dirige es reconocido principalmente por
el RNA que puede programarse de manera
eficiente hacia cualquier DNA diana a la carta.

El trabajo de sucesivos afios con este ele-
mento sentd las bases de nuevas variedades
de intrones con los que desarrollar la tecno-
logia del targetron dando lugar a varios pro-
yectos de investigacion, asi como a distintas
colaboraciones internacionales. Una actividad
relevante presente en este retroelemento y
necesaria para su actividad como herramien-
ta mutagénica es la actividad Reverso Trans-
criptasa (RT). La presencia y el éxito de este
retroelemento en S. meliloti, nos ha hecho
preguntarnos si su presencia en un momento
determinado podria haber supuesto ventajas
evolutivas a los microorganismos que lo con-
tienen. Asi, nuevos elementos relacionados,
fragmentos de elementos antiguos insertados
en zonas criticas conservadas en los geno-
mas de rhizobios relacionados han aparecido
en nuevos genomas secuenciados. A ello se
ha unido ademas el esfuerzo y conocimiento
del genoma completo de GR4, la bacteria de
partida y que gracias a nuestro conocimiento
sobre este elemento repetido nos permitio

cerrarlo de manera pre-
cisa, asi como abordar
la secuenciacion de
nuevas variantes que
nos ha permitido cono-
cer los tiempos de evo-
lucién de esta bacteria
y su asociacion muy
probable al cultivo del
que dependen (en este
caso la afalfa).

La nueva Microbio-
logia, nos ha cambiado
la manera de hacer-
nos preguntas sobre
el papel de intrones y
otros elementos evolu-
tivamente relacionados
con ellos en los hospe-
dadores que lo contie-
nen. Asi yendo un paso
mas, nos ha interesado
especialmente enten-
der el origen de la RT
presente en este tipo de retroelementos, para
lo que desde 2014, llevamos interesados en
conocer las relaciones filogenéticas de los
distintos tipos de reversos transcriptasas
presentes en el mundo procariota. Ya desde
ese afo, observamos un subgrupo particu-
lar estrechamente relacionado con las que
se encontraban presentes en los Intrones
del grupo Il que parecian haber cambiado
completamente de sistema funcional. Estas
reverso-transcriptasas se encontraban for-
mando parte de locus CRISPR, en concreto
asociados fundamentalmente a genes del
complejo adaptativo, y en algunos casos for-
mando una proteina de fusion (RT-Cas1). Los
sistemas CRISPR-Cas constituyen un sistema
de defensa “inmune” de las bacterias frente
a virus y DNA exogeno. En la dltima fase del
proceso, interviene una ribonucleoproteina
(la conocida como cas9) capaz de recono-
cer “in vivo” una secuencia diana mediante
un RNA guia y digerirlo de manera rapida,
eficiente y precisa. Esta propiedad ha dado
lugar a la denominada ‘Tecnologia CRISPR’
para la edicién gendmica a la carta. Una
nueva pregunta surge en nuestro grupo
de investigacion: ¢Cual es el papel de las
reversotranscriptasas en los sistemas CRIS-
PR-Cas? ¢A qué sistemas estan asociadas?,
¢ Qué tipo de co-evolucion parecen haber
tenido con respecto al sistema CRISPR-Cas
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al que se asocian? Nosotros y otros grupos
hemos encontrado nuevas variedades de
RTs estrechamente relacionadas con algu-
nos sistemas CRISPR-Cas. En un trabajo
reciente hemos estudiado un nuevo sistema
RT-CRISPR-Cas funcional. En nuestro trabajo
hemos demostrado el papel esencial de la
actividad retrotranscriptasa en el proceso de
adquisicion de espaciadores. Proceso que
a su vez carece de sesgos en la secuencia
descritos previamente en otros sistemas. El
estudio proporciona nuevas herramientas
con potencial diferencial para el desarrollo
de nuevas herramientas biotecnoldgicas.
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El equipo dirigido por la Dra. Matxalen Llo-
sa, Catedratica de Genética de la Universidad
de Cantabria, es uno de los 10 grupos que
fundaron en 2007 el Instituto de Biomedici-
na y Biotecnologia de Cantabria (IBBTEC), un
Centro Mixto entre la Universidad de Canta-
bria, el CSIC, y el Gobierno Regional.

Nuestros intereses cientificos se centran
en la comunicacion bacteriana mediada por
los Sistemas de Secrecion Tipo IV (T4SS).
Estos complejos macromoleculares, al igual
que otras familias de sistemas de secrecion,
son capaces de translocar sustratos especi-
ficos a través de las membranas de bacterias
gram-negativas. Lo que les diferencia del res-
to de sistemas y les dota de mayor interés
es su plasticidad, siendo capaces de secre-
tar tanto proteinas como ADN y complejos
nucleoproteicos, tanto al medio extracelular

como a otra célula receptora, ya sea procario-
ta 0 eucariota. Esto se traduce en una enorme
versatilidad bioldgica: los T4SS forman parte
de las maquinarias conjugativas para mediar
transferencia genética horizontal entre bac-
terias, estan involucrados en la secrecion
de factores de virulencia a células animales,
juegan también un papel en relaciones sim-
biéticas entre bacterias y células de plantas,
inyectan toxinas a bacterias competidoras, y
son capaces de secretar-importar ADN del
medio extracelular. Estas caracteristicas les
convierten en un interesante objeto de estudio
tanto desde el punto de vista bioldgico como
biotecnoldgico y biomédico. Basandonos en
el conocimiento molecular que tenemos de
estos procesos, nuestro grupo pretende tam-
bién utilizar estos sistemas para desarrollar
herramientas de introduccion e integracion
sitio-especifica de ADN en células humanas.
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Una parte de nuestro trabajo se centra en
el estudio comparativo de T4SS pertenecien-
tes a sistemas conjugativos y a bacterias
patdgenas. Nuestros modelos de estudio son
el T4SS del plasmido conjugativo R388, y el
T4SS VirB/D4 de Bartonella henselae, que
contribuye a la virulencia del patégeno en
células humanas. Nuestro principal objetivo
es descifrar la base molecular del recluta-
miento de sustratos especificos por distintos
T4SS, con especial énfasis en la transferencia
de ADN.

Un resultado muy significativo del grupo
ha sido demostrar que se pueden intercam-
biar los sustratos entre T4SS involucrados en
conjugacion y virulencia. Asi, hemos mostra-
do que los complejos nucleoproteicos que
se transfieren a través de los T4SS durante
la conjugacion bacteriana, consistentes en la
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Figura: colonias bacterianas reflejando eventos de recombinacion sitio-especifica.

relaxasa conjugativa covalentemente unida a
la hebra de ADN transferido, pueden ser reco-
nocidos y translocados por los T4SS implica-
dos en la virulencia de los patégenos humanos
B. henselae, Legionella pneumophila o Coxie-
lla burnetii. Es decir, que los T4SS de estos
patdgenos pueden secretar, en lugar de sus
sustratos naturales, moléculas de ADN como
si fuesen sistemas conjugativos.

Este resultado se pudo observar con una
manipulacion minima o nula de los sistemas
naturales, lo que argumenta que posible-
mente refleje un fendmeno natural, y pueda
ocurrir transferencia horizontal de ADN entre
patdgenos y sus células huésped, mediada
por T4SS. Nuestro objetivo actual es demos-
trar si esta transferencia genética en efecto
ocurre en la naturaleza, y descubrir el papel
bioldgico que pueda cumplir, bien sea con-
tribuyendo a la virulencia del patdégeno que
codifica el T4SS, o contribuyendo a posibles
relaciones simbidticas del microbioma con su
huésped.

La vertiente aplicada de esta linea consiste
en manipular los T4SS de distintas bacterias
patdgenas para que secreten moléculas de
ADN de interés in vivo directamente a las
células humanas de eleccion, que serian dis-
tintas dependiendo del tropismo del patdgeno
de eleccion.

Otra linea de trabajo se centra en la
caracterizacion de relaxasas conjugativas,
las proteinas que procesan y pilotan el ADN
a la célula receptora durante la conjugacion.
Nuestro modelo es la relaxasa del sistema
conjugativo de R388, TrwC. Esta protei-
na, ademas de su papel en la conjugacion,
tiene actividad de recombinasa e integrasa
sitio-especifica en la bacteria receptora, acti-
vidad que hemos caracterizado en bacterias y
estamos ensayando en células humanas. Uno
de nuestros retos es dilucidar cuél seria el rol
bioldgico de esta inesperada actividad, que
curiosamente comparten algunas, pero no
todas las relaxasas conjugativas analizadas.
Nuestros datos indican que, si bien la proteina
inicia las reacciones de recombinacion/inte-
gracion con alta especificidad de secuencia
por su diana especifica, la diana en la célula
receptora es mas laxa. Esto nos lleva a pensar
que tal sistema podria proporcionar al plas-
mido conjugativo un sistema de colonizacion
de huéspedes no permisivos (i.e. bacterias
a las que el plasmido puede conjugar, pero
donde no podria replicar), promoviendo su
integracion en el genoma receptor.

Al tener puesto a punto el ensayo de trans-
ferencia de ADN a través de T4SS de patd-
genos humanos, también hemos estudiado
la actividad de TrwC y otras relaxasas tras
ser transferidas a células humanas, para
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descubrir que la relaxasa potencia en dos
ordenes de magnitud la integracion en el
genoma humano del ADN transferido desde
la bacteria. Esta integracion no es sitio-espe-
cifica, aunque estamos elaborando distintas
estrategias para que asi lo sea. Aunque adn
estamos en el estadio de prueba de concepto,
las aplicaciones potenciales son enormes.
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Algunos miembros del grupo.

Nuestro grupo investiga la simbiosis
mutualista procariota-eucariota, ampliamen-
te distribuida en la naturaleza y con impacto
significativo en la evolucion animal (Moya
et al., 2008). En la endosimbiosis, las bac-
terias viven dentro de células especializadas
(bacteriocitos) del hospedador, se transmiten
verticalmente y han evolucionado genomica y
funcionalmente para complementar las nece-
sidades del hospedador sin ser percibidas
como agentes infecciosos. Ademas, existen
ectosimbiosis, asociaciones en que gran can-
tidad de especies bacterianas estan alojadas
en diferentes drganos del hospedador, cons-
tituyendo su microbiota. La secuenciacion
masiva ha revelado una compleja microbiota
intestinal en animales, que desempena fun-
ciones esenciales, contribuyendo a la correcta

nutricion, fisiologia e inmunidad del hospeda-
dor (Moya y Ferrer, 2016).

Durante los ultimos 15 afios, nuestra
caracterizacion del genoma de multiples
endosimbiontes de insectos que se ali-
mentan de floema (ver anterior resefia en
SEM@foro n° 58, 2014), ha contribuido
significativamente a comprender su papel
aportando nutrientes deficitarios en la dieta
del hospedador (Latorre y Manzano-Marin,
2017; Lopez-Madrigal y Gil, 2017). Pero
también hemos caracterizado varias cepas
de Blattabacterium, endosimbionte de cuca-
rachas, a pesar de ser éstas omnivoras
(Lopez-Sanchez et al., 2009). Actualmente,
nuestro sistema simbionte modelo es Biat-
tella germanica.
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iPOR QUE BLATTELLA?

Las cucarachas son paradigmaticas para
estudiar la simbiosis, pues en cada individuo
coexisten Blattabacterium (en bacteriocitos
del cuerpo graso) y una compleja comuni-
dad ectosimbionte (en el intestino posterior;
Pérez-Cobas et al., 2015). Ello permite estu-
diar, a lo largo del desarrollo del insecto, el
didlogo entre dos sistemas simbidticos sepa-
rados espacialmente. Analizamos los cambios
que ocurren cuando la microbiota es some-
tida a perturbaciones (cambios en la dieta,
uso de antibidticos con diferente espectro de
actividad. ..).

Blattabacterium se transmite de las madres
a los ovocitos, siendo la Unica bacteria pre-
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sente en la ooteca, mientras que la micro-
biota intestinal se adquiere horizontalmente
del ambiente, principalmente a través de las
heces (Carrasco ef al., 2014; Rosas et al.,
2018). Estudios meta-6micos nos han per-
mitido modelizar la colaboracion Blattabacte-
rium-insecto para sintetizar glutamina a partir
de &cido Urico almacenado en uricocitos (otras
células especializadas del cuerpo graso; Pati-
fio-Navarrete et al., 2014). Seguimos tratando
de averiguar el papel de la microbiota intes-
tinal en la fisiologia del insecto y si existe un
didlogo entre ambos sistemas simbiontes.

Comprender el conjunto implica evaluar
también cdmo el hospedador controla ambos
sistemas simbiontes. Actualmente estamos
estudiando la inmunidad innata de B. ger-
manica, buscando péptidos antimicrobianos
(AMP) en bacteriocitos e intestino posterior.
Estos AMP podrian también aumentar la per-
meabilidad de membranas, afectando al flujo
metabdlico en la interfaz hospedador-sim-
bionte, permitiendo la integracion metabdlica
con el hospedador.

Y AHORA, BARTONELLA

Uno de los enfoques mas explorados en la
nueva biologia sintética es la simplificacion de
células naturales, eliminando genes no esen-
ciales o con efectos negativos, para generar
un chasis adecuado al que agregar mddulos
genéticos para desempefar una funcion de
interés (Moya et al., 2009). El estudio gend-
mico de endosimbiontes contribuy6 a la defi-
nicion de genomas minimos (Gil, 2014), pero
estas bacterias no son cultivables y no pue-
den manipularse experimentalmente. Por ello,
en nuestro actual proyecto, aprovechamos la
posibilidad de cultivar Bartonella, endosim-
bionte facultativa de células de mamiferos,
como modelo para desarrollar, a largo plazo,

un chasis endosimbionte que podria usarse
con fines terapéuticos (por ejemplo, dirigida
contra patdgenos hematofagos o para intro-
ducir transitoriamente un gen de interés).
Como Bartonella es un organismo fastidio-
S0 (se necesita hasta una semana para ver
colonias en placa), hemos empezado por
su modelizacion metabolica para disefiar
un medio de cultivo mejorado. El siguiente
paso sera su modificacion experimental para
entender mejor el modelo de cara a futuras
intervenciones.

El microbioma humano constituye
nuestro otro gran programa de investigacion.
Suele afirmarse que es todo él benéfico, pero
esta lejos de ser demostrado. Tenemos evi-
dencias de que la microbiota se va acoplando
al hospedador, probablemente hasta ser dpti-
ma en la fase reproductiva, desacoplandose
en edades avanzadas. Hemos demostrado,
por ejemplo, que la produccion por parte la
microbiota intestinal de triptdéfano e indol,
esenciales en nuestro metabolismo, es ade-
cuada durante la infancia, pero declina pro-
gresivamente hasta ser casi nula en ancianos
(Ruiz-Ruiz et al., 2019). Pero tenemos fun-
dadas sospechas de que en la microbiota
intestinal hay un nlcleo de microorganismos
que ha co-evolucionado con el hospedador
humano, auténticos simbiontes mutualistas.
Nuestro objetivo es determinar quiénes son
y cOmo contribuyen a la normal fisiologia del
hospedador a lo largo de la vida.

La definicion de microbiota normal es clave
desde el punto de vista clinico. Analizando los
cambios de la microbiota intestinal en series
temporales, hemos formulado un criterio
matematico, basado en dos coeficientes de la
ley de potencia de Taylor (variabilidad de taxo-
nes con el tiempo y coeficiente de la ley de
potencia), que delimitan cuando una micro-
biota es sana o disbiotica (Marti et al., 2017).

SEM%ro

ALGUNAS PUBLICACIONES RELEVANTES
DEL GRUPO CITADAS EN EL TEXTO

Carrasco P, Pérez-Cobas AE, van de Pol C, et al.
(2014). Succession of the gut microbiota in the
cockroack Blattella germanica. Int Microbiol 17:
99-109.

Gil R. (2014). The minimal gene-set machinery. /n En-
cyclopedia of Molecular Cell Biology and Molecular
Medicine: Synthetic Biology, 2nd edition. Meyers RA
(ed.). Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. pp. 1-36.

Latorre A y Manzano-Marin A. (2017). Dissecting ge-
nome reduction and trait loss in insect endosymbionts.
Ann NY Acad Sci 1389: 52-75.

Lépez-Madrigal S y Gil R. (2017). Et tu, Brute? Not
even intracellular mutualistic symbionts escape hori-
zontal gene transfer. Genes 8: 247.

Lopez-Sanchez MJ, Neef A, Pereto J, et al. (2009).
Evolutionary convergence and nitrogen metabolism
in Blattabacterium strain Bge, primary endosymbiont
of the cockroach Blattella germanica. PLoS Genet 5:
€1000721.

Marti JM, Martinez-Martinez D, Rubio T, et al.
(2017). Health and disease imprinted in the time
variability of the human microbiome. mSystems 2:
€00144-16.

Moya A, Pereté J, Gil R, Latorre A. (2008). Learning
how to live together: Genomic insights into prokaryo-
te-animal symbioses. Nat Rev Genet 9: 218-29.

Moya A, Gil R, Latorre A, et al. (2019). Towards mini-
mal bacterial cells: evolution vs. design. FEMS Micro-
biol Reve 33: 225-35.

Moya A y Ferrer M. (2016). Functional redundancy-in-
duced stability of gut microbiota subjected to distur-
bance. Trends Microbiol 24: 402-13.

Patifio-Navarrete R, Piulachs MD, Belles X, et al.
(2014). The cockroach Blattella germanica obtains
nitrogen from uric acid through a metabolic pathway
shared with its bacterial endosymbiont. Biol Lett 10:
20140407.

Pérez-Cobas A, Maiques E, Angelova A, et al. (2015).
Diet shapes the gut microbiota of the omnivorous coc-
kroach Blatella germanica. FEMS Microbiol Ecol 91
pii: fiv022.

Rosas T, Garcia-Ferris C, Dominguez-Santos R, et
al. (2018). Rifampicin treatment of Blattella germa-
nica evidences a fecal transmission route of their gut
microbiota. FEMS Microbiol Ecol 94: fiy002.

Ruiz-Ruiz S, Sanchez-Carrillo S, Ciordia S, et al.
(2019). Functional microbiome deficits associated
with ageing: chronological age-threshold. Aging Cell,
aceptado.



25 ANOS DEL GRUPO DE MICROBIOLOGIA MOLECULAR

SEM@FORO NUM. 68 | DICIEMBRE 2019

Efectores de los sistemas de secrecion tipo Il

de Salmonella enterica

Joaquin Bernal Bayard y Francisco Ramos Morales

Departamento de Genética, Facultad de Biologia, Universidad de Sevilla.

Avda Reina Mercedes, 6. 41012 Sevilla.

jbbayard@us.es
framos@us.es

De izquierda a derecha: Sara Martos
Martinez de Morentin, Joaquin Bernal
Bayard, Juan Luis Araujo Garrido,
Manuel Benito Lépez Gonzalez,
Francisco Ramos Morales, Julia
Aguilera Herce, Andrea Rodriguez
Hirtle

Muchas bacterias patdgenas Gram nega-
tivas poseen sistemas de secrecion tipo Il
(T3SS) relacionados con la virulencia. Se tra-
ta de aparatos relacionados evolutivamente
con el flagelo semejantes a jeringuillas de
tamafio mindsculo capaces de inyectar pro-
teinas de las bacterias en las células del
organismo eucariotico al que infectan. Estas
proteinas, denominadas efectores, suelen
interferir con vias de transduccion de sefia-
les de la célula hospedadora para posibilitar
la entrada o la supervivencia del patégeno.
En muchos casos se desconoce la funcion
concreta que realiza cada efector. Salmonella
enterica serovar Typhimurium es una bacteria
capaz de infectar numerosas especies ani-

males. Mientras que en ratones produce una
enfermedad sistémica potencialmente mortal
semejante a la fiebre tifoidea, en humanos da
lugar a gastroenteritis. Su virulencia depen-
de en gran medida de dos T3SS (T3SS1 y
T3SS2) que estan codificados en dos islas
de patogenicidad denominadas SPI1 y SPI2,
respectivamente. Entre los dos secretan mas
de 40 efectores (Ramos-Morales, 2012).
Salmonella es un patdgeno intracelular que
utiliza diversas vias para entrar en las células
hospedadoras. Los efectores del T3SS1 son
fundamentales para la invasion de células no
fagociticas como las epiteliales del intestino.
Una vez dentro de la célula eucariotica, Sal-
monella se instala en una vacuola. El esta-
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blecimiento de este nicho de supervivencia y
replicacion depende de efectores del T3SS2,
aunque también participan efectores del sis-
tema codificado en la SPI1.

Nuestro grupo se inicié en el afio 2004 con
el objetivo de estudiar efectores de los T3SS
de Salmonella para tratar de entender la con-
tribucion especifica de algunos de ellos a la
virulencia de esta bacteria. Hemos trabajado
principalmente con cuatro efectores: SIrP,
SteA, Srfd y SseK.

SIrP posee un dominio con varios motivos
de repeticiones ricas en leucina (LRR) que
suelen estar implicados en interacciones pro-
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teina-proteina. En la region carboxilo termi-
nal tiene otro dominio denominado NEL que
esta presente en otros efectores que forman
parte de una nueva familia de proteinas con
actividad ligasa de ubicuitina. Nuestro grupo
demostrd que SIrP posee esta actividad y
que es capaz de interaccionar con la tiorre-
doxina humana (Trx), ubicuitilarla y provocar
una caida de su actividad (Bernal-Bayard &
Ramos-Morales, 2009). La estructura tridi-
mensional del complejo formado por SIrP y
Trx la resolvimos en colaboracion con el grupo
de la doctora S. Nessler (Orsay, Francia). Las
dos proteinas forman un heterotetramero en
el que las dos moléculas de SIrP interaccionan
con las dos de Trx, con una por medio del
dominio LRR antes mencionado, con la otra a
través de una regidn conectora existente entre
el dominio LRRy el dominio NEL (Zouhir et al.,
2014). SIrP interacciona también con la pro-
teina ERdj3, una chaperona del reticulo endo-
plasmico que se une a proteinas mal plegadas
y contribuye a su correcto plegamiento (Ber-
nal-Bayard et al., 2010). El efecto de ambas
interacciones podria explicar el aumento en la
tasa de muerte celular que hemos observado
en los cultivos de células HeLa que expresan
SIrP. Por otro lado, estudiamos también las
condiciones de expresion y secrecion de SIrP
(Cordero-Alba & Ramos-Morales, 2014).

En el caso de SteA analizamos las con-
diciones que afectan a la sintesis de este
efector, su secrecion al medio de cultivo y
su translocacion a las células hospedado-
ras. El estado redox celular contribuye a la
regulacion transcripcional de steA a través
de una via reguladora que incluye al oxidante
periplasmico DsbA, el péptido de membra-
na interna MgrB y el sistema de dos com-
ponentes PhoQ/PhoP (Cardenal-Mufioz &
Ramos-Morales, 2013). Ademas se llevd a
cabo un analisis transcriptomico en células
Hela transfectadas establemente con el gen
del efector SteA. La expresion de SteA en
estas células epiteliales, a través de la modi-
ficacion de diferentes vias de transduccion de
sefales, dio lugar a una alteracion de la mor-
fologia celular y una disminucion de la tasa de
muerte celular espontanea, las uniones inter-
celulares y la velocidad de migracion celular
(Cardenal-Murioz et al., 2014).

Srfd, una proteina de Salmonella que
presenta similitud con la glucosilcerami-
dasa humana, es un efector del T3SS2. El
gen srfJ esta regulado positivamente por
PhoP a través del sistema de dos compo-
nentes SsrA/SsrB y negativamente por 10IR,
el represor de los genes implicados en la
utilizacién de mioinositol como fuente de
carbono (Cordero-Alba ef al., 2012). Esto
nos llevo a analizar posibles hospedadores
donde la respuesta al mioinositol pudiera ser
relevante. Encontramos que srfJ se expresa
a partir de dos promotores, uno que res-
ponde a las sefiales intravacuolares y es
activo cuando Salmonella infecta células de
mamifero, y otro que responde a mioinositol
y que se expresa cuando Salmonella coloni-
za plantas (Aguilera-Herce et al., 2017). Nos
interesa ahora incidir en la posible actividad
glucosilceramidasa de este efector.

SseK1 forma parte de una familia de
efectores que catalizan la transferencia de
N-acetilglucosamina a residuos de arginina
de ciertas proteinas hospedadoras. Nuestro
grupo ha demostrado que SseK1 tiene un
papel en la virulencia de Salmonellay puede
translocarse a las células hospedadoras tanto
através del T3SS1 como a través del T3SS2,
aunque con diferentes patrones y cinéticas
dependiendo del tipo celular especifico. Ade-
mas, el sistema de dos componentes PhoQ/
PhoP regula directamente y de manera posi-
tiva la expresion del gen sseK7 (Baison-0lmo
etal, 2015).

Recientemente, hemos desarrollado un
aspecto aplicado del estudio de los T3SS
consistente en el disefio de una vacuna viva
contra Pseudomonas aeruginosa. Para ello
empleamos una estirpe atenuada de S. ente-
rica serovar Typhimurium en la que hemos
expresado el antigeno PcrV de P, aeruginosa
en fusion con el efector Ssed de Salmonella.
Los ratones inmunizados con esta vacuna
que después fueron infectados con P, aeru-
ginosa presentaron una reduccion en la
carga bacteriana en bazo y pulmones y en
los niveles de citoquinas proinflamatorias
en suero y ademas mejoraron significativa-
mente su supervivencia (Aguilera-Herce et
al., 2019).
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Actualmente nos estamos centrando en la
identificacion y analisis de posibles nuevos
sustratos de las actividades enzimaticas de
los efectores SIrP, SseK1y Srfd y en la imple-
mentacion del pez cebra como modelo de
hospedador para estos estudios.
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El grupo Rizosfera UAM estd interesado en el
conocimiento de los mecanismos moleculares
que promueven la competencia y persistencia
de las bacterias en un nicho ecoldgico
cambiante y complejo como es la rizosfera
de las plantas. Utilizamos como bacteria
modelo Pseudomonas fluorescens F113,
que ademas de promover el crecimiento
vegetal produce un antifingico de amplio
espectro eficaz contra hongos fitopatogenos.
Esta rizobacteria también la hemos
utilizado con anterioridad en tecnologias de
biorremediacion de PCBs. Hemos trabajado
en la regulacion de la variacion de fase y
la movilidad como principales caracteres
implicados en la colonizacion competitiva

de la rizosfera. Observamos que durante
el proceso de colonizacion de la raiz se
seleccionan variantes de fase hipermdviles
que expresan dos aparatos flagelares; uno
tipico de Pseudomonas y otro criptico que no
aparece en cultivos de laboratorio y que es
mas similar al flagelo de Azotobacter. Estas
variantes de fase hipermdviles desplazan
a la estirpe silvestre en experimentos de
colonizacion competitiva de la rizosfera
(Martinez-Granero ef al., 2006; Barahona
et al., 2016). Mediante la diseccion de los
mecanismos de transduccion de sefial que
regulan el movimiento en P. fluorescens
F113, hemos construido mutantes mltiples
hipermdviles mas competitivos que la estirpe
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silvestre. La realizacion de ensayos de control
bioldgico con estos mutantes demostro que
la competitividad y persistencia mejora
las cualidades antifiingicas de la cepa en
ensayos realizados con hongos patégenos
de fresa y tomate (Navazo et al., 2009;
Barahona et al.,, 2011). Nuestra investigacion
mas reciente se centra en la regulacion
de las respuestas de adaptacion a los
cambios ambientales llevados a cabo por los
reguladores transcripcionales AmrZ y FleQ.
Los andlisis transcriptdmicos realizados con
los mutantes en amrZy fleQ en condiciones
tanto de cultivo de laboratorio como, durante
el proceso de colonizacion de la rizosfera y los
ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina
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Fig. 1. FleQ y AmrZ forman un nodo central en la regulacion de las respuestas de P, fluorescens F113
a los cambios ambientales. Blanco Romero et al, Scientific Reports 2018 8:13145. © The Authors 2018

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

que permiten analizar los regulones de AmrZ
y FleQ, han demostrado que estas proteinas
son factores transcripcionales globales y que
forman un nodo de regulacion central en las
respuestas de sefalizacion que se producen
cuando hay cambios ambientales (Figura 1).
Ambas proteinas se reprimen mutuamente y
regulan de manera antagonica la formacion
de exopolisacaridos, la capacidad de
movimiento, la formacion de biopeliculas, la
regulacion de los sistemas de secrecion tipo
Vl'y la homeostasis del hierro y del di-GMPc
(Martinez-Granero et al., 2014; Muriel et al.,
2017; Blanco-Romero et al., 2018, Muriel
etal, 2019).

Asi mismo, hemos analizado filogenética-
mente el Complejo de especies de P, fluores-
cens, al que pertenece la cepa modelo F113.
Este complejo presenta una alta diversidad
gendmica y genética. El andlisis in silico de
los genomas completos depositados en las
bases de datos nos ha permitido agrupar
todas las cepas de este Complejo en 8 grupos
filogenéticos que presentan caracteristicas
especificas. En lo que respecta a sus posi-
bles aplicaciones en agrobiotecnologia los
grupos filogenéticos que acumulan un mayor
numero de caracteristicas que promueven
el crecimiento vegetal son: P, corrugata (que
incluye a F113) P protegensy P, chilororaphis.
Por otro lado, y respecto a sus aplicaciones

en tecnologias del medio ambiente, el gru-
po de mayor interés para la degradacion de
contaminantes es P. jessenii (Garrido-Sanz
etal., 2016).

Respecto a la transferencia de conocimien-
to y aplicaciones de las bacterias del suelo
en tecnologias de medioambiente, el andlisis
del Complejo fluorescens nos ha permitido
determinar secuencias especificas de grupo
y hemos disefiado una estrategia de PCR, que
nos permite asignar cualquier aislado a algu-
no de los 8 subgrupos (Garrido-Sanz et al.,
2017). También, hemos aislado 2 consorcios
bacterianos para la descontaminacion de
PCBs y Diesel, en sistemas de rizorremedia-
cion. El andlisis metagenomico nos ha permi-
tido caracterizar estos consorcios y dilucidar
el papel que juega cada miembro en la degra-
dacion del contaminante (Garrido-Sanz et al.,
2018; Garrido-Sanz et al., 2019). Basados en
este tipo de analisis también estamos cola-
borando con empresas del sector agrobiotec-
noldgico, caracterizando consorcios para ser
utilizados como inoculantes agricolas para la
promocion del crecimiento vegetal.
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Las infecciones bacterianas siguen siendo
un gran problema en salud humanay animal;
asi como las contaminaciones bacterianas en
alimentos 0 en medioambiente. Este problema
se ve acentuado por el alarmante incremento
y diseminacion de bacterias resistentes a l0s
antibiéticos, y por la escasez de alternativas
terapéuticas disponibles para combatirlas.
Desde el Centro de Investigacion Biomédica
de La Rioja (CIBIR), el grupo de Microbiologia
Molecular se suma al esfuerzo mundial para
luchar contra el problema de la resistencia
bacteriana a los antibicticos.

Nuestro grupo, dirigido por la Dra. Yolan-
da Sdenz y formado por quimicos, bidlogos,
bioquimicos, farmacéuticos y médicos, se
inicio en 2008 con el propdsito principal de
caracterizar los mecanismos que las bacte-
rias desarrollan para resistir la accion de los
antibioticos, para incrementar su virulencia o
para protegerse de presiones medioambien-
tales o del sistema inmune del hospedador.
Asimismo, estas investigaciones nos ayudan

a identificar nuevas dianas terapéuticas y a
descubrir nuevos compuestos antimicrobia-
nos que combatan estos patdgenos.

Con un enfoque interdisciplinar usando
técnicas de microbiologia, biologia molecular
y celular, bioquimica, secuenciacion masiva
o transcriptémica, pretendemos responder a
preguntas como:

¢por qué los antibidticos disponibles no
tienen actividad frente a bacterias pato-
genas?;existe el mismo comportamiento
patogénico entre una especie bacteriana de
origen clinico que de origen animal, alimenta-
rio o medioambiental?; por qué se impone una
especie bacteriana en infecciones de ciertos
pacientes, como Pseudomonas aeruginosa
en pacientes con fibrosis quistica?;,podemos
relacionar el conocimiento del genoma de
una bacteria con su capacidad de infeccion
0 persistencia?;existen nuevas dianas o tec-
nologias terapéuticas que faciliten el control y
erradicacion de distintas bacterias patégenas?
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Colaboramos con distintos hospitales, cen-
tros de investigacion y tecnoldgicos tanto en
formacion de personal como en trabajos de
investigacion. En nuestro laboratorio, cada
afio contamos con 3-5 estudiantes en practi-
cas 0 estancias nacionales e internacionales.
Ademas, impartimos cursos y seminarios a
investigadores, especialistas y estudiantes y
damos apoyo y servicio a empresas.

LINEAS DE INVESTIGACION

Pseudomonas aeruginosa: origen,
resistencia, virulencia y patogenia

La linea de investigacion principal se centra
en la especie P, aeruginosa, uno de los mayo-
res responsables de infecciones hospitalarias
y causante de complicaciones graves en
enfermedades respiratorias cronicas (fibro-
sis quistica, EPOC). Este patdgeno supone un
importante problema de salud, dado sus altos
niveles de resistencia a antibiéticos y virulen-
cia; asi como su gran ubicuidad y dificultad
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de erradicacion. Por ello, este problema no se
limita al &mbito hospitalario, sino que requiere
un andlisis en diferentes nichos ecoldgicos.

Ao largo de los ultimos 10 afios, nuestro
grupo ha conseguido una amplia coleccion
de P aeruginosa provenientes de muestras
clinicas y no clinicas (individuos y animales
sanos, alimentos y medioambiente) en las
que se investiga: i) los niveles de resisten-
cia a diversos antibidticos y los mecanismos
moleculares implicados, ii) la presencia de ele-
mentos genéticos movilizables, iii) los factores
bioldgicos implicados en la patogenia (siste-
mas de secrecion, pigmentos, elastasas, moti-
lidad, biofilm, etc.), iv) la toxicidad y virulencia
bacteriana empleando modelos celulares o
animales, v) genoma completo por secuen-
ciacion masiva, iv) nuevas dianas terapéuticas.

Entre los logros obtenidos en nuestro grupo,
destacar la primera publicacion sobre P, aerugi-
nosa en muestras fecales de individuos sanos,
la primera descripcion de cepas portadoras de
la citotoxina ExIA provenientes de muestras
animales y medioambientales, la deteccion de
nuevos integrones portadores de genes codifi-
cantes de carbapenemasas y la caracterizacion
de clones de alto riesgo en cepas clinicas y
no-clinicas. Asi mismo con la colaboracion del
grupo de la Dra. A. Prince de la Universidad
de Columbia (Nueva York, EEUU) descubrimos
que la acumulacion de succinato favorece el
crecimiento y adaptacion de esta bacteria a los
pulmones de pacientes con fibrosis quistica.

Patogenos zoonoticos emergentes
del género Streptococcus

Esta linea de investigacion se fundamenta
en el estudio tanto de Streptococcus agalac-
tiae como de Streptococcus del grupo bovis
y S. dysgalactiae, entre otros. En ausencia
de medidas de prevencion, S. agalactiae es
la causa mas frecuente de infeccion perina-
tal (meningitis y sepsis) mediante la trans-
mision vertical de la madre al recién nacido
durante el parto, debido a la colonizacion
del tracto genital en mujeres gestantes. En
el ganado bovino la transmision se produce
principalmente en el ordefio, la infeccion
cursa con cuadros de mastitis subclinica o
incluso manifestaciones clinicas, conllevando
fuertes pérdidas econdmicas para el sector
lechero. En los ltimos afios, estan emergien-
do microorganismos zoongticos, tales como

S. bovis, S. suis, S. dysgalactiae, S. equi y S.
canis, como patdgenos humanos que pueden
suponer un problema clinico en el futuro.

Los objetivos planteados en nuestra inves-
tigacion incluyen analizar los mecanismos de
resistencia a antimicrobianos y metales pesa-
dos, mecanismos de virulencia y tipificacion
molecular de los aislados, estudiar los elementos
genéticos moviles implicados en la diseminacion
y transferencia de resistencia y patogenia.

El primer trabajo de caracterizacion molecu-
lar de resistencia a antibidticos y metales
pesados, de virulencia y de tipificacion mole-
cular realizado en cepas de S. agalactiae ais-
ladas de embarazadas en La Rioja; asi como
las primeras descripciones del gen /nu(C) en
cepas de Streptococcus del grupo bovisy del
gen Inu(B) en una cepa clinica de S. agalactiae
en Europa, son logros de nuestro grupo.

Genomica bacteriana

En los dos ultimos afios, hemos incluido
en nuestra investigacion herramientas gend-
micas, basadas en la secuenciacion masiva,
no solo para el estudio de P. aeruginosay
Streptococcus, sino también para caracterizar
enterobacterias portadoras de carbapenema-
sas. Con dichas herramientas, determinamos
resistoma, viruloma, elementos genéticos
movilizables, islas de patogenicidad, etc. que
nos permitan averiguar las estructuras impli-
cadas en la diseminacion de la resistencia a
carbapenémicos; asi como la relacion clonal
y evolutiva en dichos géneros bacterianos.

Nuevas terapias con actividad
antimicrobiana o antibiofilm frente
a bacterias patégenas

Los antibidticos disponibles son cada vez
menos eficaces por lo que existe una necesi-
dad urgente de aplicar nuevos antimicrobianos
para prevenir el crecimiento y diseminacion
de bacterias patdgenas de importancia clinica,
animal, alimentaria y medioambiental. El plas-
ma atmosférico frio es una técnica capaz de
inhibir el crecimiento microbiano, y como no
implica condiciones extremas, se ha sugerido
Su uso para descontaminar superficies sin
afectar su estructura.

Desde el grupo de Microbiologia Molecular
nos proponemos buscar nuevas alternativas
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antimicrobianas, que incluyen nuevos com-
puestos quimicos, nanoparticulas, péptidos o
bacteriocinas, productos naturales obtenidos
de bacterias, hongos, plantas, animales y
algas; asi como el uso del plasma atmosférico
frio como técnica antimicrobiana y antibiofilm.
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Existe una gran presion para la reduccion
en el uso de antimicrobianos, por el constante
aumento de las resistencias y el inminente
problema para la salud de los animales y las
personas. En Espana, se esta trabajando a
través de un plan nacional, el PRAN, y, aun-
que el uso de antimicrobianos todavia es alto,
cabe resaltar la drastica reduccion del 97%
en uso de colistina en cerdos entre 2015y
2018. En la produccion porcina, las enfer-
medades respiratorias representan uno de
los mayores problemas sanitarios y en con-
secuencia son una de las principales causas
de uso de antimicrobianos en este sector.

Unos de los patdgenos respiratorios de
importancia en el sector porcino es Haemo-
philus parasuis, que causa la enfermedad
de Glasser (poliserositis fibrinosa, incluidas
meningitis y artritis). Durante afios nuestro
grupo se ha centrado en el estudio de la
patogenicidad de esta bacteria con el objetivo
final de desarrollar una vacuna eficaz. A tra-

vés de estudios de tipado genético, ensayos
de virulencia e infecciones experimentales
en lechones, definimos distintos grados de
virulencia en las cepas de campo y se detec-
t0 un grupo de moléculas asociadas a dicha
virulencia, los autotransportadores triméricos
VtaA. Los VtaAs son proteinas antigénicas
localizadas en la membrana externa, que se
expresan durante la infeccion del cerdo. Los
VtaAs son factores de virulencia, involucra-
dos en mecanismos como adhesion a pro-
teinas de la matriz extracelular o resistencia
a la fagocitosis. El andlisis de su estructura
nos permitié definir un epitopo expuesto en la
superficie bacteriana, comun a todas los VtaA
de las cepas virulentas. Los anticuerpos fren-
te a este epitopo son opsonizantes y permiti-
rian dirigir 1a respuesta especificamente a las
cepas virulentas. Ademas, al estar presente
el epitopo en todas los VtaA asociadas con
virulencia, se evitaria el intercambio antigé-
nico (“antigenic switching”) entre diferentes
VtaAs.
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En los dltimos afos nuestro interés se ha
ampliado a otros patdgenos porcinos, como
Mycoplasma hyorhinis'y Streptococcus Suis,
y al papel de la microbiota nasal. La cavi-
dad nasal es la via natural de entrada de
los patogenos respiratorios, y alli encuen-
tran la primera barrera frente a la infec-
cion, la microbiota nasal. La comparacion
de esta microbiota en lechones de granjas
con enfermedad de Glasser frente a la de
lechones sanos nos permitié determinar que
la microbiota nasal puede predisponer a los
lechones a sufrir enfermedades. Observa-
mos que varios taxones bacterianos, como
Bacteroidales, Lactobacillalesy Clostridiales,
estaban reducidos en la microbiota nasal en
lechones destetados que luego desarrollaron
la enfermedad de Glésser. La enfermedad de
Glasser esta producida por las cepas virulen-
tas de H. parasuis, pero esta bacteria también
tiene cepas no virulentas, que pueden pro-
teger frente a la enfermedad. La microbiota
asociada con estos dos tipos de cepas de
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Figura 1. Andlisis de coordenadas principales (PC) mostrando la diversidad beta de la microbiota nasal de
lechones al destete (3-4 semanas de vida) antes (puntos rojos) y después (puntos verdes) de la eliminacion de
los tratamientos antimicrobianos perinatales. Las esferas grises indican los 5 géneros mas abundantes y son

proporcionales a su abundancia relativa.

H. parasuis resultd ser diferente, detectando-
se algunas familias bacterianas que podrian
facilitar la colonizacion de cepas virulentas de
H. parasuis (y por lo tanto aumentar el riesgo
de enfermedad), y otras distintas que podrian
facilitar la colonizacion de cepas no virulentas
(y por lo tanto promover la proteccion frente
a la enfermedad de Glasser). Estos hallazgos
apoyan la idea de que se pueden disefiar
intervenciones especificas para conseguir
una composicion de la microbiota adecuada
para garantizar la proteccion de los lecho-
nes. Pero el papel de la microbiota nasal no
es especifico de la enfermedad de Glasser, y
lechones que luego desarrollaron poliserosi-
tis por M. hyorhinis tenian una composicion
muy diferente a la de los lechones de granjas
sanas, con distintos géneros bacterianos aso-
ciados a salud y enfermedad.

Ademas, los antimicrobianos puede tener
efectos colaterales en la microbiota beneficio-
sa. Recientemente hemos demostrado que la
eliminacion de tratamientos antimicrobianos
perinatales produce un aumento de la diver-
sidad bacteriana en la microbiota nasal. Este

aumento de diversidad tiene efectos benefi-
Ciosos a largo plazo, con una reduccion en
la mortalidad y en el coste de medicacion,
y un aumento productivo. Los cambios mas
significativos en la composicion de la micro-
biota al eliminar los antimicrobianos fueron
un aumento en Prevotellay Lactobacillus,
y una reduccion de Moraxellay Bergeyella
(Figura 1).

Nuestro grupo tiene también experiencia
en otros patdgenos respiratorios de gran
importancia econémica a nivel mundial
como son Mycoplasma hyopneumoniae y
Actinobacillus pleuropneumoniae, agentes
causales de neumonia y pleuroneumonia en
cerdos. Cabe destacar la puesta a punto de
los modelos de enfermedad en cerdo, que
son de gran utilidad para estudios de nue-
vos productos terapéuticos, vacunas o para
la validacion de herramientas diagndsticas.
Ademas, se ha determinado que el diagnds-
tico de M. hyopneumoniae mejora usando
hisopos laringeos en animales vivos y mues-
tras del tracto respiratorio inferior (lavado
brocoalveolar o hisopo pulmonar) en anima-
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les muertos, y se han establecidos métodos
de quantificacion de lesiones pulmonares
para ambos patdgenos.

Nuestro objetivo de futuro continuara sien-
do el control de las enfermedades respirato-
rias porcinas en ausencia de antibiticos, con
especial énfasis en estrategias alternativas,
como el desarrollo de probidticos.
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Nuestro grupo de investigacion ha veni-
do realizando estudios metagendmicos en
ambientes hipersalinos, especialmente en
salinas costeras de nuestro pais, que cons-
tituyen excelentes modelos de estudio de
habitats extremos, presentando un gradiente
de salinidad desde la del agua de mar hasta
la saturacion de sales. Estos estudios han
permitido determinar la estructura y activi-
dad de los grupos de arqueas y bacterias
que constituyen la diversidad microbiana de
estos sistemas hipersalinos, de los cuales
un porcentaje elevado de microorganismos
abundantes en estos ambientes ain no han
sido aislados en cultivo puro. Con tal motivo,
un objetivo de nuestro grupo consiste en rea-
lizar estudios exhaustivos enfocados al ais-
lamiento y caracterizacion de dichos grupos
de arqueas y bacterias haldfilas a partir de
salinas marinas.

Entre los nuevos grupos que hemos aisla-
do y caracterizado en detalle recientemen-
te se encuentran especies de los géneros
Natronomonas, Halorientalis, Natrinema 'y

Halorubrum, y muy especialmente debe-
mos referirnos al aislamiento de tres nuevas
cepas pertenecientes al género Halonotius
y cuatro nuevas cepas que constituyen un
nuevo género, para el que proponemos la
designacion de Halosegnis, con dos nuevas
especies: Halosegnis longus y Halosegnis
rubeus. Estudios de reclutamiento genomi-
co y de comparacion de secuencias ribo-
somicas indican que estos nuevos taxones
constituyen grupos abundantes en ambien-
tes hipersalinos, con una amplia distribucion
geografica. Las reconstrucciones metaboli-
cas basadas en el andlisis de los genomas
de las especies del género Halonofius (Figu-
ra 2) demostré que poseen los genes de
biosintesis de cobalamina (vitamina B, ), un
resultado relevante que permitiria justificar
su amplia distribucién geografica y abun-
dancia en ambientes hipersalinos, en los
cuales podrian desempefiar un importante
papel como fuente de dicha vitamina. Estos
estudios forman parte de la Tesis Doctoral
de Ana Duran Viseras, que sera presentada
proximamente.
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DIVERSIDAD FILOGENOMICA Y
FUNCIONAL DE PROCARIQTAS EN
SUELOS HIPERSALINOS

Un proyecto de investigacion que actual-
mente estamos desarrollando tiene como
objetivos la determinacion de la estructura
y actividad de la comunidad procariota de
suelos hipersalinos, asi como la compara-
cion de dichos ambientes terrestres con los
ambientes hipersalinos acuaticos que hemos
estudiado previamente y de los que existe
mucha mayor informacion. Este estudio ha
sido objeto de una Tesis Doctoral, realizada
por Blanca Vera Gargallo (2018), en suelos
hipersalinos localizados en las Marismas del
Odiel, Huelva, mediante el empleo de técnicas
metagendmicas, metagenéticas y de marca-
je con isotopos estables (SIP). Los suelos
hipersalinos estudiados mostraron una mayor
diversidad tanto taxondmica como funcional
con respecto a los ambientes acuaticos estu-
diados con anterioridad, siendo mayoritarios
grupos pertenecientes a Euryarchaeota, Bac-
teroidetes, Balneolaeotay Rhodothermaeota,
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Reconstruccion metabdlica de haloarqueas del género Halonitus (tomada de Duran-Viseras et al, Front. Microbiol.

10:1928, 2019).

si bien una elevada proporcion de secuen-
cias metagenomicas se afiliaban a taxones
no cultivados hasta la fecha, especialmente
pertenecientes al dominio Bacteria. Los estu-
dios de SIP sugieren que la comunidad de
arqueas de los suelos salinos estudiados se
encuentra mejor adaptada que la comunidad
bacteriana presente en dichos ambientes
extremos (Vera-Gargallo & Ventosa, 2018;
Vera-Gargallo et al., 2019).

GENERO SALINIVIBRIO: MLSA Y
GENOMICA COMPARATIVA

El género Salinivibrio incluye bacterias
haldfilas moderadas, que se encuentran nor-
malmente en ambientes hipersalinos (salinas,
lagos salinos), asi como en salmueras y ali-
mentos en salazon. Este género incluye un
nimero muy reducido de especies y nuestro
grupo de investigacion ha venido realizando
estudios acerca de la situacion taxondmica de
las mismas, asi como el aislamiento de nuevas
cepas de Salinivibrio que pudieran constituir
nuevas especies de dicho género. Con dicha
finalidad, y como parte del estudio de Tesis
Doctoral de Clara Lopez Hermoso (2017),
aislamos 70 nuevas cepas de ambientes
salinos de diferentes localizaciones. Debido
a la dificultad para diferenciar dichas cepas a
nivel de especie mediante la comparacion de

secuencias del ARNr 16S, establecimos una
metodologia alternativa, basada en un anali-
sis por secuenciacion multilécica (MultiLocus
Sequence Analysis, MLSA), mediante la com-
paracion de los genes “housekeeping” gyrB,
recA, rooAy rpoB. Este estudio fue validado
mediante |a realizacion de estudios alternati-
vos basados en las técnicas convencionales
de hibridacion ADN-ADN, usadas tradicional-
mente en la delineacion de especies en pro-
cariotas (Lopez-Hermoso et al., 2017). Mas
recientemente, hemos obtenido los genomas
de 36 cepas de Salinivibrio, incluyendo las
cepas tipo de todas las especies y subespe-
cies descritas. Por otro lado, al no disponer de
ningln genoma cerrado de representantes de
Salinivibrio, hemos procedido a la secuencia-
cién del genoma completo de la cepa tipo
de Salinivibrio kushneri, una especie descrita
recientemente por nuestro grupo de inves-
tigacion. Al igual que otros miembros de la
familia Vibrionaceae, S. kushneri posee dos
cromosomas circulares con tamarios de 2,84
Mb y 0,60 Mb, respectivamente; por otro
lado, posee un elevado nimero (9) de opero-
nes ribosémicos, tipico de bacterias con tasas
de crecimiento rapido en medios de labora-
torio. El analisis de los genomas de las cepas
de Salinivibrio puso de manifiesto una alta
homogeneidad y grado de sintenia entre los
representantes de este género. El estudio filo-
gendmico ha permitido conocer con detalle la
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estructura del género, quedando constituido
por seis especies (S. costicola, S. siamensis,
S. sharmensis, S. proteolyticus, S. kushneri
y S. socompensis) y una especie adicional,
que debe ser descrita en el futuro (de la Haba
etal, 2019).
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La seleccion y dispersion de bacterias
multirresistentes fruto de un uso abusivo de
los antibidticos en sus diferentes ambitos
de aplicacion, ha provocado la disminucion de
la efectividad de los compuestos antimicro-
bianos disponibles. Esto supone uno de los
mayores retos de nuestra sociedad y de la
salud publica a nivel mundial, ya que no so6lo
conlleva un coste sanitario elevado, sino que,
afio tras afio, aumenta sin cesar el nimero
de muertes debidas a estos patdgenos recal-
citrantes.

La comprension de los mecanismos mole-
culares que gobiernan el comportamiento de

los patdgenos bacterianos es esencial para el
desarrollo de terapias que acttien de mane-
ra diferencial a como lo hacen los sistemas
antimicrobianos conocidos y permitan la pre-
vencion y el tratamiento de las enfermedades
infecciosas.

En este escenario, las lineas de investiga-
cion de nuestro grupo tratan de ahondar en la
identificacion de nuevas dianas terapéuticas
y en el desarrollo de estrategias alternativas
que permitan incrementar la eficiencia y la
variedad de herramientas enfocadas al trata-
miento y prevencion de infecciones causadas
por bacterias resistentes a los antibiticos.
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Desde el inicio de nuestra andadura, en
1985, los mecanismos asociados a la repa-
racion del DNA, y concretamente a los que se
refieren al sistema SOS, una respuesta génica
que se activa en presencia de lesiones en el
DNA, han sido una de las bases en nuestra
investigacion. Nuestros estudios han permi-
tido definir la red génica de este sistemay
caracterizar su regulacion en multitud de
microorganismos, trazando la posible evolu-
cion de dicha respuesta a lo largo del Dominio
Bacteria (Erill et al., 2007). Ademas, hemos
vinculado la implicacion del sistema SOS con
la capacidad de diseminacion de resistencias
a antibi6ticos y de islas de patogenicidad y
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otros factores de virulencia (Guerin et al.,
2009). Mas recientemente, nuestros trabajos
han demostrado que el regulador positivo de
la respuesta SOS, RecA, esta directamente
asociado con la quimiotaxis y algunos movi-
mientos sobre superficie, como swarming o
twitching en Salmonella enterica o en Acine-
tobacter baumannii, respectivamente (Irazoki
et al., 2016). Los estudios en la motilidad de
A. baumannii (Pérez-Varela et al., 2017), han
derivado en un nuevo proyecto de investi-
gacion en el que hemos podido evidenciar
como como transportadores pertenecientes a
practicamente todas las familias de bombas
de flujo descritas, ademas de su papel en la
resistencia, estan implicadas en la motilidad
y en la virulencia de este microorganismo
(Pérez-Varela et al., 2019). Estos resultados
nos permiten continuar con esta linea diri-
gida a la busqueda de nuevos tratamientos
centrados en moléculas como potenciales
inhibidores de dichas bombas.

Otra linea de trabajo importante en nues-
tro grupo ha sido el estudio de los siste-
mas de captacion de cationes divalentes,
oligoelementos esenciales para la mayoria
de los organismos vivos. Dentro del hospe-
dador la concentracion disponible de éstos
es extraordinariamente baja, de modo que
las bacterias patogenas han desarrollado
sistemas de captacion de alta afinidad que
les permiten sobrevivir en estos ambientes.
Estos mecanismos estan expuestos en la
superficie del patogeno y acostumbran a ser
altamente inmundgenos, 10 que los convierte
en candidatos perfectos para el desarrollo de
estrategias de inmunoterapia. Nuestro grupo
ha estudiado los sistemas de captacion y sus
mecanismos de control en S. enterica, Pas-
teurella multocida, Streptococcus suis, Hae-
mophilus parasuis, identificando proteinas y
cepas que permitian el desarrollo de nuevas
vacunas (Teixido et al., 2011; Aranda et al.,
2012). Actualmente, gracias a la concesion
de financiacion por un proyecto, estamos
estudiando los perfiles de sistemas de cap-
tacion de hierro en bacterias conocidas como
ESKAPE (Enterococcus spp, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, A. bauman-
nii, Pseudomonas aeruginosay Enterobacter
spp.) de origen hospitalario, y que conforman
un grupo de especies bacterianas para las
que la Organizacion Mundial de la Salud

determind como prioritaria la busqueda de
nuevas estrategias para su tratamiento dado
su elevado grado de multirresistencia. El obje-
tivo principal de este proyecto es el desarro-
llo de mecanismos de inmunoterapia activa
y pasiva de amplio espectro basados en la
conservacion de estos sistemas de captacion
de alta afinidad entre distintos aislamientos
Yy eSpecies.

Una tercera alternativa de tratamiento en la
que nuestro grupo esta dedicado desde hace
mas de diez afios es la aplicacion biotecno-
ldgica de los bacteridfagos utilizando como
modelo S. enterica. Fruto de dicha investi-
gacion, hemos desarrollado un coctel de dis-
tintos bacteriéfagos que se ha aplicado con
éxito como terapia oral en pollos de engorde
infectados experimentalmente con S. enteri-
ca en condiciones que mimetizan las de una
granja comercial (Colom et al., 2015; Colom
etal, 2017), y también en el tratamiento de
alimentos contaminados experimentalmente
(Spricigo et al., 2013). Gracias a la colabora-
cion con el grupo de NanoQuimica y Materia-
les Supramoleculares dirigido por el Dr. Daniel
Maspoch del Institut Catala de Nanotecno-
logia (ICN2), hemos desarrollado diferentes
estrategias de encapsulacion de bacteridfa-
gos con diferentes materiales biocompatibles,
que les confieren estabilidad incrementando
su tiempo de residencia y prolongando de for-
ma significativa su efecto terapéutico tras su
administracion en terapia oral (Colom et al.,
2015; Colom et al., 2017). Continuando con
esta linea, nuestro interés actual y futuro
recae en determinar y caracterizar los meca-
nismos de resistencia a los bacteridfagos en
diferentes ambitos de aplicacién y también
en profundizar en el analisis de sus genomas
para poder determinar nuevas funciones que
ayuden a garantizar la seguridad de los futu-
ros productos basados en fagos. Relacionado
con ello, estamos involucrados en un proyecto
H2020 Fast Track to Innovation para el desa-
rrollo de un producto comercial biocida y un
aditivo alimentario basado en bacteridfagos
para el control de S. enterica.

En toda nuestra trayectoria, queda patente
nuestro interés por trasladar a la sociedad
todo nuestro bagaje adquirido en la inves-
tigacion basica. Por ello, la trasferencia de
tecnologia es también un eje que articula este
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grupo reflejada en la obtencion de diversas
patentes vinculadas a sistemas de captacion
de cationes divalentes y bacteridfagos, esta
Ultima de concesion internacional y licenciada
para su explotacion.

Ademas, también intentamos promover la
relacion con el sector productivo de nuestra
sociedad ofreciendo servicios, estableciendo
acuerdos y/o contratos con empresas, para,
en base a nuestra experiencia, estimular la
transferencia de tecnologia y conocimiento.
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El grupo de Biologia Molecular de la Pato-
genicidad de Brucella de la Universidad de
Cantabria contintia su actividad en las insta-
laciones del nuevo Instituto de Biomedicina y
Biotecnologia de Cantabria (IBBTEC) (ntip://
web.unican.es/ibbtec/), al que nos traslada-
mos en Agosto de 2013, tras una larga anda-
dura en los laboratorios del Departamento de
Biologia Molecular, en la Facultad de Medici-
na en Santander.

Nuestra linea principal de trabajo es la
investigacion de los mecanismos de patoge-
nicidad, o o que viene siendo lo mismo, de

la capacidad de crecimiento intracelular del
importante agente zoonético Brucella.

Las bacterias del género Brucella son
causantes de la brucelosis, una zoonosis de
importante repercusion en la salud animal
humana y que causa importantes pérdidas
econdmicas con especial repercusion paises
en desarrollo. En los animales, que consti-
tuyen su hospedador natural, como vacas,
cabras u ovejas, dan lugar a abortos e infer-
tilidad principalmente, mientras que en los
humanos la enfermedad se manifiesta como
un sindrome febril que puede progresar a una
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fase cronica caracterizada por la aparicion de
severas complicaciones como endocarditis,
artralgia, epididimitis o neurobrucelosis. La
brucelosis es endémica en areas como Amé-
rica Central y Sudamérica, Oriente Préximo,
los paises mediterraneos, el norte de Africa
y los paises del Caticaso y Asia Central. En
Cantabria, area con importante ganade-
ria vacuna en manejo extensivo, todavia se
producen de tanto en tanto brotes puntuales
que obligan al saneamiento de las cabarias
afectadas, aunque el niimero de casos huma-
nos es muy reducido. Sin embargo, a nivel
mundial se maneja la cifra de unos 500.000
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€asos humanos nuevos cada afio, un cifra
probablemente infravalorada 4 6 5 veces.

Nuestro trabajo sobre Brucella se inici6 con
el desarrollo de métodos para la manipulacion
genética de la bacteria y fue descrito en deta-
lle en la anterior aparicion del grupo en esta
revista (Sangari y Garcia Lobo, 2014).

En estos cinco ultimos afios, nuestro tra-
bajo ha continuado en la misma linea. Hemos
analizado el papel de dos proteinas de nota-
ble interés. Por una parte, una anhidrasa
carbonica que interviene en la adaptacion de
Brucella entre el estado intracelular, es decir
infectando a un huésped con una tension
elevada de CO,, y el estado de vida libre en
el que la tension de CO, es la atmosférica
(Garcia Lobo, JM et al.. 2019). Por otra parte,
hemos estudiado el papel de una proteina con
actividad inhibidora de la lisozima, pero que
parece jugar un papel relevante en la super-
vivencia de Brucella en células del sistema
inmune.

Otra de nuestras lineas de investigacion
en este patdgeno es el estudio del papel del
sistema de secrecion tipo IV de Brucella en
la virulencia. Hemos estudiado la regulacion
de la expresion del sistema virB por dos RNAs
pequerios que se localizan en el entorno del
operdn virB, y hemos puesto a punto un nove-
doso sistema para identificar nuevos efecto-
res secretados por este sistema en Brucella.
Para ello hemos utilizado métodos de predic-
cion bioinformatica junto a diferentes estrate-
gias con metodologia de microbiologia celular
usando efectores subrogados fluorescentes o
por métodos de interferencia viral.

Ademas de nuestro trabajo sobre Brucella,
la otra linea del grupo pivota sobre el estudio
de microbiomas ambientales. Por una parte
estamos implicados en el Plan de Conser-

vacion Preventiva de la Cueva de Altamira,
en cuya redaccion ya participamos en el afio
2014 (VVAA, 2014), y donde contribuimos en
el control del biodeterioro de las pinturas de la
cueva. Y por otra parte estamos colaborando
con la Universidad Central de Ecuador en el
estudio de las comunidades microbianas pre-
sentes en diversos volcanes andinos.

Respecto a los estudios en la cueva de
Altamira, de los diferentes riesgos bioldgicos
detectados la proliferacion de “colonias visi-
bles” es el que se considera de mayor rele-
vancia y al que estamos dedicando nuestro
esfuerzo investigador.

Las llamadas entre comillas colonias visi-
bles son biofilms o consorcios de microor-
ganismos, generalmente de unos pocos
milimetros, visibles y con diferentes colores
(gris, blanco, amarillo) que crecen en las
paredes y el techo, sobre todo de las zonas
mas externas de Altamira. Desde su primera
descripcion alrededor del afio 2000 han sido
objeto de numerosos estudios. Tras nuestra
incorporacion a este trabajo, estamos con-
tribuyendo a una mejor descripcion de los
componentes de los consorcios a través de
estudios de secuenciacion masiva. Tras una
caracterizacion por secuenciacion de ampli-
cones de 16S RNA hemos progresado a una
etapa de andlisis metagendmico que esta
empezando a dar resultados interesantes.
Tenemos datos sobre las bacterias que com-
ponen los consorcios de forma mayoritaria y
sus proporciones en los diferentes tipos de
“colonia” y hemos obtenido borradores de
buena calidad de los genomas de los com-
ponentes mayoritarios derivados de los datos
metagendmicos.

Con esta informacion, que queremos

completar con datos de expresion (meta-
transcriptomas), esperamos ser capaces de
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identificar los aspectos mas relevantes de la
ecologia de los consorcios, identificar las
fuentes de energia y las rutas metabolicas
implicadas.

El fin (ltimo de este trabajo es el disefio de
medidas de control seguras, que sirvan para
atajar un eventual problema de biodeterio-
ro por sobre proliferacion de las “colonias”
pero que no causen problemas colaterales
de proliferacion alternativa, como ha ocurri-
do anteriormente en circunstancias similares.
Este objetivo, que es bastante complicado,
solo sera posible cuando conozcamos en
todo detalle los aspectos eco-fisiologicos de
estos consorcios, a lo que estamos dedicando
nuestro esfuerzo.

Agradecimientos: El trabajo de nuestro
grupo se ha financiado entre otros con pro-
yectos de la Universidad de Cantabria-SO-
DERCAN que se nutren de fondos FEDER.
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Las actividades de nuestro laboratorio han
aparecido dos veces en pasadas ediciones de
esta publicacion, por la doble pertenencia a
dos grupos: inicialmente en junio de 2013 en
el niimero de “Biologia de los microorganismos
patogenos” (

)y, posteriormente, en diciembre de 2014
en el especial de “Microbiologia Molecular”

(

). Desde
entonces, el nimero de contratados pre- y
posdoctorales se ha reducido y, ademas, se ha
producido la jubilacion de nuestro jefe Ernesto
Garcia, que ha pasado a ser Profesor emérito
pero que sigue siendo una pieza clave en
nuestro desarrollo cientifico. Por otro lado, se
ha incorporado recientemente el grupo del Dr.
Jesus M. Sanz que potencia y complementa
nuestras lineas de investigacion. El grupo

pertenece al CIBERES (CIBER de Enfermedades
Respiratorias), con lo que el foco principal
de nuestras investigaciones se centra en
el estudio de compuestos antibacterianos
contra diferentes patdgenos causantes de
enfermedades respiratorias. Tradicionalmente,
el objetivo de nuestros proyectos ha sido
la bacteria Streptococcus pneumoniae
(neumococo), habiendo abordado distintos
temas: a) andlisis estructural y funcional de
las CBPs (choline-binding proteins), tanto
codificadas por la bacteria como por los fagos
que la infectan; b) factores de patogenicidad,
especialmente los distintos tipos capsulares
que son facilmente intercambiables entre
distintas cepas por transformacion genética;
c) la formacion de biofilms y los factores
que favorecen este tipo de crecimiento
y, d) la utilizacién de las enzimas liticas
fagicas, también denominadas endolisinas o
enzibiéticos, como agentes bactericidas con
gran especificidad.
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En la actualidad, las lineas fundamentales
del laboratorio convergen en la utilizacion de
técnicas de estructura e ingenieria de pro-
teinas para la busqueda y caracterizacion
de nuevos compuestos antibacterianos que
constituyan tratamientos alternativos contra
patdgenos resistentes a varios antibicticos.
La naturaleza molecular de tales compues-
tos es amplia, incluyendo desde moléculas
organicas pequefias hasta enzimas comple-
tas (enzibidticos), y cuyas dianas también
son variadas (membrana o pared celulares),
aunque siempre localizadas en la superficie
bacteriana.

En los Ultimos afios hemos desarrollado
pequefios compuestos organicos (ésteres
de aminas biciclicas o0 EBAS) que perturban
la membrana celular y poseen efecto litico
tanto en patdgenos respiratorios Gram-ne-
gativos (Pseudomonas aeruginosay Haemo-
philus influenzae) como Gram-positivos (S.
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Figura. Resumen esquemético de los objetivos cientificos del grupo.

pneumoniae), y son activos tanto en cultivo
planctonico como en biofilms, habiéndo-
se comprobado su eficacia frente a cepas
neumocacicas resistentes en modelos de
pez cebra. Asimismo, también investigamos
efectos similares producidos por pequefios
péptidos (“choline-binding repeats” o CBRS).
En ambos casos, el efecto bactericida se ve
incrementado exponencialmente por la dis-
posicion multivalente de varias copias de
estos compuestos en nanoparticulas dendri-
meéricas. Por otro lado, las endolisinas son
enzimas codificadas por fagos cuya funcion
es hidrolizar el peptidoglicano de la bacteria
hospedadora y terminar el ciclo litico disemi-
nando nuevos viriones. En los Ultimos afios
se ha descrito el uso de una gran variedad de
endolisinas contra muchos patdgenos bacte-
rianos, lo que constituye una gran esperanza
en su futura aplicacion clinica ya que pre-
sentan varias ventajas frente a los antibioti-
cos. Entre ellas se pueden citar: a) son muy
especificas; b) no se han descrito bacterias
resistentes frente a estas enzimas, proba-
blemente porque su diana (el peptidoglicano)
€S Una estructura muy conservada entre las
bacterias; c) por la misma razon, son igual-
mente efectivas contra cepas multirresisten-
tes; d) tienen también actividad bactericida
frente a bacterias que forman biofilms que
son, generalmente, refractarias a los anti-
bidticos v, e) son eficaces en todo tipo de
estado metabolico bacteriano. Teniendo en
cuenta ademas los numerosos articulos que
se estan publicando en los Ultimos afios, es

evidente que estos antibacterianos constitu-
yen una prometedora alternativa para luchar
contra la gran amenaza de los patogenos
multirresistentes.

Ademads, hemos construido las enzimas
quiméricas mas potentes contra neumococo
(Cpl-711 y PL3), estrictamente especificas
contra esta bacteria, pero también hemos
caracterizado otras endolisinas con un ran-
go de huésped mas amplio, como Cpl-7S
y Csl2. Asimismo, hemos comprobado su
accion sinérgica con determinados antibid-
ticos, o también entre dos enzibidticos que
rompen diferentes enlaces. Todas estas enzi-
mas han demostrado ser muy eficaces contra
bacterias susceptibles que forman biofilms y
se han validado en modelos animales, como
ratones o peces cebra. Ademas, estamos
estudiando nuevas endolisinas contra pato-
genos Gram-negativos, como P, aeruginosa
y H. influenzae.

En la actualidad también investigamos
de manera alternativa compuestos que pro-
voquen un efecto no litico sobre las bacte-
rias, de forma que se evite 1a liberacion de
toxinas y factores inflamatorios al medio al
mismo tiempo que se induce la respuesta
del sistema de defensa del huésped. En el
caso de neumococo, la adicion de dendrime-
ros de colina o0 de médulos de union a colina
(denominados CBMs) causa encadenamiento
y agregacion celulares, provocando un incre-
mento de la fagocitosis bacteriana.
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Finalmente, estamos introduciendo proce-
dimientos de nanotecnologia en el laboratorio
destinados a la inmovilizacion multivalente de
los compuestos resefiados sobre nanoparticu-
las de diferente naturaleza quimica, con el fin
tltimo de incrementar sustancialmente su acti-
vidad, disminuyendo asi las dosis necesarias.
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El grupo de trabajo sobre Photobacterium
damselae tiene mas de 20 afios de experien-
cia en el estudio de este importante pato-
geno de la acuicultura de peces marinos a
escala mundial. Esta especie comprende dos
subespecies, damselae y piscicida, que cau-
san patologias muy diferentes debido a un
interesante proceso de especiacion a traves
del cual cada subespecie ha adquirido ele-
mentos genéticos moviles portando factores
de virulencia Unicos.

P damselae subsp. damselae puede consi-
derarse un patogeno generalista, que afecta
a una gran diversidad de peces, asi como a
crustaceos y moluscos, y es un patégeno

oportunista para el ser humano, pudiendo
causar septicemias mortales. Las cepas
altamente virulentas contienen un plasmido,
pPHDD1, que codifica dos potentes citotoxi-
nas, la damselisina y la fobalisina P, mientras
que una tercera hemolisina, fobalisina C, esta
codificada en el cromosoma. La damselisina
acttia en sinergia con las dos fobalisinas para
causar importantes dafios celulares, y nues-
tros recientes estudios de transcriptdmica y
protedmica demuestran que los genes de
estas toxinas estan entre los mas altamen-
te expresados por esta bacteria, las toxinas
se producen en grandes cantidades, y son
secretadas por el sistema de secrecion de
tipo II. Las cepas que carecen del plasmido
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pPHDD1 son menos virulentas en ensayos de
laboratorio, pero curiosamente se aislan con
gran frecuencia a partir de brotes en piscifac-
torfas, y en nuestro grupo hemos identifica-
do una nueva fosfolipasa cromosomica que
contribuye a la virulencia y a la citotoxicidad
en estas cepas.

Este patdgeno muestra una elevada diver-
sidad genética, y nuestros estudios recien-
tes demuestran que en un mismo brote
coexisten genotipos de P. damselae subsp.
damselae muy diversos. Asi, de un mismo
lote de peces enfermos se aislan cepas con
y sin plasmido, y es de especial relevancia
la gran diversidad que existe en los genes
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Fig.1. El sistema regulador de dos componentes RstAB regula las tres principales citotoxinas del patégeno P
damselae subsp. damselae, que son secretadas por el sistema de secrecion de tipo 2 (T2SS) y causan graves
dafios en las células del hospedador. En el panel de la derecha se puede apreciar que la mutacion de este
sistema practicamente anula la produccion de las citotoxinas (con actividades hemolitica y fosfolipasa), y altera
enormemente el tamafio celular, asi como la separacion de las células hijas tras la division.

que codifican los polisacaridos de la envuelta
celular. Esta elevada diversidad genética nos
condujo a buscar algin punto débil que fuese
ubicuo en las poblaciones de este patdgeno.
Asi, recientemente hemos descubierto un
sistema regulador de dos componentes al
que hemos denominado RstAB, cuya muta-
cion practicamente anula la virulencia, causa
una drdstica disminucion en la expresion de
los genes de las citotoxinas, y tiene conse-
cuencias negativas en la transcripcion de
otros factores de virulencia adicionales, asi
como en la morfologia celular. Este sistema
esta presente en todos los aislados de esta
subespecie y es un prometedor punto de
partida para disefiar estrategias de control
de este patdgeno, ademas de un interesante
modelo de estudio de la regulacion de la viru-
lencia. Por el momento desconocemos los
estimulos que desencadenan la activacion
del sistema RstAB, si bien si hemos determi-
nado que una caida en la salinidad del medio
estimula la produccion de las citotoxinas y de
otros factores de virulencia.

Por otra parte, P damselae subsp. piscicida
es un patogeno exclusivo de peces, en los que
causa la fotobacteriosis 0 pseudotuberculosis,
una enfermedad de especial transcendencia
en el area mediterranea por las grandes pér-
didas econdmicas que causa en los cultivos
de dorada y de lubina. En los genomas de
las cepas de esta subespecie se ha produci-

do un complejo proceso de acumulacion de
elementos de insercion. Como consecuencia,
en los genomas de la subsp. piscicida ha teni-
do lugar una reduccion masiva de funciones
génicas, unido ello a una evolucidn hacia un
modo de vida muy asociado al pez hospeda-
dor. El factor de virulencia mejor estudiado
en esta subespecie es la toxina AIP56, que
induce apoptosis en macrofagos y neutrofilos
de los peces, y se secreta en altos niveles
a través del sistema de secrecion de tipo II.
Esta toxina esta codificada en un pequefio
plasmido (pPHDP10) de tan s6lo 9 kilobases.
Ademas, muchas cepas de esta subespecie
contienen un plasmido, pPHDP70, que inclu-
ye en su estructura una isla de patogenici-
dad con los genes de sintesis y utilizacion del
siderdforo piscibactina. Muy recientemente,
en nuestro grupo de trabajo hemos contri-
buido a la primera evidencia de la existencia
de un sistema de secrecion de tipo lll en esta
subespecie. Lejos de tratarse de un sistema
anecdatico en este patdgeno, nuestros datos
recientes revelan una presencia muy amplia
de este sistema de secrecion en la subsp.
piscicida, 1o cual nos ha abierto nuevos hori-
zontes en el estudio de la patobiologia de esta
subespecie.

Nuestros estudios actuales estan encami-
nados a aplicar los conocimientos adquiridos
en los mas de 20 afios de estudio de estos
dos patdgenos, para ofrecer nuevas estra-
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tegias de diagnostico, de prevencion y de
control de las enfermedades causadas tanto
por la subsp. damselae como por la subsp.
piscicida.
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La resistencia a antibioticos (AMR) represen-
ta una de las mayores amenazas del siglo XXI.
Su avance conlleva un elevado coste, cobran-
dose mas de 33.000 vidas humanas anuales
en la Union Europea, cifra que se estima en 10
M para el afio 2050. Nuestro grupo considera
la AMR como un fenémeno ecoldgico cuyo fun-
damento abordamos desde una perspectiva de
Una Salud o One Health (Gonzalez-Zom et al.,
2013). Nuestro objetivo es intentar compren-
der, a nivel fundamental, cual es el flujo de
mecanismos de resistencia a antibiéticos en
nuestro ecosistema Tierra, utilizando distintas
aproximaciones reduccionistas.

ARU naci6 en 2004 y durante este tiem-
po hemos defendido doce tesis doctorales.
Nuestros primeros doctorados, Alvaro San
Millan y José Antonio Escudero, tienen hoy
Su propio grupo de investigacion con sendos

ERC Starting Grants, mientras que otros se
han incorporado al programa de formacion
de excelencia del ECDC o estan realizando
su postdoc en EEUU o el Reino Unido. Hemos
participado y participamos en proyectos de
la UE relevantes en resistencia a antibioti-
co0s, como EvoTAR (Evolution and Transfer of
Antimicrobial Resistance), EFFORT (Ecology
from Farm to Fork of Resistance Transmis-
sion), EJP-OH (European Joint Program on
One Health) o AVANT (Alternatives to Antimi-
crobials), ademas de en dos ITN Marie Skto-
dowska-Curie TRAIN-ASAP y CARTNET.

Desde nuestros inicios colaboramos con la
University for Development Studies en Gha-
na. Construimos alli un laboratorio de Segu-
ridad Alimentaria y formamos durante cuatro
afos a Courage K.S. Saba, ahora a cargo del
mismo (Saba ef al., 2012). Con la ayuda de
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la OMS, de la Infernational Foundation for
Science y de la UCM, hemos instaurado un
sistema de hemocultivo y realizado cursos
practicos de microbiologia y biotecnologia
en el Tamale Teaching Hospital. Cada afo
enviamos estudiantes con programas de la
UCM y de la CAM para investigar, formarse
y realizar voluntariado. Formamos parte de
la Red NEAR-JPIAMR con otros paises de la
UE y Africa para ayudar en su investigacion
en AMR.

En nuestros comienzos identificamos un
mecanismo de resistencia desconocido has-
ta ese momento en Escherichia coli deno-
minado armA (aminoglycoside resistance
methyltransferase), una metiltransferasa
del ARN 16S que anula el efecto de los ami-
noglucosidos (Gonzalez-Zorn et al., 2005).
Caracterizamos como este mecanismo de
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Figura 1. a. Descubrimiento de la relevancia de los plasmidos multicopia (MCP). Utilizando técnicas clésicas, unidas a genomicas y bioinformaticas en humanos, animales

y medio ambiente, hemos desvelado la enorme relevancia de los plasmidos de pequefio tamafio en microbiologia. Practicamente la mitad de los pldsmidos en las bases de
datos son de pequefio tamafio. (Ares—Arroyo, 2018). b. El andlisis comparativo del pangenoma de aislados de E. coli portadores de genes de metiltransferasas del ARNr 16S
procedentes de efluentes naturales y aguas residuales nos permite establecer vinculos entre bacterias, mobilomas ambiente, el efecto antropogénico y su evolucion en el tiempo.

resistencia actda a nivel de ribosoma exclu-
sivamente en el residuo m’G1405, interfi-
riendo con el metiloma del propio ribosoma 'y
con la traduccion global en la propia bacteria
(Gutiérrez et al., 2013). Estos genes confieren
altos niveles de resistencia a la plazomicina,
un antibidtico de ultimo recurso aprobado en
EEUU en 2018, en fase de aprobacion para
su uso clinico en Europa. Por lo tanto, es
esencial que continuemos trabajando en las
metiltransferasas del ARN 16S si queremos
que un nuevo antibiético sea eficaz durante
el mayor tiempo posible.

Durante estos afios, también hemos iden-
tificado que los plasmidos pequeios mul-
ticopia (MCP) tienen mucha mas relevancia
que la que se les ha dado en las ultimas
décadas. En el grupo hemos descubierto que
los MCP estan presentes en un gran nime-
ro de bacterias patdgenas y no patogenas
(Ares-Arroyo 2018). Estos MCP capturan
mecanismos de resistencia y los diseminan
con un fitness cost bajo, que se llega a com-
pensar por completo a través de mutaciones
cromosomicas (San Milllan 2015). Nos fasci-
na como estos MCP permiten la innovacion
genética dando lugar a un nuevo plasmido de
la familia con su propio nimero de copias. El
descubrimiento de la relevancia de los MCP
ha creado multiples lineas de investigacion
que abren nuevas puertas en el estudio de los
plasmidos y su relevancia en la AMR.

Estos estudios previos nos llevaron a inte-
resarnos por la captacion genética y su
transmision. En colaboracion con otros gru-
pos, descubrimos la implicacion del meca-

nismo SOS en la captacion de cassettes de
resistencia en los integrones bacterianos
(Guerin 2009) y seguimos investigando este
mecanismo como elemento de regulacion de
laAMR y los mecanimos plasmidicos implica-
dos en su diseminacion (Hadziabdic S 2018).
Dentro de esta linea de investigacion, des-
cubrimos que la poblacion sana de grandes
ciudades representa un importante reservorio
de mecanismos de resistencia emergentes,
como la resistencia a colistina mediada por
mer-1 (Martinez-Ovejero C 2017). Este des-
cubrimiento nos vali6 el Premio Nacional de
Investigacion PRAN en 2018, mérito de todos
los miembros de ARU y en especial de Jose
F. Delgado-Blas. Ademas, en la actualidad
estamos utilizando modelos murinos para
comprender la transmision de plasmidos y
mecanismos de resistencia a antibidticos
entre individuos utilizando sistemas de segui-
miento por videotracking.

Si tenemos que destacar algo durante la
existencia de ARU es sin duda el nivel huma-
no de todos los miembros del grupo. El apoyo
entre ellos da lugar a una cohesion y compa-
fierismo que estimamos Unicos y esenciales.
También hemos sentido el apoyo de todos
nuestros colegas del Grupo de Microbiologia
Molecular, de toda la SEM y de la comunidad
microbioldgica espafola, gracias al cual nos
asentamos como grupo en Espania. A todos,
muchisimas gracias.
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ENTREVISTA JISEM

Ernesto Garcia.

Consejos para jovenes microbidlogos

Entrevista: Samuel Garcia Huete e Ignacio Belda
Grabacion, sonido y postproduccion: Alvaro Sanz Llopis.

La entrevista a Ernesto Garcia
puede verse en este enlace:

https://www.youtube.com/
watch?v=die2LNAAjyE

Reseria resumen de la entrevista realizada
al Doctor Ernesto Garcia, Profesor de Inves-
tigacion emérito en el Centro de investiga-
ciones Bioldgicas (CIB-CSIC). Dentro de esta
serie tematica que JISEM desarrolla, micro-
bidlogos de referencia en Espafia nos dan su
opinion y consejos sobre la situacion de la
Ciencia espafiola para los jovenes. Tienen la
palabra el Dr. Garcia. La entrevista completa
en video estd disponible escaneando el cddi-
go QR o copiando el enlace al pie de esta
resena.

¢COMO SURGIO SU VOCACION
CIENTIFICA?

Ernesto: Lo recuerdo perfectamente. Esta-
ba en lo que entonces era 3° de bachiller, unos
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13 afios. Yo tenia aficion por coger bichos en
el campo —que habia muchos en aquella
época— Y la playa, y teniamos un profesor
de ciencias naturales que tenia un microsco-
pio binocular, cosa que en aquella época era
absolutamente increible. Entonces empeza-
mos a ver 10s primeros infusorios, paramecios,
las Vorticellas, y este tipo de cosas; y aquello
me enganchd. Me enganch¢ sobre todo por
la Microbiologia, porque es un mundo sobre
el que puedes leer mucho, pero si no lo ves
resulta un poco complicado de imaginar.

¢CREE QUE ES IMPORTANTE TENER
BUENOS MENTORES EN CIENCIA?

Ernesto: Es lo fundamental. Hay incluso
una frase de André Lwoff, el premio Nobel,
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que decia que el arte del cientifico es bus-
carse un buen maestro. Tanto desde el punto
de vista de un jefe, como desde el punto de
vista de un profesor que te ensefie... es lo
fundamental.

Tuve la suerte, porque obvia-
mente fue suerte, de caer en un laboratorio
en el que me sentia como en mi casa. Mi
director de tesis era Antonio Portolés, que
ya fallecio, y era como un segundo padre.
De hecho, yo perdi a mi padre poco tiempo
después y él cuidd de mi como si fuera hijo
suyo; a parte de ensefiarme todo. Y yo me
sentia en aquel laboratorio como en mi casa.
Tenia un grupo de compafieros, de amigos
y de maestros, porque eran todos maestros,
que, la verdad, consiguieron que fueran unos
afnos estupendos. Y encima nos lo pasabamos
bien. Yo creo que trabajabamos bien y encima
nos lo pasabamos bien, cosa que es un lujo,
vamos.

Es una cosa curiosa. Mi postdoc-
toral era para hacer una cosa muy diferente de
lo que habia estado haciendo. Yo habia estado
trabajando, fundamentalmente en microbio-
logia, en los mecanismos de transformacion
con Bacillus subtilis. Y me fui a trabajar en
una cosa, que en aquella época comenzaba
a explotar, pero que tenia muy poco que ver,
y era el destino del DNA pero no en procario-
tas sino en eucariotas, concretamente, DNA
bacteriano en ratas. Entonces, aquello no
tenia que ver con lo que yo hice previamente,
pero aprendi una cantidad de tecnologia de
purificacion de DNA —que en aquella época
todavia era muy preliminar—, analisis fisi-
co-quimico de DNA por diferentes técnicas,
ultracentrifugacion analitica. .. que realmente
me fueron de lo mas Utiles en el futuro.

Sobre todo, lo que mas me
llam¢ la atencion la diferencia econdmica.
Puede parecer una anécdota tonta pero...

no lo es. En aquella época en Espafia, tra-
bajar con radiactividad, aunque fuera con
emisores beta como el tritio, era casi un
logro. Pocos laboratorios tenian la capa-
cidad, primero econémica porque a fin de
cuentas los is6topos radiactivos eran caros,
pero tampoco las instalaciones necesarias
para poder trabajar. Una cosa que no deja
de ser curiosa, €S que aunque en nuestro
laboratorio concretamente no llegamos a
tener que reciclar los viales de centelleo, de
radiactividad, porque podiamos permitirnos
utilizar viales nuevos, pero casi casi llegaba-
mos a es0. Sin embargo, el nivel econdémico
que yo descubri en Bélgica era. .. alucinan-
te. Si dijera que los presupuestos eran cien
veces superiores a los de Espafia, creo que
no me equivocaria.

Para bien, yo creo que la intro-
duccion de las técnicas de biologia molecular.
Secuenciacion, clonacién, etc., todo eso ha
supuesto un avance y una velocidad de cru-
cero insospechada hace 40 arios. Pero por el
contrario, yo creo que se ha perdido bastante
de conocimiento basico sobre lo que es la
Microbiologia. Hoy en dia, y yo conozco algu-
nos casos, hay personas que han hecho su
tesis doctoral sobre un microbio, pero no han
cultivado ese microbio en su vida. Todo era a
base de genes que otros, a lo mejor, habian
clonado antes, 0 a base de purificar protei-
nas, pero raramente durante toda una tesis
doctoral habian cultivado un determinado
microorganismo. Entonces, el conocimiento
de la microbiologia basica yo creo que se ha
perdido bastante precisamente por eso, yo
creo que se ha vuelto todo muy molecular.

El secreto es haber nacido en
aquella época. Ser viejo. Es asi eh... Aho-
ra hay muchas facilidades, bueno, muchos
medios, para que haya gente que haga
unas magnificas investigaciones. Porque en
medios, cualitativamente no creo que tenga-
mos muchas diferencias con otros paises, si
tenemos muchas diferencias cuantitativas

evidentemente, a nivel de repeticion de apa-
ratos, de gente sobre todo, y por supuesto
en el fondo, de presupuestos. Creo. .. bueno
no, estoy convencido, que las posibilidades
de que una persona con menos de 40 afios
consiga una plaza fija son casi asintoticamen-
te iguales a cero.

Pues me gustaria poder dar un
consejo, pero no me gustaria dar el consejo
que se me esta ocurriendo. .. le diria que
haga su tesis y que no se quede en Espafia,
porque veo muy dificil que se pueda estabi-
lizar. No hay posibilidades. Los presupues-
tos ahora mismo son absolutamente, ya no
bajos, es que son ridiculos. Nunca han sido
boyantes. En Espafia, el porcentaje del PIB
que se ha destinado a investigacion no ha
pasado del 1,5% nunca, cuando la media
europea ya era del 2 y pico por ciento. Esta-
mos hablando del afio 2005, 2006, 2007,
quizas. En aquellos momentos nos parecia
que habia mucho dinero, y éramos la cola
de Europa, por detras de muchos paises que
si los dijera nos ibamos a sorprender. Pero
parecia que habia una cierta tendencia. Pero
llegd la crisis y hemos vuelto a los niveles
de 1995, aproximadamente. Hemos perdi-
do veintitantos afios en este pais. No solo
en cuanto a dinero, sino lo que mas hemos
perdido son ilusiones de la gente. Es decir,
ahora mucha gente joven, por lo menos la
gente que puede, después de hacer sus
tesis, lamentablemente, se tienen que ir al
extranjero porque aqui no les ofrecemos una
estabilidad de ningtn tipo. (...). Con lo cual,
a la gente joven, se le ofrecen muy pocas
posibilidades. En eso estoy convencido que
hay una frase muy buena del Padre Brown,
el protagonista de las novelas de Chesterton,
que decia “no es que no sepan cual es la
solucién —me estoy refiriendo obviamente
a los politicos—, es que no consiguen ver
el problema”.

Todo. Las bacterias llevan por lo
menos 3.000 millones de afios en la Tierra.



La especie humana... el Homo antecesor
hace 800.000 afios, dicen, digamos que
1 millén de afios lleva la especie humana
sobre la Tierra. Es decir, las bacterias nos
llevan toda la ventaja. No vamos a acabar
con ellas; no queremos acabar con ellas, nos
son muy beneficiosas, pero también nos son
muy perjudiciales. Para muchisimas cosas los
microbios estaban mucho antes que nosotros,
seguiran estando mucho después que noso-
tros y los necesitamos para todo. Desde para
hacer pan y cerveza, hasta para arreglar lo
que la especie humana esta haciendo en el
medio ambiente, los microbios nos pueden
ayudar mucho, hasta por supuesto, luchar
contra las enfermedades.

Me parece muy importante que la
gente se especialice, y se especialice cuanto
antes, porque hoy en Ciencia es dificil tener
un nivel de conocimiento como el que habia
en el Renacimiento, donde un cientifico podia
saber de todo. Hoy nos gustaria poder saber
de todo pero no, nos tenemos que especializar
mucho. Pero no sé si, a veces, nos especiali-
zamos demasiado. Tenemos demasiada prisa
por llegar al microbio y al gen, y al a&tomo
casi, en vez de tener una vision un poco mas
general. Yo por ejemplo, y se que algunos me
van a decir ‘ya esta aqui el abuelo cebolleta’,
pero conozco muchos jovenes biologos, que
dificilmente distinguen una margarita de una
cebolla. .. y eso me da mucha pena. Que un
bi6logo sepa mucho de bioguimica, o de bio-
logia molecular y microbiologia, me parece
muy bien, pero no exclusivamente. Yo seria

partidario de dejar la especializacion para los
ultimos afios de carrera.

Me parece una cosa horrible, y
que lleva a lo que se dice en una serie de tra-
bajos que recoge el articulo titulado “El coste
mental de la carrera investigadora”. Es un
articulo publicado hace escasamente 10 dias,
donde se pone en evidencia, por si alguien no
lo sabia, que la carrera investigadora, par-
ticularmente en los primeros afios, produce
muchas taraduras mentales, por decirlo de
una manera coloquial. Es decir, la gente esta
stper estresada, estd muy nerviosa, con
muchos problemas mentales, porque a todo
lo que supone el estudio y la investigacion
se suma la inseguridad laboral y econdmi-
ca, que van juntas obviamente. Eso produce
una cantidad de desequilibrios mentales, por
lo visto mucho mas altos entre la poblacion
investigadora —sobre todo la investigadora
joven— que en la poblacion general. Lo cual
indica que algo estamos haciendo mal. Y, para
mi, una de las razones es la teoria esa del
publish or perish.

Buena pregunta. Desde luego que
le guste la microbiologia, realmente. Para mi la
microbiologia es apasionante, sin duda ningu-
na, ha sido nuestro pasado y es nuestro futuro.
Le diria que se dedicase a cualquier parte de
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la microbiologia, yo creo que todas son inte-
resantes si se hacen bien cientificamente, y
si se hacen bien en un ambiente agradable.
Es decir, hacer un trabajo muy bueno en un
ambiente desagradable tiene uno de los pies
que cojea. Y estar en un ambiente agradable
y no trabajar seriamente, pues también cojea,
obviamente. Lo ideal, como decia André Lwoff
y lo repito, el principal arte de un cientifico es
buscarse un buen jefe. (...). Yo creo que hay
que dedicarle mucho esfuerzo, mucho tiempo,
pero creo que es casi mas importante que la
ciencia que se haga, el sitio donde se haga
esa ciencia. Si se hace en un sitio donde uno
se encuentra a gusto, el esfuerzo es menos
esfuerzo.

El neumococo.

Espafia si tuviera mas dinero.
Pero lamentablemente no lo tenemos. Si
tengo que elegir otro, Estados Unidos.

El Mediterraneo.

“Lainvencion de la naturaleza: El
Nuevo Mundo de Alexander von Humboldt”.
Me parece realmente apasionante.

Rubén Lopez, mi jefe y amigo
durante muchos afios.
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Isidro Garcia-Menifio, Vanesa Garcia, Azucena Mora*, Dafne Diaz-Jiménez, Saskia C. Flament-Simon,
Maria Pilar Alonso, Jesus E. Blanco, Miguel Blanco, Jorge Blanco.

isidro.garcia@usc.es
azucena.mora@usc.es

Los resultados de esta publicacion forman parte de la tesis doctoral de Isidro Garcia Menifio,
defendida el pasado 27 de junio. Los directores del trabajo fueron la Dra. Azucena Mora
(*corresponding author de la publicacion) y el Dr. Jorge Blanco.

La colistina es uno de los antimi-
crobianos de “Ultima linea” usados
actualmente en medicina humana
frente a infecciones provocadas
por bacterias gram negativas
multirresistentes. Los animales de
produccion, y especialmente el ga-
nado porcino, se evidencian como
principal reservorio y diseminador
del gen plasmidico mcr-1.

El objetivo principal del estudio
era conocer la situacion del sector
porcino en relacion al nivel de re-
sistencias a antibiéticos. Para ello
se llevo a cabo la caracterizacion
de los clones de E. coliimplicados
en colibacilosis porcina. Ademas,

Figura 1. Dendrograma que muestra la alta similitud > 85% entre cepas ST131 de origen humano (47.02 y 62BA; en azul) y
cepas porcinas (FV14145, FV14983 y FV14985).

consideramos de gran interés analizar la presencia y potencial zoondsico del grupo clonal pandémico ST131.

Se analizaron 499 aislamientos de E. coli recuperados en granjas de produccion porcina en Espafa durante el periodo 2006-2016.
Demostramos que casi la mitad de las cepas implicadas en colibacilosis pertenecen a los grupos clonales 0157:H39-A-ST10 (CH11-24) y
0108:H39-A-ST10 (CH11-24), dato de gran relevancia para el disefio de nuevas vacunas.

También encontramos una alta prevalencia de resistencia a la colistina relacionada con la presencia del gen mer-1(25,6%). La caracterizacion
de 65 aislamientos de mcr-1 representativos mostré que la mayoria eran multirresistentes. Siete cepas mer-1 eran, ademas, portadoras de
genes BLEE. Otros siete aislados mcr-1 eran co-portadores de mcr-4 (tres cepas) y mer-5 (cuatro cepas). En este estudio, también recuperamos
18 aislamientos ST131 (siete mer-7). Seguin nuestros datos, este seria el primer informe sobre el aislamiento de ST131 mcr-1 en cerdos, que
ademas presentaron una alta similitud con aislados clinicos humanos del virotipo D5 en la comparacion de los perfiles de macrorrestriccion

obtenidos mediante PFGE (Figura 1).

Publicacion Cientifica: “Swine Enteric Colibacillosis in Spain: Pathogenic Potential of mer-1 ST10 and ST131 E. coli Isolates”. Revista: Frontiers in Microbiology. 2018 Nov 5;9:2659.

doi: 10.3389/fmich.2018.02659.

La seccion «Nuestra Ciencia» publica resefias de articulos cientificos producidos por nuestros socios. La extension maxima del texto es
de 400 palabras y puede incluirse una imagen. Deben incluir la siguiente informacion: Titulo de la resefia, Autor, referencia bibliogréfica
completa del articulo que se resefa. Si el autor lo desea puede proporcionar su email de contacto.

Envia tus resefias a la secretaria de la SEM

0 al director editorial
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Unidad de Microbiologia, Departa-
mento de Ciencias Médicas Basicas, Facultad
de Medicina y Ciencias de la Salud, Institu-
to de Investigacion Sanitaria Pere Virgili, Uni-
versidad Rovira i Virgili, 43201 Reus, Espaa.

El género Aeromonas incluye mas de 32
especies, algunas de las cuales estan distri-
buidas en el medio ambiente y se consideran
autdctonas de los sistemas acuaticos. El ob-
jetivo principal de esta tesis fue contribuir al
mejor conocimiento de la epidemiologia y la

patogenicidad de este género. En este trabajo
se ha investigado la presencia de Aeromonas
en diferentes fuentes de agua demostrando
que el método de floculacion de leche desna-
tada utilizado para deteccion de virus parece
ser un buen método para la deteccion de
estas. Ademas, el andlisis de A. salmonicida,
una especie asociada clasicamente con en-
fermedades en peces utilizando un modelo de
raton, confirmd que esta especie puede infec-
tar mamiferos con diferentes niveles de pato-
genicidad. Teniendo en cuenta el aumento de
las infecciones por Aeromonas en los Ultimos
afos, se han llevado a cabo colaboraciones
con hospitales. También se demostrd que
el uso de MALDI-TOF para la identificacion
de Aeromonas aisladas de peces era poco
precisa debido a las carencias en la base de
datos. EI uso de genomas, su comparacion y
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el desarrollo de nuevas herramientas bioin-
formaticas, demostrd ser Util para entender
la funcion de las especies. En esta tesis doc-
toral se llevo a cabo la caracterizacion de la
metalochaperona HypA previamente descrita
en otros patogenos, demostrando el rol en
la tolerancia al acido del estémago y en la
defensa de Aeromonas contra macréfagos.
Ademas, se ha demostrado el rol de la toxina
ExoA'y el sistema de secrecion tipo VI (SST6)
en las infecciones mixtas que progresan en
una fascitis necrotizante, mediante el estudio
de cepas aisladas de un paciente de Estados
Unidos. Finalmente, un estudio de la defensa
de monocitos humanos contra Aeromonas se
llevd a cabo. Los resultados demostraron una
respuesta inmune especie-especifica, siendo
mas fuerte en las especies mas prevalentes
en clinica.

SEM@foro publica resimenes de Tesis Doctorales realizadas por miembros de la SEM. Deben seguir el siguiente formato: Titulo, Autor,
Director(es), Centro de realizacion, Centro de presentacion (si es distinto) y Resumen (méaximo, 250 palabras).

Envia tus resefias a la secretaria de la SEM
0 al director editorial

SEM@foro se reserva el derecho a no publicar la informacion si el resumen es excesivamente largo o el tema del trabajo no guarda

suficiente relacion con la Microbiologia.

Los restimenes de tesis dirigidas por miembros de la SEM no seran publicados en esta seccion. Se recomienda enviar a la seccion
“Nuestra Ciencia” un resumen de alguno de los articulos producidos por la tesis.
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“Bacterias: la historia mas pequeiia jamas contada”
Una nueva colaboracion con la SEM.

A'lo largo de la historia las bacterias han sido consideradas como una entidad con connotaciones negativas a causa de su asociacion con muchas enfermedades. Creyendo necesario
derribar este prejuicio, unos jévenes investigadores uruguayos, y los ilustradores de bandas educativas, nos pusimos manos a la obra en crear un cémic basandonos en que la educacion
era la manera de lograrlo. Es asi que surgi6 la idea de crear el comic “Bacterias: la historia mas pequefia jamas contada”, que tiene como objetivo fomentar la popularizacion de la microbio-
logia acercando la tematica a la poblacion en general y a los nifios en particular. El libro se descarga de forma gratuita en formato PDF en el siguiente link:

En esta ocasion, Gaston Azziz y Valentina Carrasco han generado el contenido cientifico del comic publicado en este nimero.

Ademés, también hemos creado los juegos Guerra de Bacterias y Bacterias: el juego, para poder jugar aprendiendo de la manera mas divertida e interesante posible. Os animamos
a que descubrdis todos los personajes:

Por dltimo, como no podia ser de otra manera, nos podéis seguir en Facebook, Twitter e Instagram y enteraros de todas las novedades:



MAR DE LACRE

Cultivo de microorganismos, procedentes de sedimentos de alpechin, en
un medio selectivo con RBBR (Remazol Brilliant Blue R) para la busqueda
de aquellos capaces de degradar compuestos estructuralmente complejos,
como lignina y derivados. Proyecto LIFE+REGROW (LIFE16 ENV/ES/000331)

Primer Premio del concurso de fotografia Federico Uruburu.
XXVII Congreso Nacional de Microbiologia SEM-2019 celebrado en Malaga.
Autora: Maria Rosa Martinez Gallardo.
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