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EDITORIAL =

La microbiologia:
E pluribus unum

N os acercamos al final de este aflo, 2009. Ha sido un
afo repleto de actividades en la SEM, tanto naciona-
les como internacionales. Hemos participado muy activa-
mente en el 3.*" Congreso de la Federacién Europea de
Sociedades de Microbiologia (FEMS), convocado bajo el
lema Microbes and Men, que se celebrd en Gotemburgo
(Suecia), del 28 de junio al 2 de julio. Se reunieron en el
congreso 1746 personas, nimero que indica la progresion
en el interés de participar en los congresos de la FEMS, ya
que en el primero (Ljubljana, 2003) hubo 1254 participan-
tes, y en el segundo (Madrid, 2006) hubo 1355. Los paises
representados fueron 85, y los que mds congresistas tuvie-
ron fueron Suecia, con 169 (pais anfitrién), Espafia, con
127, y Alemania, con 108. Es de destacar la numerosa par-
ticipacién espafiola, hecho que demuestra la potencia de
la microbiologia en nuestro pais, y el interés de los micro-
bidlogos espafioles por formarse y relacionarse con cen-
tros e investigadores extranjeros. Como todos los afios,
el Consejo Directivo de FEMS se retine a principios de sep-
tiembre en distintas ciudades europeas. Esta vez la ciudad
escogida fue Barcelona, donde se celebré el 36th FEMS
Council, el dia 12 de septiembre de 2009. Previamente, los
dias 10 y 11 de septiembre, miembros del Council y delega-
dos de sociedades nacionales de microbiologia de distin-
tos paises europeos tuvieron diversas reuniones prepa-
ratorias. Todas las sesiones tuvieron lugar en la sede del
Institut d’Estudis Catalans (IEC), un palacio barroco de
mediados del siglo XVII, dotados de los mas modernos
servicios propios de las TIC. La FEMS estd compuesta
actualmente por 46 Sociedades Miembros de pleno dere-
cho, mas algunas sociedades adheridas provisionalmente.
La SEM es una de las sociedades mas numerosas y mas
activas de la federacién europea.

Finalmente, nuestro congreso bienal tuvo lugar en la
bella ciudad de Almeria los dias 21 a 24 de septiembre. Asis-
tieron mas de 500 personas y constituyd un gran éxito,
tanto cientifico como de organizacion. La calidad y el inte-
rés de nuestros congresos nacionales siguen en aumento
y atraen a muchas personas, en gran parte jévenes, que
contribuyen a dar el mejor ambiente a la reunidn.

Entraremos pronto en un nuevo afio. Serd el afio alter-
nativo en el que no hay congreso nacional pero en el que
se retline la mayor parte de los Grupos Especializados. Estas
reuniones o congresos nacionales de su especialidad con-
vocan muchas personas interesadas en el tema especifico

Ricardo Guerrero
Presidente de la SEM

del grupo, y es de notar que acuden a ellos tanto socios de
la SEM como personas que no lo son, y que, frecuentemen-
te, através de ese primer contacto activo con investigado-
res de su campo, pasan a formar parte de nuestra Sociedad.
La SEM tiene actualmente diez Grupos Especializados. Cada
uno realiza diversas actividades de gran calidad, y tiene rela-
ciones con sociedades de tematica afin, tanto nacionales
como internacionales. La sola mencién de los nombres de
los grupos muestra la gran diversidad de miembros y espe-
cialidades que componen nuestra Sociedad, haciendo de
nuevo valida la frase de E pluribus unum, tomada de un poe-
ma menor de Virgilio (Moretum, versos 103-104). Es decir,
unidad en la variedad; tener muy diversos intereses espe-
cificos y demostrar un gran interés comtn: la admiracion
por el mundo microbiano y el deseo de conocerlo mejory
darlo a conocer a los demads. El préximo afio es el “afio de
los Grupos Especializados”: Biodeterioro y biodegradacion,
Hongos filamentosos y levaduras (micologia), Microbiologia
clinica, Microbiologia industrial y biotecnologia microbiana,
Microbiologia de los alimentos, Microbiologia molecu-
lar, Microbiologia del medio acudtico, Microbiologia de plan-
tas, Protistologia, Taxonomia, filogenia y biodiversidad. La
mayor parte de estos grupos llevan muy avanzada la pre-
paracién de sus reuniones bienales, y las fechas, lugares y
programas se van incorporando paulatinamente a la web
de la SEM, donde las personas interesadas pueden recabar
informacidn, o a través de ella ponerse en contacto con los
organizadores. Deseamos el mayor éxito a los organizado-
res de las reuniones y animamos a los socios a asistir y par-
ticipar activamente en ellas.

No podemos acabar sin mencionar otra unidad en la
diversidad, en este caso la geografica. La SEM y la Socie-
dad Portuguesa de Microbiologia se han incorporado a
la Asociacién Latinoamericana de Microbiologia (ALAM,
véase International Microbiology 11(3): 221-225, 2008,
www.im.microbios.org), y van a participar en el préximo
congreso latinoamericano de microbiologia, que tendrd
lugar en Montevideo (Uruguay), los dias 27 a 30 de septiem-
bre de 2010. Animamos desde aqui a nuestros socios a con-
sultar la web informativa (www.alam2010.0rg.uy) y a par-
ticipar en el congreso, codo con codo con los microbidlogos
de diversos paises con quienes tantos lazos de cultura, his-
toria y —¢por qué no?>— cardcter, nos unen. Acudiendo,
participando, visitando esos bellos paises, volveremos a
confirmar que somos E pluribus unum.

Diciembre 2009
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Microbiologia
de los Alimentos

Presidente: Francisco Javier Carballo
XXII Congreso Nacional

de la Sociedad Espaiola de
Microbiologia

[ Grupo de Microbiologfa de los Ali-

mentos tuvo, como viene siendo
habitual, unaimportante presencia en
el XXII Congreso Nacional de Micro-
biologia. Se presentaron, con esta
tematica, un total de 49 comunicacio-
nes de la cuales 12 se expusieron oral-
mente y las 37 restantes en forma de
pOdster. Fue destacable la elevada cali-
dad cientifica de todas ellas y lo cuida-
do de sus presentaciones. La comuni-
cacioén titulada “Generaciéon de un
fago portador del gen de la toxina Shi-
ga (Stx) fusionado con la Green Fluo-
rescence Protein para evaluar la expre-
sion del gen de la Stx” de los autores
L. Imamovic, J. Jofre y M. Muniesa
(Facultad de Biologfa, Universidad de
Barcelona) recibid el premio a la mejor
comunicacion en forma de pdster. La
titulada “Actividades antimicrobianas
derivadas de fagos y su aplicacién
como bioconservantes alimentarios”
de los autores L. Rodriguez, B. Marti-
nez, A. Rodriguez y P. Garcia (Instituto
de Productos Lacteos de Asturias,
CSIC) se hizo acreedora al segundo
premio especial de la SEM.

El dia 22 de Septiembre, el Grupo
celebré su asamblea, donde se deba-
tié fundamentalmente sobre la te-
matica de las mesas redondas y las
actividades a realizar en el préximo
Congreso Nacional de Microbiologia
de los Alimentos que se celebrar3,
D.m., en Valladolid, entre los dias 19
y 22 de septiembre de 2010, bajo la
organizacion del Dr. Rodriguez Laza-
ro del Instituto Tecnoldgico Agrario
de Castilla y Ledn.

El Simposio titulado “Resistencias
antimicrobianas emergentes en la
cadena alimentaria”, celebrado el dia
24 de septiembre y moderado por el
Prof. Prieto Maradona de la Universi-
dad de Ledn, contd con una audiencia
muy numerosa (mas de un centenar
de asistentes) y en él se expuso y de-
batid la problematica generada en la

actualidad por el uso de antimicrobia-
nos en la cadena alimentaria y por la
aparicién en los microorganismos de
resistencias a estos compuestos, asi
como sus implicaciones en la salud
publica humana y veterinaria.

XVII Congreso Nacional
de Microbiologia de
los Alimentos

I XVII Congreso Nacional de Micro-

biologia de los Alimentos tendra
lugar, D.m., durante los dias 19, 20, 21
y 22 de Septiembre de 2010 en el Pala-
cio de Congresos Conde Ansurez
(c/ Real de Burgos, s/n) de Valladolid.
Correra la presidencia de la organiza-
cién a cargo del Dr. David Rodriguez
Lazaro, del Instituto Tecnoldgico Agra-
rio de Castillay Ledn (ITACyL).

Como viene siendo tradicional, el
Congreso se articularad en torno a una
conferencia inaugural, cuatro mesas
redondas y una conferencia de clau-
sura. Como novedad se incluird un
simposio titulado “Ciencia y empre-
sa’”, donde los empresarios del sector
agroalimentario tendran la oportuni-
dad de conocer los pormenores de las
lineas publicas de financiacidn exis-
tentes para sus trabajos de I+D+irea-
lizados en solitario o en colaboracidn
con Universidades y Organismos y
Centros Publicos de Investigacion.

Informe de los Grupos
de Biodeterioro
y Biodegradacion

Presidente: Diego A. Moreno

| Grupo de Biodeterioro y Biode-

gradacion desea agradecer a Con-
cepcion Calvo la organizacion de la
Mesa Redonda que sobre “Avances
en Técnicas en Biorremediacion” se
celebré con notable éxito de partici-
pacion durante el XXII Congreso de la
SEM en Almeria, el 22 de septiembre
de 20009.

El Premio THOR Especialidades,
S.A., que concede el Grupo de Biode-
terioro y Biodegradacion recayd en F.
Joroundiy cols. por el trabajo “Conso-
lidacién de piedra ornamental median-
te carbonatogénesis bacteriana: iden-

mmm NUESTROS GRUPOS

tificacion de la microbiota cultivable
activada durante el tratamiento”. Die-
go A. Moreno fue el encargado de
entregar el Diploma acreditativo y los
300 euros del Premio durante la Con-
ferencia de Clausura.

El Premio de la SEM, al mejor Pds-
ter en el drea de Biodeterioro y Biode-
gradacion de los 15 presentados, dota-
do con 300 Euros, fue para A. de los
Rios y cols. por el trabajo “Las cante-
ras de Reduefia como laboratorio
natural para testar la eficacia de tra-
tamientos contra el biodeterioro”.

Prédximamente se comunicara a
los miembros del Grupo las elecciones
para renovacién de la Junta Directiva.

Informe del grupo
“Microbiologia Molecular”

Presidenta: Maria Molina Martin

n el reciente Congreso de Almeria

hemos vuelto a comprobar la bue-
na salud cientifica de la que goza
nuestro grupo de Microbiologia Mole-
cular. El simposio oficial del grupo,
acertadamente organizado y mode-
rado por Jesus Blazquez con el titulo
“Estrés y evolucion en bacterias”,
tuvo unos excelentes ponentes y una
numerosa e interesada audiencia, lo
que propicid una animada discusidn
cientifica. La representaciéon de los
miembros del grupo en el resto de
actividades del congreso fue impor-
tante, tanto en los simposios organi-
zados por otros grupos como en las
sesiones de pdsteres, que contd con
64 comunicaciones, de las que 15 se
seleccionaron para su presentacion
oral. M* José Ferrandiz merecié el Pri-
mer Premio SEM al mejor pdster por
su trabajo “Transcripcion de las DNA
topoisomerasas y estado del super-
enrollamiento del DNA en respuesta
a relajacién por novobiocina en Strep-
tococcus pneumoniae” y el correspon-
diente premio del grupo se concedid
a Antonio J. Martin Galiano por “Loca-
lizacién del interruptor de ensamblaje
de la proteina de divisién bacteriana
FtsZ”. El colofén del Congreso corrid
a cargo de otro de los miembros de
nuestro grupo, Alex Mira, galardona-
do en esta ocasion con el Premio Jai-
me Ferrdn de nuestra Sociedad. Noti-
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cias SEM incluye en su numero de
noviembre una informacién mads
amplia y detallada sobre las activida-
des del grupo en este Congreso reco-
gida por uno de los vocales de nuestra
Junta Directiva, Victor J. Cid. Final-
mente, en la reunién ordinaria del gru-
po se acordd que la préxima reunidén
cientifica del grupo especializado
estara organizada por Antonio Judrez
y se celebrara los dias 10, 11y 12 de
noviembre de 2010 en Barcelona.

Grupo de Microbiologia
del Medio Acuatico

Presidente: Albert Bosch

Dentro de nuestro reciente XXII Con-
greso Nacional de Almerifa, se cele-
bré con gran brillantez la Mesa Redon-
da del Grupo que llevé por titulo “Virus
en el Medio Acuatico”, cuya organiza-
cion fue a cargo del Dr. Jesus Lépez
Romalde. Esta Mesa Redonda conté
con las siguientes ponencias: Adelaida
Almeida, Univ. Aveiro (Portugal). “Pa-
trones de variacion de abundancia de
virus en ambiente estuarino”, Susana
Guix, Univ. Barcelona. “Analisis de cali-
civirus humanos en aguas”’, Juan L. Bar-
ja, Univ. Santiago. “Infecciones viricas
en moluscos y crustdceos: repercusio-
nes socioecondémicas” y Dolores Cas-
tro, Univ. Mdlaga. “Infecciones por
Lymphocystivirus en acuicultura marina:
patogénesis y transmisién”.

En el mismo Congreso Nacional se
concedid el premio al mejor pdster de
nuestro Grupo al trabajo presentado
por Alejandro Labella, becario predoc-
toral en el grupo dirigido por el Dr.
Juan José Borrego, con el titulo “De-
terminacion de la actividad bioldgica

in vitro e in vivo de los ECPs de cepas
de la especie Photobacterium damse-
lae subsp. damselae aisladas de peces
marinos cultivados”.

Se han renovado los cargos de la
presidencia, tesoreria y dos vocalias de
la Junta Directiva del Grupo de Micro-
biologia del Medio Acuatico que han
recaido en el Dr. Juan José Borrego,
Presidente, la Dra. Maria del Carmen
Macidn, Tesorera y las Dras. Marfa José
Figueras y Maria del Carmen Marquez,
vocales. Es el momento de expresar
publicamente mi reconocimiento a la
labor realizada dentro del Grupo, y
especialmente dentro de nuestra Jun-
ta Directiva por la Dra. Maria Jesus
Pujalte en su condicién de tesoreray
los vocales salientes, el Dr. Ferran Ribas
y el Dr. Antonio Ventosa.

Finalmente se dispone ya de fechas
para la celebracién de nuestra préxima
VIII Reunidén de nuestro Grupo que ten-
drd lugar en Vigo en los dias 14-16 de
septiembre de 2010, organizada por la
Dra. Maria Teresa Pérez Nieto.

Informe del grupo
“Microbiologia de Plantas”

Presidente: Jesus Murillo

| grupo especializado “Microbiolo-

gia de Plantas” (MiP) celebrd el sim-
posio “Mecanismos de deteccidon e
incorporacién de nutrientes y sefiales
por bacterias asociadas con plantas“
durante el XXII Congreso de la Sociedad
Espafiola de Microbiologia, en Almeria.
El simposio fue organizado y moderado
por José Manuel Palacios, del Centro
de Biotecnologia y Gendmica de Plan-
tas de la Universidad Politécnica de
Madrid, y estuvo dedicado a la memo-

ria de nuestro compafiero Antonio
Palomares. La primera charla de este
simposio, “In memoriam Antonio Palo-
mares”, fue impartida por Miguel Angel
Caviedes. Ademas, el simposio conté
con los siguientes ponentes y charlas:
Manuel Espinosa Urgel, Consejo Supe-
rior de Investigaciones Cientificas,
“Intercambio de sefiales en la interac-
cién mutualista planta-Pseudomonas‘;
Pablo Rodriguez-Palenzuela, Universi-
dad Politécnica de Madrid, “Dickeya
dadantiy P. syringae: dos modelos dis-
tintos de patogenicidad en plantas®;
Joaquina Nogales Diaz, Consejo Supe-
rior de Investigaciones Cientificas,
“Posible implicacion de los péptidos en
la interaccién Rhizobium-leguminosa”,
y José Manuel Palacios, Universidad
Politécnica de Madrid, “Transporte y
homeostasis de niquel en Rhizobium
leguminosarum“. Las charlas, de muy
alta calidad cientifica, atrajeron a un
buen ndimero de congresistas y dieron
lugar a interesantes debates sobre el
tema. El MiP celebrd asimismo su reu-
nién ordinaria, en la que se discutieron
varias propuestas para la organizacién
de la siguiente reunidén, acorddndose
que Antonio de Vicente exploraria la
posibilidad de organizarla en 2011. La
Junta Directiva nombrd un comité,
compuesto por Antonio de Vicente y
Manuel Espinosa Urgel, para la conce-
sién del premio MiP a la mejor comuni-
cacidn, que recayd en la presentada por
Isabel Matas, Pablo Rodriguez-Palen-
zuela y Cayo Ramos, y titulada “Estra-
tegias gendmicas aplicadas al estudio
de la interaccién Pseudomonas savas-
tanoi-olivo““. El premio consistié en un
cheque de 300 € y un diploma conme-
morativo.

Socios colaboradores

de los Grupos Especializados de la SEM:

« AGBAR, S.A. « Iberdrola, S.A. » Laboratorio Municipal de Vigo
« BIOETANOL GALICIA « Instituto Tecnolégico Agroali- . MiIIipore Ibérica, S.A.
« EMASA mentario » THOR Especialidades, S.A.
« EMASESA « Iproma, S.L. « VWR International Eurolab
- Gamaser, S.L. « Laboratorios Microkit S.L. (grupo Merck)
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Unidades de captura
y dispersion génica en la
evolucion de las p-lactamasas
de espectro extendido

Angela Patricia da Silva Novais
Amorim

Directores: M2 Teresa Coque
Gonzalez y Fernando Baquero
Mochales.

Departamento de Microbiologia.
Hospital Universitario Ramon y
Cajal. Departamento de
Microbiologia Il, Facultad de
Farmacia, Universidad Complutense
de Madrid.

L a seleccién, expansion y persistencia de las
poblaciones bacterianas resistentes a agen-
tes antimicrobianos constituye un problema de
gran impacto en salud publica, tanto en el dmbi-
to hospitalario como comunitario. La evolucién
acelerada de la resistencia a antibidticos en los
dltimos afios y el fallo de las medidas de control
adoptadas ha motivado la necesidad de abordar
este problema desde una perspectiva ecoldgica
que considere la interaccién entre distintas
poblaciones. Los genes que codifican para B-lac-
tamasas de espectro extendido (BLEE), enzimas
implicadas en resistencia a cefalosporinas de
tercera generacion, constituyen un modelo id6-
neo para analizar la resistencia a antibidticos
desde esta perspectiva debido a su reciente apa-
ricion, su rapida expansion global y su distribu-
cién en distintos nichos ecoldgicos y hospeda-
dores. Este estudio evalud la contribuciéon de la
transmisién vertical (estructura poblacional
de los aislados) y horizontal (caracterizacion de
pldsmidos, transposones e integrones) en la
diseminacidn de Enterobacteriaceae producto-
ras de BLEE en una coleccidn de aislados clinicos
obtenidos en un amplio marco temporal (aisla-
dos obtenidos desde la primera descripcién de
resistencia a estos antibidticos en 1988 hasta
nuestros dias) y espacial (aislados representa-
tivos de distintos continentes). Este estudio
incluye ademas una prediccién de la capacidad
de diversificacion de las enzimas CTX-M o cefo-
taximasas (la familia de BLEE con diversificacién
y diseminacién més notable) en relacién con su
espectro de actividad.

Esta tesis demuestra que el rapido y espec-
tacular aumento de enterobacterias productoras
de BLEE que se ha producido a nivel local y glo-
bal es debido a la seleccién y expansion recien-
tes de distintos clones y elementos de transfe-
rencia horizontal. La distribuciéon temporal de
BLEE de clase A (TEM, SHV, CTX-M) refleja un
cambio epidemioldgico caracterizado por i)
un aumento de aislados de origen extrahospita-
lario, ii) la asociacién a infecciones urinarias y
iii) la seleccidn de distintas variantes de BLEE.
La diseminacidn de algunos tipos de BLEE se aso-
ci6 a la expansién de clones de distintas especies
(principalmente E. coli, K. pneumoniae y E. aero-
genes). Los genes blag, g se localizaron en plas-
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midos conjugativos epidémicos especificos con
alta afinidad para determinados ecotipos bacte-
rianos, indicando un cierto grado de co-adapta-
cién entre éstos vehiculos y sus huéspedes. La
caracterizacién del entorno genético de estos
genes reveld su asociacién a elementos especi-
ficos responsables de su expresién (secuencias
deinsercién)y dispersion (integrones, transpo-
sones mercuriales). La naturaleza modular de
estas plataformas genéticas favorece los fend-
menos de recombinacién y transferencia hori-
zontal, y en dltima instancia la persistencia y dis-
tribucién equilibrada de los genes de resistencia.
Ademas, la exposicidn continuada a antibidticos
B-lactamicos parece haber contribuido a la diver-
sificacion de los genes b’aCTX-M’ através de la
adquisicion de mutaciones especificas respon-
sables de aumentar el espectro hidrolitico de
estas enzimas.

En resumen, el resultado de la actual dise-
minacién y evolucién de los genes bla parece
ser debida a una combinacién de la genera-
cién de variantes con mayor capacidad adap-
tativa, de la contribucién de los elementos
de transferencia horizontal en la dispersién de
esos variantes y de la seleccién de clones con
alta capacidad de transmisidon o mantenimien-
to. Los estudios de genética multidimensional
de poblaciones son esenciales para establecer
estrategias eficaces de control de infecciones,
identificar nuevas dianas terapéuticas y facilitar
una vision integrada de los mecanismos evolu-
tivos que permiten la biologia adaptativa de los
microorganismos.

Caracterizacion de proteinas
con actividad antifungica
producidas por Penicillium
chrysogenum

Andrea Rodriguez Martin

Directores: Miguel Angel Asensio

Pérez, Félix Nuiez Breiia, Raquel

Acosta Guerrero.

Higiene y Seguridad Alimentaria,
Facultad de Veterinaria, Universidad
de Extremadura.

Las condiciones ambientales en que se proce-
san diversos alimentos favorecen el desarrollo
superficial de mohos. En productos carnicos y
quesos madurados es frecuente el desarrollo una
poblacién fungica que contribuye al desarrollo
de las caracteristicas sensoriales del producto.
Pero otros mohos son alterantes o pueden pro-
ducir micotoxinas. Existen métodos eficaces para
controlar el desarrollo de mohos en alimentos.
Sin embargo, estos tratamientos no son adecua-
dos para productos madurados donde la presen-
cia de mohos es beneficiosa. Una solucién en
estos alimentos serfa el empleo de proteinas anti-
fungicas que evitaran el desarrollo de mohos
indeseables y que permitieran el crecimiento de
los beneficiosos.

En estudios previos las cepas no toxigénicas
RP42Cy AS51D de P. chrysogenum, procedentes
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de jamén curado, mostraron su capacidad de
inhibir mohos toxigénicos. Ademas, se purifica-
ron dos proteinas con actividad antifiingica,
PgAFP y PgChP a partir de RP42C y AS51D, res-
pectivamente.

El objetivo del trabajo ha sido caracterizar
PgAFP y PgChP, incluyendo la determinacién de
sus secuencias aminoacidicas, las secuencias
de los genes que las codifican; la evaluacién pre-
liminar de su toxicidad; el estudio de la influen-
cia de diversos tratamientos y de compuestos
comuinmente encontrados en alimentos sobre
la actividad antifingica.

Ambas proteinas han resultado ser muy dife-
rentes. PEAFP tiene un peso molecular de 6,5 kDa,
un punto isoeléctrico de 9,2, y no posee glicosi-
laciones. PgChP mostré un punto isoeléctrico de
5, y seis isoformas glicosiladas con pesos mo-
leculares entre 30 y 31 kDa, separados por 162 Da
que podria corresponder a un residuo de manosa
o galactosa. La secuencia deducida del gen mos-
tré dos posibles sitios de glicosilacién (Asn-Phe-
Thry Asn-Asp-Cys) y la presencia de cadenas glu-
cidicas se demostré mediante deglicosilaciones
enzimaticas.

Las secuencias obtenidas de los genes pgafp
y pgchp tuvieron un tamafio de 276 y 912 pb, que
codifican 92 y 304 aminodcidos, respectivamen-
te. Ademds presentaron intrones pequefios con
marcadores tipicos de intrones flingicos.

La secuencia aminoacidica de PgAFP pre-
sentd un 79% de identidad con Anafp de A. niger
y PgChP un 60% de identidad con la familia de
hidrolasas GH-75 compuesta por quitosanasas
fungicas. PgAFP y PgChP presentan un péptido
sefial y ademas PgAFP, al igual que Anafp y
otras proteinas similares, presenta una prose-
cuencia, que parece mantener la proteina inac-
tiva hasta que este fragmento es eliminado
durante su secrecion.

La actividad antiftingica de PgAFP y de PgChP
se inhibe por altas concentraciones (100 mM)
de cationes divalentes Ca** y Mg*. Al igual que
las defensinas, el mecanismo de accién de PgChP
y PgAFP podria deberse a receptores especificos
en las membranas de los mohos sensibles. Los
cationes podrian saturar estos receptores impi-
diendo que las proteinas ejercieran su accién anti-
flingica.

PgChP muestra actividad hidrolitica sobre
quitosan, lo que puede hacer que su espectro de
inhibicién incluya a hongos con quitosan en su
pared celular como los géneros Rhizopus y Mucor,
alterantes en alimentos madurados.

PgAFP y PgChP no mostraron toxicidad
sobre larvas de Artemia salina ni glébulos rojos
a concentraciones superiores a las que poseen
actividad antifungica.

PgAFP y PgChP fueron estables a altas tem-
peraturas, permaneciendo activas tras calenta-
miento a 100 °C 15 minutos y 80 °C 20 minutos,
respectivamente. PgAFP ademas fue estable a
valores de pH entre 1y 12.

La actividad antiftingica de PgAFP y PgChP se
mantuvo en presencia de altas concentraciones
(100 mM) de Nay K, lo que puede ser de gran inte-
rés en alimentos madurados, donde abunda las
sales de sodio y potasio. Los quelantes EDTA y
EGTA no tuvieron un gran impacto en la actividad
de PgChPy PgAFP, mientras que el fosfato sédico
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a alta concentracién (100 mM) si pudo inhibir esta
actividad. Los detergentes también inhibieron a
PgChP, pero PgAFP se mantuvo activa a concen-
traciones de tween 20 o de tween 80 superiores
a las empleadas en alimentos.

En definitiva, PgAFP y PgChP han mostrado
alta estabilidad, inocuidad en los ensayos reali-
zados y resisten componentes cominmente
encontrados en alimentos. Aunque es necesario
profundizar en su estudio, estas proteinas y las
cepas de P. chrysogenum productoras muestran
caracteristicas adecuadas para su utilizacion fren-
te amohos alterantes y toxigénicos en alimentos
crudos madurados.

Diagnéstico y control
de especies
de Aspergillus productoras
de Ocratoxina A

Amaia Gonzalez Salgado

Directoras: Dra. Maria Teresa
Gonzalez Jaén, Dra. Belén Patifo
Alvarez.

Departamento de Microbiologia Ill.
Facultad de Ciencias Bioldgicas.
Universidad Complutense de
Madrid.

a ocratoxina A (OTA) es un metabolito secun-

dario con propiedades neurotdxicas, inmuno-
tdxicas, genotdxicas y teratogénicas sobre ani-
males, y ademas ha sido clasificada por la Agencia
Internacional de Investigacién del Cancer como
un posible cancerigeno en humanos (del grupo
2B). Las principales especies de Aspergillus pro-
ductoras de OTA son A. ochraceus en la seccién
Circumdati, y A. carbonarius y los dos miembros
del agregado A. niger (A. niger y A. tubingensis),
en la seccién Nigri. Se ha observado presencia de
OTA en numerosos alimentos y bebidas, especial-
mente en cereales, café, uvas y vino, y sus limites
maximos en diversos productos alimentarios
estan regulados por la Unién Europea. Para mini-
mizar la entrada de OTA y otras micotoxinas en
la cadena alimentaria, es muy importante la
obtencion de herramientas de diagndstico rapido,
para poder monitorizar los puntos criticos de con-
trol de forma efectiva. Sin embargo, el reconoci-
miento de las numerosas especies del género
Aspergillus es dificil y requiere expertos en taxo-
nomia, ya que tradicionalmente se han empleado
métodos basados en caracteristicas morfoldgicas.
En este trabajo se describen ensayos, basados en
la técnica de PCR, para la deteccién de las espe-
cies A. carbonarius, A. niger, A. tubingensis, A. japo-
nicus, A. ellipticus, A. heteromorphus, A. ochraceus
y A. flavus, y dos ensayos de PCR a tiempo real
para la especie A. carbonarius usando SYBR Green
|y sonda TagMan. Todos los cebadores estan dise-
flados mediante la comparacién de secuencias de
la region espaciadora intergénica multicopia del
rDNA, ITS, en diversas cepas y especies de Asper-
gillus, y han sido ensayados en un gran nimero
de aislamientos de diferentes origenes y hospe-
dadores. Los ensayos de PCR son rapidos, sensi-
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bles y especificos, y representan una buena herra-
mienta para la deteccién temprana de algunas de
las principales especies de Aspergillus toxigenas,
y para la prevencion de la entrada de micotoxinas
en la cadena alimentaria. Ademas, los protocolos
descritos anteriormente fueron aplicados en
la deteccidn de especies de Aspergillus en dos
importantes agro-productos, como son las uvas
de vinoy los cereales (trigo blando y cebada). Por
otra parte, se ha llevado a cabo la identificacion
y caracterizacién de genes implicados en la ruta
biosintética de OTA en las especies A. ochraceus
y A. carbonarius, y se ha cuantificado la expresion
de algunos de estos genes en relacién con la pro-
duccién de OTA mediante RT-PCR a tiempo real.
Por dltimo, se estudid el efecto de fungicidas
comerciales en el crecimiento, produccion de OTA
y expresién de los genes anteriormente mencio-
nados. La clonacién de posibles genes implicados
en la biosintesis de OTA en A. ochraceus y A. car-
bonarius proporcionara informacién adicional
para la elaboracién de nuevas estrategias de con-
trol de OTA en alimentos, y el conocimiento de
los factores bidticos y abidticos que afectan a su
produccién.

Avances en el conocimiento
del papel de la colina
en Streptococcus pneumoniae

Ana Gonzalez Moreno

Directores: Pedro Garcia Gonzalezy

José Luis Garcia Lopez.

Departamento de Microbiologia
Molecular. Centro de
Investigaciones Bioldgicas (CSIC).

treptococcus pneumonide es una bacteria

Gram-positiva que se considera un patégeno
casi exclusivamente humano. Una de las carac-
teristicas de esta bacteria es su auxotroffa por el
aminoalcohol colina, ya que es incapaz de sinte-
tizarlo de manera enddgena, y es imprescindible
para la correcta multiplicacion de la bacteria. La
colina forma parte exclusivamente de los acidos
teicoicos y lipoteicoicos de las estructuras peri-
féricas de la bacteria, teniendo importantes fun-
ciones en el ciclo vital de esta bacteria. Se pueden
destacar tres funciones principales de la colina
para neumococo: una funcién estructural, basa-
da en el requerimiento por parte de la bacteria
para su normal multiplicacién, una funcidn fisio-
légica derivada del papel como sitio de anclaje
no covalente sobre la pared de las proteinas de
unién a colina (CBPs), y por tltimo una tercera
funcionalidad de la colina en la interaccién con
el hospedador, mediada por distintas proteinas
del sistema inmune del mismo, tales como la pro-
tefna Creactiva (CRP) o el receptor del factor de
activacion plaquetaria (PAF).

El trabajo de esta tesis, se ha centrado en la
importancia de la colina para neumococo, desde
el punto de vista estructural y fisioldgico, asi como
la utilizacién de analogos de colina como posibles
compuestos antineumocdcicos. Se ha determi-
nado que el requerimiento de la colina esta con-
dicionado por la presencia del transportador TacF,
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responsable de la salida de los precursores de aci-
do teicoico para formar parte de la pared bacte-
riana. Para la correcta funcionalidad de este trans-
portador en neumococo es requisito sine qua non
que dichos precursores de acido teicoico lleven
anclada covalentemente al menos una molécula
de colina. Se ha comprobado que diferentes mu-
taciones del gen tacF, que implican determinados
cambios de aminodcidos, permiten la salida de
precursores de acidos teicoicos libres de colina
para formar parte de la pared bacteriana, salva-
guardando asf la auxotrofia para colina. Se han
determinado 3 regiones de este sensor/transpor-
tador implicadas en dicho proceso; asimismo,
diferentes combinaciones en los cambios de ami-
nodcidos de la proteina confieren distintas efica-
cias en la capacidad, por parte del transportador,
de translocar precursores de acidos teicoicos que
no llevan anclada colina. También se ha determi-
nado que el transportador TacF de la especie
Streptococcus pseudopneumoniae presenta los
mismos requerimientos que el TacF de neumo-
coco, siendo por tanto, al igual que neumococo,
auxotrofa para colina. Por otra parte, se ha des-
crito una nueva subfamilia de CBPs que esta pre-
sente en todas las cepas de neumococo y en
Streptococcus mitis; estas proteinas contienen un
dominio C-terminal de unién a colina consenso y
un dominio N-terminal compuesto por la repeti-
cién de motivos de unién a colina no candnicos.
Dentro de esta subfamilia de CBPs se ha estu-
diado en profundidad la proteina CbpF, demos-
trandose que inhibe, in vitro e in vivo, tanto a la
lisozima bacteriana LytC como a las lisozimas fa-
gicas. Esto sugiere que CbpF puede tener una fun-
cionalidad como regulador de la lisis y/o la reor-
ganizacién de la pared de neumococo. Por ultimo,
se ha estudiado el posible papel como farmacos
contra neumococo de compuestos andlogos a
la colina, tales como el ipratropio, determinando-
se que este compuesto tiene capacidad de inhibir
diferentes CBPs, actuando asi como bacteriosta-
tico. Ademds, ensayos con cepas de neumococo
capaces de multiplicarse de manera independien-
te del aminoalcohol, pusieron de manifiesto que
los efectos sobre la bacteria pueden ser mas
amplios que la citada inhibicién de las CBPs, lo
que abriria una nueva estrategia en la lucha contra
neumococo.

Mejora de la seguridad
alimentaria en productos
carnicos listos para el consumo
mediante la aplicacion
combinada de tecnologias
de conservaciéon emergentes

Begonya Marcos Muntal

Directoras: Margarita Garriga Turén

y Teresa Aymerich Calvet.

IRTA-Tecnologia de los Alimentos.
Finca Camps i Armet.

a creciente demanda de productos minima-
mente procesados y listos para el consumo
plantea un importante reto para la seguridad ali-
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mentaria y ha conducido al desarrollo de trata-
mientos post-procesado suaves, que permitan
inhibir el crecimiento microbiano manteniendo
la calidad y frescor de los alimentos. En este con-
texto adquiere una especial importancia el uso
combinado de barreras contra el crecimiento de
microorganismos que aseguren la calidad higié-
nica y la seguridad de los alimentos, sin afectar
las propiedades organolépticas. En los trabajos
recogidos en la presente tesis se plantearon diver-
sas estrategias consistentes en la combinacién
de barreras al crecimiento microbiano para mejo-
rar la seguridad de productos carnicos listos para
el consumo.

Durante la maduracién, los embutidos cru-
dos-curados se convierten en alimentos mas esta-
bles y seguros como consecuencia de la sucesién
de barreras al crecimiento microbiano. Sin embar-
g0, en los embutidos poco acidos, caracterizados
por presentar valores finales de pH=5,3, se ha mi-
nimizado una de las barreras al crecimiento de
microorganismos. Con el objetivo de mejorar la
seguridad de estos productos se valord la aplica-
cién del tratamiento por alta presién hidrostatica
(APH)y la adicidn de cultivos iniciadores en embu-
tidos poco acidos. El tratamiento APH (300 MPa),
previo a la maduracién de los embutidos, consti-
tuyd una barrera adicional para controlar la pobla-
cién de Salmonella, pero resulté contraproducen-
te en el desarrollo de la microbiota de interés
tecnoldgicoy en el control de L. monocytogenes.
La presurizacién (400 MPa), aplicada después del
proceso de maduracidn, permitié obtener ausen-
cia de Salmonella en el producto acabado. La adi-
cién de cultivos iniciadores permitié mejorar la
higiene (Enterobacteriaceae, Enterococcus, aminas
bidgenas) y la seguridad (L. monocytogenes, S.
aureus) de los embutidos. Ambas tecnologias,
aplicadas de forma combinada, ejercieron un
efecto complementario, sin alterar la calidad final
de los embutidos.

Por otro lado, el jamdn cocido, es un alimen-
to con un bajo contenido de sal (~2%), valores
de pH entorno a 6,0 y actividad de agua superior
a 0,94, factores incapaces de inhibir por si solos
los microorganismos relacionados con la conta-
minacién post-procesado. Con el objetivo de
reducir el riesgo de L. monocytogenes en el ja-
mon cocido loncheado, se evalué el efecto de
antimicrobianos naturales (lactato-diacetato y
enterocinas) y el tratamiento por alta presion
hidrostatica. Al aplicar los antimicrobianos como
aditivos de fabricacién, se observaron resultados
Optimos en la combinacidn triple de tratamiento
APH (400 MPa), antimicrobianos naturales y
refrigeracion a 1°C. Este tratamiento resulto efi-
caz, a pesar de la rotura de la cadena de frio,
para reducir la contaminacidn inicial y evitar la
recuperacion de L. monocytogenes a lo largo de
la vida util del jamdn. Por otro lado, al incluir las
enterocinas en laminas biodegradables, el tra-
tamiento combinado por alta presién hidrosta-
tica y envasado antimicrobiano, derivé en bajos
niveles del patégeno (<100 ufc/g) durante la vida
til del jamoén conservado a 6°C. Finalmente, la
combinacién de APH envasado antimicrobiano
y refrigeracion a 1°C resulté efectiva, no sélo para
controlar y reducir los recuentos de L. monocy-
togenes, sino para superar larotura de la cadena
de frio.
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| virus de la Hepatitis E (VHE) es el principal

agente causal de las hepatitis no A no B de
transmisidn fecal oral. Esta infeccidn esta asociada
a paises en los cuales las condiciones higiénico
sanitarias son deficientes, siendo las principales
zonas endémicas Asia, Africa, y Méjico. En los dlti-
mos afnos, en numerosos paises desarrollados se
han descrito casos de hepatitis agudas, no sola-
mente casos esporadicos de personas proceden-
tes de regiones endémicas, sino en individuos sin
historia de viaje a zonas endémicas. Los objetivos
de la tesis fueron detectar la presencia del VHE
mediante técnicas inmunoseroldgicas y molecu-
lares en muestras de suero de personas expuestas
al ganado porcino y en personas sin exposicion
(donantes voluntarios) de la Comunidad Valen-
ciana; asi como determinar y valorar los factores
de riesgo asociados a la presencia de marcado-
res del VHE (exposicién a ganado porcino, viaje a
zonas endémicas, ingesta de verduras crudas y
marisco crudo e ingesta de agua no tratada) y con-
tribuir al conocimiento de la epidemiologia del
VHE, aportando datos que ayuden a esclarecer
las posibles vias de transmisién. Para ello, se obtu-
vieron muestras de suero de un total de 212 per-
sonas que se clasificaron en dos grupos segtn la
exposicién al ganado porcino. El grupo de expues-
tos estaba compuesto por 115 (54,2%) personas,
entre las cuales se incluyen veterinarios, contro-
ladores de granjas, profesores y estudiantes que
han tenido contacto con cerdos. El grupo de no
expuestos estaba formado por 97 (45,8%) perso-
nas voluntarias de la Facultad de Ciencias Experi-
mentales y de la Salud de la Universidad CEU Car-
denal Herrera. No se identific el virus en ninguno
de los 212 individuos de este estudio. En lo que
hace referencia a la deteccién de anticuerpos fren-
te al VHE en los 212 individuos analizados, 25 per-
sonas (11,8%) presentaron anti-VHE de tipo IgG,
siendo 21 expuestos y 4 no expuestos. Los anti-
cuerpos anti-VHE de tipo IgM solamente fueron
detectados en 1 persona (0,4%) sin exposicion. Los
anticuerpos de clase IgA resultaron positivos en
3 personas, 2 de ellas con exposicién y 1sin expo-
sicién. El andlisis estadistico de las variables estu-
diadas en esta investigacion mostré que tanto la
exposicién a ganado porcino como el consumo
de agua no tratada han representado un factor de
riesgo para la adquisicién de la infeccidén por el
VHE. El andlisis de las otras variables como el con-
sumo de marisco crudo, verduras crudas y viaje
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al extranjero no han supuesto un factor de riesgo
para contraer el VHE. Asimismo, la elevada tasa
de seroprevalencia descrita en el grupo de indivi-
duos expuestos a ganado porcino (18,5%), junto
alaausencia de viremia, puede sugerir que el VHE
sea el responsable de infecciones subclinicas.

Este es el primer estudio en Europa que
determina el consumo de agua no tratada como
factor de riesgo para contraer la infeccién por
el VHE. Ademés, es el primer estudio realizado
en Espafia, que analiza la presencia del VHE en
personas que trabajan en contacto con el gana-
do sugiriendo que la infeccidn por este virus
podria tratarse como una enfermedad ocupa-
cional en trabajadores del sector porcino y que
deberfan tomarse las medidas higiénico sanita-
rias correspondientes en este grupo para dismi-
nuir la exposicién al VHE.

Caracterizacion molecular
de la degradacién anaerdbica
de tolueno y m-xileno
en Azoarcus sp. CIB

Blas Blazquez Castineira

Directores: Eduardo Diaz Fernandez

y Manuel Carmona Pérez.

Centro de Investigaciones
Bioldgicas-CSIC.

En esta Tesis, se ha identificado el cluster géni-
co bss/bbs responsable de la degradacion
anaerdbica de tolueno en la bacteria desnitrifi-
cante Azoarcus sp. CIB. Se ha demostrado por
primera que los genes bbs son imprescindibles
para el catabolismo anaerébico del m-xileno en
esta bacteria.

El cluster de genes bss/bbs, se organiza en
cuatro operones: un operén para los genes regu-
ladores (tdiS y tdiR); dos operones catabdlicos
(bssy bbs) y un operdn para el gen tol, el cual no
es imprescindible para el crecimiento en tolue-
no/m-xileno. La expresién de los operones bss y
bbs esta controlado por el sistema regulador de
dos componentes tdiS (histin-quinasa) que al reci-
bir una sefal se autofosforila y a través de una
cascada de fosforilaciéon transmite la sefal y acti-
va a la proteina reguladora TdiR. Esta proteina
actua como un activador transcripcional regulan-
do positivamente la expresion de los promotores
de los genes bss y bbs.

El gen tol codifica una proteina que presenta
una arquitectura modular no descrita hasta la
fecha, presentando un supradominio N-terminal
con los dominios PAS, HK y REC, que estaria en-
cargado de recibir una sefial sensora; y un supra-
dominio GGDEF y EAL, con actividad fosfodieste-
rasa que bajaria los niveles de di-GMPc en la
célula. La bajada de di-GMPc en la célula interven-
dria en diversos factores como por ejemplo, la
quimiotaxis, la formacién de biofims, etc.

En esta Tesis, también se ha caraterizado el
primer gen gcdH bacteriano que codifica la acti-
vidad glutaril-CoA deshidrogenasa. Esta enzima
cataliza un etapa clave en la ruta baja del benzoil-
CoA con la conversidn del glutaril-CoA en croto-
nil-CoA. En posicidn divergente al gen gcdH se
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encuentra el gen gcdR que codifica un regulador
transcripcional de la familia LysR y que controla
la expresién del promotor del gen gcdH activando
su expresion en presencia de los compuestos
inductores glutarato y glutaconato.

Estudios de mecanismos
de resistencia a tetraciclina,
eritromicina y otros
antimicrobianos no-beta
lactamicos en bacterias
anaerobias estrictas aisladas
de infecciones humanas
y animales.

Maria Lorenzo Sanchez

Directores: Segundo Piriz duran

y Alberto Quesada Molina.

Dpto. de Sanidad Animal de la
Facultad de Veterinaria de Caceres.
Universidad de Extremadura.

n la actualidad, resulta incuestionable destacar

la patogenicidad de muchas especies de baci-
los anaerobios gramnegativos tanto en clinica
humana como en la veterinaria. El tratamiento de
las infecciones causadas por estos microorga-
nismos requiere el uso de antimicrobianos, sin
embargo, éste no siempre resulta efectivo, pues
los microorganismos pueden volverse resistentes
a determinados antimicrobianos. La presencia en
el hombre y animales de bacterias anaerobias
estrictas gramnegativas que presentan marcado-
res de resistencia a antimicrobianos beta y no
beta lactdmicos es objeto de numerosos trabajos
cientificos.

En este trabajo, tras llevar a cabo el estudio
del perfil de sensibilidad frente a antimicrobianos
beta y no beta lactamicos en las cepas analiza-
das de origen humano y animal, nos planteamos
determinar la presencia de los marcadores de
resistencia a tetracilinas, eritromicina y metroni-
dazol, tetQ, ermF y genes nim, en estas cepas.
Igualmente se llevé a cabo el estudio de las posi-
bles variantes polimdrficas de estos genes asf
como el estudio del entorno genético en las regio-
nes “corriente arriba” de dichos marcadores.
Finalmente nos planteamos identificar la existen-
cia de posibles correlaciones entre los polimor-
fismos genéticos y los fenotipos de resistencia
frente a tetraciclina, eritromicina y metronidazol.

Laresistencia de los microorganismos anae-
robios estrictos gramnegativos que fueron ana-
lizados frente al conjunto de antimicrobianos tes-
tados fue variable, siendo generalmente superior
en las cepas de origen humano y resultando el
imipenem y el metronidazol los compuestos mas
activos para la inhibicién de su crecimiento. El gen
tetQ resultd ser el principal determinante de re-
sistencia a la tetraciclina en las cepas analizadas,
tanto en las de origen animal como humano. A
pesar de detectarse algunos polimorfismos en las
secuencias codificantes de los genes tetQ, estas
diferencias no se expresaban a nivel fenotipico.
La resistencia a la eritromicina en estas cepas se

debia frecuentemente a determinantes de resis-
tencia diferentes a ermF. En este estudio, la re-
sistencia frente al metronidazol encontrada en
algunas de las cepas parecia deberse a algtin
mecanismo desconocido, diferente a los que invo-
lucraban la presencia de genes nim o la sobreex-
presion de actividad LDH. Finalmente sefialar que
los genes tetQ y ermF fueron transferidos hori-
zontalmente entre algunos de los microorganis-
mos analizados en este trabajo. Esta movilizacion
se detectd incluso entre bacterias pertenecientes
a diferentes especies aisladas a partir de distintos
hospedadores, animales y humanos.

Estos resultados contribuyen a consolidar la
hipdtesis de la importancia de la transferencia
horizontal de determinantes de resistencia entre
bacterias de distintos géneros y especies perte-
necientes al mismo o diferente ambiente, que
constituyen reservorios para este tipo de secuen-
cias incluso en ausencia de seleccidn, planteando
por tanto una seria amenaza para la salud huma-
nay animal.

Evaluacion del mecanismo
de corte del RNA por la toxina
bacteriana kid y de su actividad
inhibidora de la traduccion

Elizabeth Diago Navarro

Director: Ramoén Diaz Orejas.
Centro de Investigaciones
Bioldgicas (CSIC).

K id, la toxina del sistema Toxina-Antitoxina
parD (kis, kid) del pldsmido R1, es una endo-
ribonucleasa que corta ARN con preferencia por
la secuencia 5"-UA(A/C)-3" y también es un inhi-
bidor de sintesis de proteinas. Se ha propuesto
que la actividad ARNasa de Kid es similar a las
ARNasas Ay T1. El mecanismo propuesto se basa
en el andlisis de los productos de corte y en un
modelado de un complejo de Kid con el substrato
5-AdUACA-3". Se supone que la inhibicién de la
sintesis de proteinas por Kid se debe a la rotura
del ARNm independientemente de ribosomas.

En esta tesis se ha realizado una evaluacién
del modelo de uniény corte del RNA por Kid y de
la inhibicién de traduccién por esta toxina.

La evaluacién del modelo de unién y corte
del ARN por Kid se ha realizado analizado por
espectrometria de masas el efecto en unién y
rotura del RNA de mutaciones en residuos claves
del modelo. Las mutaciones R73H, D75E, D75N y
H17P que afectan aresiduos del centro catalitico
propuesto, inactivan la toxicidad de Kid. Ensayos
de corte realizados con los sustratos 5-AUACA-
3"y 5"-UUACU-3’, indican que las mutaciones anu-
lan la actividad ARNasa de la toxina sin afectar su
unién al sustrato 5'-AdUACA-3". El andlisis de
variantes de Kid con mutaciones en residuos
implicados en la unién al substrato (A55G, T69G,
T46G, R85W) indica que interaccionan con el
substrato 5-AdUACA-3" con menor eficiencia que
la proteina silvestre y que con la excepcién de
T46G, conservan una actividad de corte especifica
y medible sobre 5"-AUACA-3" y 5-UUACU-3". Los
mutantes que retenian actividad ARNasa, mos-

traron inhibicién de la sintesis de proteinas in vitro
y de la toxicidad in vivo. Los resultados apoyan el
modelo propuesto e indican que T46 es un resi-
duo de unién a ARN que participa mas directa-
mente en la actividad ARNasa de la toxina.

El descubrimiento accidental de mutaciones
en el gen prfA abrid la posibilidad de analizar las
interacciones de Kid con componentes del ribo-
soma. prfA codifica el factor de terminacién de la
traduccién RF1 de E. coli. Las tres mutaciones ais-
ladas afectaban a residuos de este factor locali-
zados cerca del sitio de reconocimiento de codo-
nes (G121S, G301S y R303H) y mostraban una
reduccidn de ~10 veces de la eficiencia de termi-
nacién en codones UAG, sin afectar significativa-
mente la estabilidad de RF1in vivo. Los mutantes
mostraban hipersensibilidad a antibidticos ami-
noglicésidos y sorprendente también a la toxina
Kid cuya actividad ARNasa es, en principio, inde-
pendiente del proceso de traduccién. La hiper-
sensibilidad a Kid, que es dependiente de su acti-
vidad ARNasa se suprimid al sobreproducir el RF1
silvestre o la antitoxina Kis. Estos datos aportan
la primera evidencia de la participacion del factor
RF1en laruta de toxicidad de Kid, afadiendo com-
plejidades adicionales a la actividad de Kid como
inhibidor de la sintesis de proteinas.

La familia de las metalotioneinas
en Tetrahymena y su aplicacion
en el desarrollo de biosensores

celulares para la deteccion
de metales pesados

Francisco Amaro Torres
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Departamento de Microbiologia ll.
Facultad de Ciencias Biolégicas.
Universidad Complutense de
Madrid.

as metalotioneinas (MTs) constituyen las

herramientas moleculares proteicas mas
importantes en la defensa microbiana frente al
estrés originado por metales pesados. Uno de los
objetivos de esta tesis doctoral fue el incrementar
nuestro conocimiento actual sobre MTs en el cilia-
do-modelo Tetrahymena thermophila. Nuestra
contribucién ha sido el aislamiento y caracteriza-
cién de 2 nuevos genes codificantes de MTs (MTT3
y MTT5), que se suman a los 3 (MTT1, MTT2 y
MTT4) que han surgido paralelamente al desa-
rrollo de este trabajo. Otros dos nuevos genes
(TrosMTT1y TrosMTT2) de la especie T. rostrata
han sido, igualmente, aislados y caracterizados
en esta tesis. Actualmente conocemos un total
de 11 genes codificantes de MTs en diferentes
especies de Tetrahymena. Tanto el estudio in silico
de sus secuencias aminoacidicas, como sus nive-
les de expresion relativa (RT-PCR cuantitativa,
frente a diferentes metales y otros agentes
ambientales estresantes), y el andlisis filogenéti-
co, han corroborado la divisién de la familia de
MTs de ciliados en dos subfamilias (CdMTs y
CuMTs). Las CdMTs de Tetrahymena, presentan
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unas caracteristicas tnicas respecto de la mayoria
de las MTs conocidas (mayor tamafo, motivos
CCC casi exclusivos y un drastico cardcter modu-
lar). La localizacién de médulos y submddulos a
lo largo de sus secuencias aminoacidicas, proba-
blemente explicarfa su mayor tamafio y ha con-
tribuido en la elaboracién de un modelo sobre su
posible historia evolutiva, extensamente basado
en duplicaciones génicas. Igualmente, un intenso
analisis de las regiones 5y 3'UTRs de las CdAMTs
de T. thermophila, ha revelado la presencia de un
motivo altamente conservado (MTCM1) presente
en las regiones promotoras de MTT5 (13 copias),
MTT1 (6 copias) y MTT3 (2 copias). Este motivo
encierra la secuencia consenso de unién a facto-
res de transcripcién de la familia bZIP (como el
AP1). En el genoma de T. thermophila existen, al
menos, 4 genes del tipo bZIP. Tras su andlisis in
silico se eligieron 3 para un andlisis de expresién
bajo la presencia de Cd. Concluyéndose, que eran
buenos candidatos para considerarlos como fac-
tores implicados en la regulacién de la expresidén
delos genes MTs. Experimentos de EMSA y south-
western blotting han mostrado que al motivo
MTCM1 se unen proteinas procedentes de extrac-
tos celulares de T. thermophila, y sus masas mo-
leculares son similares a algunas de las inferidas
de los genes bZIP. El andlisis de la regién 3"UTR
junto con el de moléculas de ADNc del gen MTT5
mostraron la existencia de un intrén, el cual es
diferencialmente procesado.

Otras moléculas de naturaleza peptidica, que
pueden estar involucradas en lain-activacién de
metales, son las fitoquelatinas (FQs), moléculas
sintetizadas por la enzima fitoquelatin-sintasa
(FQS). Tras buscar en el genoma de T. thermophi-
la encontramos un homélogo de FQS, se aislé el
gen y se analizé su expresién (RT-PCRq) bajo
el estrés de metales pesados. El gen se expresa
exclusivamente cuando se induce por Cd, al igual
que otras FQSs de otros organismos, pero tras
utilizar diversos métodos (HPLC, inmuno-western
blotting, electroforesis capilar o HPLC-espectro-
metria de masas) no se ha detectado la presencia
de FQs. La metodologia HPLC-SM mostré que en
muestras tratadas con Cd aparecen moléculas
derivadas de la degradacién del glutation. Esta
peculiaridad, junto con algunas caracteristicas
estructurales de la FQS de Tetrahymena y la
ausencia de FQs, nos hace pensar que la funcién
real de esta enzima no es la biosintesis de FQs,
sino mas bien la degradacién del glutation o con-
jugados de glutation (como se ha propuesto para
FQSs de procariotas).

Aprovechando la gran capacidad de respuesta
ametales de los promotores de los genes MTT1y
MTT5 de T. thermophila, se ha llevado a cabo cons-
trucciones con diferentes genes reporteros (Green
Fluorescent Protein-GFP o Luciferasa-LucFF), por
ejemplo; Py, iGFP::MTT1 y Py iiGFP::MTTS5 0
Pyrrii:LUCFF y PyriLUCFF, las cuales fueron intro-
ducidas en el ciliado por electroporacién o transfor-
macidn biolistica, obteniéndose las cepas trans-
formantes o recombinantes correspondientes.
Estas cepas constituyen biosensores celulares que
responden con una elevada sensibilidad a diversos
metales pesados. Las cepas MTT1Luc y MTT5Luc
representan los biosensores eucariotas capaces
de detectar las menores concentraciones de meta-
les pesados no esenciales (Cd, Pb, As, Hg), con una
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sensibilidad de deteccidn de 5-50 nM dependiendo

del metal. La cepa MTT5Luc se encuentra entre los

tres biosensores celulares, actualmente descritos,

capaces de detectar las minimas concentraciones

de Cd (<10nM), detectando Cd (5 nM) a concen-

traciones 200 veces menores que S. cerevisiae y 20-

5.000 veces menores que C. elegans. La validacion

de estos biosensores celulares (en bioensayos del

tipo turn-on), usando tanto muestras artificialmen-

te contaminadas como muestras naturales, ha

mostrado su validez tanto en la deteccién de meta-

les en muestras acudticas como terrestres.

Diaz et al., 2007. PloS ONE 2(3):e291.doi:10.1371/
journal.pone.0000291.

Amaro et al., 2008. Gene.423: 85-91.

Amaro et al., 2009. Com. Biochem. Physiol.149:
598-604.

Gutiérrez et al., 2009. BioEssays. 31: 805-816.
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liniciarse esta Tesis Doctoral se desconocia

la influencia del modo de nacimiento, la ali-
mentacion y el ambiente en el desarrollo inicial
de la microbiota intestinal, y se consideraba que
el intestino del feto a término era estéril. Por
ello, el primer objetivo fue la investigacion de las
posibles rutas de adquisicién de microorganismos
durante el periodo perinatal, sin descartar una
posible colonizacién del intestino fetal. Para ello
se recogieron muestras de sangre de corddn
umbilical de 20 nifios sanos nacidos por cesarea
electiva y se pudieron aislar bacterias de distintas
especies, como Enterococcus faecium, Propioni-
bacterium acnes, Staphylococcus epidermidis o
Streptococcus sanguinis. Paralelamente, se con-
siguieron muestras del primer meconio de 21
nifos sanos nacidos a término y las especies que
se detectaron en un mayor nimero de muestras
fueron E. faecalis y St. epidermidis; no obstante,
también se aislaron otras como Streptococcus
mitis, Streptococcus oralis, Bifidobacterium bifi-
dum, Leuconostoc mesenteroides o Rothia muci-
laginosa. Posteriormente, se selecciond una
cepa de E. faecium, aislada de leche materna, y se
sometid a un marcaje genético para confirmarla
transferencia de bacterias comensales a través
de la barrera placentaria empleando un modelo
animal. La cepa marcada, administrada oralmente
a un grupo de ratonas gestantes, se pudo aislar
en muestras de liquido amnidtico y de meconio,
demostrandose asi la existencia de un mecanis-
mo de transferencia a través de la placenta.
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También se investigd el papel del calostro
y de la leche como fuente de bacterias para el
intestino infantil. Se tomaron muestras de calos-
tro de 36 mujeres. St. epidermidis fue detectado
en 30 muestras mientras que los enterococos
constituyeron el segundo grupo bacteriano en
orden de frecuencia. Se estudié la composicion
microbioldgica de 17 muestras de leche materna
de mujeres sanas y de las heces de sus respec-
tivos hijos, comparando estas ultimas con 7
muestras de heces de nifios alimentados con
férmula. St. epidermidis fue la especie con
mayor prevalencia, tanto en las muestras de
leche como en las heces de los nifios amaman-
tados, mientras que E. faecalis lo fue entre los
aislados de heces de nifios alimentados con fér-
mula. Se analizaron los factores de virulencia y
la sensibilidad a los antibidticos de los aislados
de estas dos especies y los resultados mostraron
que pueden considerarse como seguros. Otro
de los objetivos fue el aislamiento e identifica-
cién de bifidobacterias a partir de 23 muestras
de leche humana y 23 muestras de heces de los
respectivos hijos mediante técnicas de cultivo
y moleculares (qPCR-RT, PCR-DGGE). Se aislaron
bifidobacterias de 12 muestras de leche y 20 de
heces. La mayoria pertenecian a las especies B.
breve, B. bifidum y B. longum. Se detecté DNA
bifidobacteriano en 22 de las muestras en un
rango de entre 40 y 10.000 copias/ml. En con-
clusidn, la leche humana es una fuente de bifi-
dobacterias para el intestino infantil.

El dltimo objetivo fue la aplicacién de Lacto-
bacillus gasseri CECT5714 y Lactobacillus salivarius
CECT5713, aislados de leche humana, para el tra-
tamiento de las mastitis lactacionales, causadas
principalmente por estafilococos y estreptococos
suponiendo una de las principales causas de des-
tete precoz e indeseado. La antibioterapia tnica-
mente logra la curacién del 10-30% de los casos.
En el ensayo participaron 20 mujeres lactantes
con mastitis estafilocdcica. La mejoria de las muje-
res del grupo probidtico fue progresiva y se refle-
j6 en una disminucidn significativa del recuento
de estafilococos, un aumento del de lactobacilos
y la desaparicién de la sintomatologia. Las cepas
administradas se detectaron en leche a partir de
la segunda semana de tratamiento.

Mecanismos moleculares
de resistencia a arsénico en
Corynebacterium glutamicum

Efrén Ordonez del Amo

Directores: José Antonio Gil Santos
y Luis Mariano Mateos Delgado.
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de Biologia Molecular. Facultad de
Ciencias Bioldgicas y Ambientales.
Universidad de Ledn.
| arsénico (As) ha estado intimamente ligado a
la actividad humana alo largo de la Historia. En
la actualidad el As es uno de los metales mas ubi-

cuos en el medio natural (cerca del 0,0005 %), for-
mando parte de la composicién de muchos mine-
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rales. Este hecho, unido a su elevada toxicidad lo
convierte en un problema de salud de primer
orden a nivel mundial, y en el desastre medioam-
biental de mayor calado en muchas regiones.

Como resultado de la interferencia humana,
el ciclo bioldgico del As se ha ampliado, por lo que
cantidades enormes de este metaloide acaban
finalmente en el ambiente y en los organismos
presentes. Aunque el binomio As y vida parecen
en si mismo un contrasentido, son varias las apli-
caciones del As en farmacos usados como qui-
mioterdpicos o antiparasitarios.

El As es utilizado por algunos microorganis-
mos en su metabolismo como agente oxidante
(aceptor de electrones) o como fuente de ener-
gia (agente reductor), si bien lo mas comdn son
los microorganismos que simplemente desarro-
llan estrategias para evitar su toxicidad. Son
taxonémicamente diversos y metabdlicamente
versatiles. Asi, por ejemplo, el arsénico reducido
[arsenito, As(ll1)] es oxidado a arseniato [As(V)]
por las bacterias oxidantes del As(lll). Estos
organismos quimiolitoautdtrofos utilizan oxige-
no (respiracién aerobia) y en algunos casos nitra-
to (respiracién anaerobia) como aceptor termi-
nal de electrones, a la vez que realizan la fijacion
de CO, atmosférico. Existen también microor-
ganismos oxidadores de As(lIl) heterotrdficos
(mixétrofos), donde se utiliza el carbono orga-
nico como fuente de carbono.

La actinobacteria Corynebacterium glutami-
cum se caracteriza por presentar una elevada
resistencia a arsénico. El arsenito [As(ll)] entra
en C. glutamicum por un sistema todavia desco-
nocido, siendo expulsado a través de las perme-
asas de arsenito (-gAcr3s), canales transmem-
brana que acttian como antiportadores de As(llI).
El arseniato [As(V)], al igual que ocurre en otros
organismos, entra en las células a través de los
sistemas de transporte especificos e inespecifi-
cos de fosfato (tipo Pst y Pit respectivamente).
En el citoplasma de C. glutamicum, el As(V) es
reducido a As(Ill) mediante la catdlisis realizada
por enzimas arseniato reductasas (ccArsCs);
estas enzimas presentan un mecanismo de
accién basado en la presencia del pseudodisaca-
rido micotiol (MSH) y la micorredoxina (Mrx1),
enzima esta Ultima descrita por primera vez en
nuestro trabajo y que permite describir la pre-
sencia de una tercera subfamilia de arseniato
reductasas celulares; el As generado en este pro-
ceso, As(ll1), es posteriormente eliminado por
las permeadas de arsenito.

En C. glutamicum los procesos de resistencia
a As estdn basados en la presencia de dos ope-
rones cromosémicos de resistencia, arsty ars2,
que contienen genes para tres productos pro-
teicos: represor transcripcional (cArsR), arse-
nito permeasas (Acr3) y arseniato reductasas
(cGArsC). La expresion de los operones ars es
inducible por (Aslll), pero no por As(V). La pre-
sencia de As(Ill) en el interior de la célula permite
su interaccién con el sitio de unién a metales
del represor-metaloregulador ¢ ;ArsR, que estd
constituido por tres cisteinas. Esto provoca un
cambio conformacional del represor, liberandose
del operador y quedando ahora los promotores
accesibles para que las RNA polimerasas expre-
sen el resto de los genes de los dos operones ars.
La reduccién del As(V) citoplasmético depende

Diciembre 2009

en C. glutamicum de las arseniato reductasas 1
¥ 2 (ccArsCly ccArsC2), cuyos genes estdn pre-
sentes en cada uno de los operones, y que a su
vez utilizan el mecanismo de accién descrito
anteriormente (MSH/Mrx1). Sin embargo una
pequena proporcién de As(V) es reducido direc-
tamente mediante su interaccién con micotiol
(MSH), e independiente del mecanismo de las
arseniato reductasas, lo cual justificaria que mini-
mas cantidades del As(l1l) generado pueda servir
de sensor para inducir la expresién de los opero-
nes ars en C. glutamicum.

Role of Cfh3p in the
morphogenesis of
Schizosaccharomyces pombe

Mirza Mohammad Reza
Sharifmoghadam

Directora: M@ Henar Valdivieso

Montero.

Departamento de Microbiologia
y Genética, Facultad de
Biologia/Instituto de Microbiologia
Bioquimica (Centro Misto
Universidad de Salamanca/CSIC).

n este trabajo se ha caracterizado la funcién

de Cfh3p, una proteina de Schizosaccharomy-
ces pombe que presenta similitud con Chs4p.
Chs4p es una proteina de Sacaccharomyces cere-
visiae que regula a la quitin sintasa Chs3p a varios
niveles: es un activador bioquimico, ancla a Chs3p
al anillo de septinas y regula la estabilidad de
Chs3p en la membrana plasmatica. El hecho
de que en Schizosaccharomyces pombe no haya
quitina nos llevé a investigar la funcién de Cfh3p.
Los resultados han demostrado que Cth3p es un
regulador de Bgs1p, una enzima glucdn sintasa
que es necesaria para la sintesis del septo prima-
rio. La regulacion de Bgs1p por Cfh3p se ejerce a
nivel post-traduccional. En concreto, se ha demos-
trado en este trabajo que Cfh3p estabiliza a Bgsip
en la membrana plasmatica.

Ademds en este trabajo se ha demostrado
que la glucdn sintasa Bgs1p es necesaria para la
estabilidad de los anillos contractiles, necesarios
para la citocinesis, y que la regulacién de Cth3p
juega un papel relevante en esta funcién.

Finalmente se ha visto que la regulacién de
Bgs1p por Cfh3p es mds necesaria en condicio-
nes de estrés, asi se ha visto que en estas con-
diciones los anillos contréctiles son muy inesta-
bles tanto en una cepa mutante para cfh3 como
para una cepa mutante cps1/bgs1. Esto se ha
observado en condiciones de estrés osmoatico,
nutricional y mecanico. Sin embargo, se ha visto
que el dafio producido en los anillos por el estrés
serepara por las células y que este dafio no es la
causa de la sensibilidad de las células mutantes
cfh3, bgsty cfh3 bgs1 al estrés. La razén para esta
sensibilidad parece ser el hecho de que en estas
condiciones la sintesis de la pared celular, y del
b-glucano en particular, estan reducidas signifi-
cativamente.
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Caracterizacion de un nuevo
poliéster presente en las cepas
lisas de Mycobacterium vaccae,
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Mycobacterium gilvum.
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colonial, motilidad y formacion

de biofilms
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Las micobacterias son un grupo de microorga-
nismos de gran importancia clinica, ya que
existen multiples especies que son agentes cau-
sales de varias enfermedades humanas con unas
importantes morbilidades y mortalidades. Entre
este grupo de micobacterias patégenas destaca-
mos Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium
leprae, agentes causales de la tuberculosis y
la lepra, respectivamente.

Por otra parte, aparte de los microorganis-
mos que constituyen los complejos M. tuberculo-
sis y M. leprae encontramos un grupo numeroso
de micobacterias, formado por micobacterias am-
bientales (MNT). Este grupo engloba mas de 130
especies micobacterianas entre las cuales, apro-
ximadamente un tercio podrian estar relaciona-
das con enfermedades en humanos y ser las res-
ponsables de las denominadas micobacteriosis,
aunque a diferencia del complejo M. tuberculosis
y M. leprae, las especies de MNT no son patdge-
nos obligados.

Las MNT tienen una gran capacidad de pre-
valencia en aguas de distribucién y esto es debido
principalmente a su capacidad de crecer en un
amplio rango de condiciones ambientales y, sobre
todo, a su capacidad de colonizar superficies. La
motilidad y la capacidad de adherirse a superficies
son algunas de las respuestas funcionales que se
manifiestan en el proceso de colonizacién de una
superficie. Por lo tanto el estudio de la motilidad
y la capacidad de adhesion a diferentes materiales
nos puede ayudar a entender y determinar los
mecanismos de colonizacidn, persistencia y trans-
misién de las MNT en el medio ambiente.

En el género Mycobacterium, los efectos de
la morfologia colonial en las funciones bioldgicas
son muiltiples. Diferentes estudios, en Mycobac-
terium avium, Mycobacterium abcessus y Myco-
bacterium smegmatis, muestran una relacién
directa entre la morfologia colonial, la motilidad,
la hidrofobicidad, la adhesién celular y la forma-
cién de biopeliculas en la interfase liquido-aire,
ademas de relacionar estas funciones bioldgicas
con la presencia en la pared celular de estas mico-
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bacterias de un tipo especifico de glicolipidos
denominados glicopeptidolipidos.

Esta tesis se ha centrado en estudiar y relacio-
nar la morfologia colonial con las funciones biold-
gicas (motilidad, hidrofobicidad, adhesién celular
y formacién de biopeliculas en superficie), descritas
inicialmente en M. avium, M. abcessus y M. smeg-
matis, en otro grupo de micobacterias ambientales,
Mycobacterium aurum, Mycobacterium chubuen-
se, Mycobacterium gilvum, Mycobacterium obuense,
Mycobacterium parafortuitum y Mycobacterium vac-
cae. Estas especies micobacterianas tienen en
comun que son de crecimiento rapido, presentan
originariamente una morfologia colonial lisa y,
segun los estudios comparativos del 16S ARN, son
filogenéticamente préximas entre ellas, a la vez
que filogenéticamente distantes de las especies
micobacterianas ya estudiadas.

En este sentido, nos propusimos obtener de
forma espontanea, a partir de las colonias lisas
de M. aurum, M. chubuense, M. gilvum, M. obuen-
se, M. parafortuitum y M. vaccae, variantes rugo-
sas estables las cuales fueron aisladas en cultivo
puro. Posteriormente, nos centramos en analizar
los lipidos y glicolipidos de la pared celular de
estas micobacterias mediante cromatografia en
capa fina para comprobar si se observaban dife-
rencias en la composicidn lipidica y glicolipidica
entre las dos variantes morfoldgicas. Ademas, se
llevé a cabo el estudio comparativo de la capaci-
dad de motilidad, de las caracteristicas hidro-
fdbicas, de la adhesion celular y de la formacién
de biopeliculas en la interfase liquido-aire entre
las dos morfologias coloniales en las diferentes
especies estudiadas. Y por ultimo, se realizaron
estudios genéticos con el fin de determinar las
bases moleculares relacionadas con los cambios
de morfologia colonial en M. vaccae.

Bacterias lacticas productoras
de exopolisacaridos: analisis
estructural de polisacaridos

y detecciéon molecular
de estirpes que sintetizan
B-(1°3)(1°2)-D-glucanos

Idoia Ibarburu Lopez

Directoras: Ana Jesus Irastorza Iribas
y Maria Teresa Duenas Chasco.
Facultad de Ciencias Quimicas

de San Sebastian (UPV/EHU).

E ntre los microorganismos presentes en la sidra
natural producida en el Pais Vasco destacan
algunas bacterias del acido lactico (BAL) por su
capacidad de producir exopolisacaridos (EPS).
Los efectos deletéreos que causan los EPS en la
sidra debido a un aumento de la viscosidad de
la bebida, se traducen en pérdidas econdmicas
para el sector sidrero. Sin embargo, la produccién
de EPS por estas cepas con status GRAS (Generally
recognized as safe) despierta un interés biotecno-
Iégico en la industria alimentaria no sélo porque
mejoran la textura de algunos productos fermen-
tados, sino también porque algunos EPSs tienen
efectos beneficiosos para la salud.
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El primer objetivo de esta tesis ha sido el ais-
lamiento y la identificacién fenotipica y molecular
de cepas productoras de EPSs a partir de sidra.
De algunas cepas seleccionadas se realizd asimis-
mo la caracterizacién estructural de sus exopoli-
sacdridos. La mayor parte de las cepas resultaron
ser productoras del mismo b-(1®3)(1®2)-D-glu-
cano, mientras que algunas producian heteropo-
lisacaridos. Ademas, se evalud la influencia de la
composicién del medio de cultivo sobre la pro-
duccidn de EPS por la cepa Oenococcus oeni 14.
Finalmente, se han puesto a punto métodos
moleculares basados en la PCR para la deteccion
de cepas productoras del b-(1®3)(1®2)-D-glu-
cano. Estos métodos tienen como diana el gen
gtf, que codifica para la tnica glicosiltransferasa
necesaria para la sintesis del b—-glucano.

ser ambas secuencias de insercién movilizadas
tras el estimulo. Esta movilizacién no se observa
en otras secuencias de insercion de tipo IS5 pre-
sentes en P. stutzeri AN10.

La transposicién de ambas secuencias de
insercion de tipo ISL3 se lleva a cabo mediante un
mecanismo conservativo, formando intermedia-
rios circulares. Estos circulos presentan las repe-
ticiones invertidas de la secuencia de insercion
confrontadas y separadas por una secuencia de
5 pb que proviene del DNA que flanquea el ele-
mento mdvil. La secuencia de insercién se escinde
de su posicién original de forma imperfecta, pese
a que una escisidn perfecta es posible. La activi-
dad maxima de formacién de intermediarios circu-
lares se alcanza tras sélo 2,5 horas de iniciar el
evento conjugativo.

Genetic and physiological
characterization of two
ISL3-like insertion
sequences of Pseudomonas
stutzeri AN10

Joseph A. Christie de Oleza

Directores: Rafael Bosch y Balbina
Nogales.
Universitat de les llles Balears.

S e han encontrado dos elementos de tipo ISL3
en Pseudomonas stutzeri AN10: ISPst9, una
nueva secuencia de insercién descrita en este tra-
bajo, y unaisoforma de ISPpu12. Estas se encuen-
tran situadas préximas a los genes implicados en
la degradacién del salicilato en el cromosoma de
esta cepa. Ambas son elementos mdviles funcio-
nales con genes que codifican para la transposasa
y repeticiones invertidas similares, pero con genes
acompanfantes diferentes. Al igual que otras se-
cuencias de insercién relacionadas de tipo ISL3,
ISPstg parece estar implicada en inactivacion de
genes catabdlicos como se observd cuando este
elemento mdvil se inserté en el gen nahH de P.
stutzeri AN142, un derivado de P. stutzeri AN10.
Una actividad catabdlica normal puede ser rees-
tablecida cuando la secuencia de insercién es
escindida de forma perfecta.

Se ha demostrado que la transposicién de los
elementos de tipo ISL3 presentes en P. stutzeri
AN10 se activa fuertemente al sufrir la célula una
interaccién conjugativa. Dicho incremento de la
transposicién no se produce cuando es eliminado
tnpR, gen que codifica para un regulador trans-
cripcional de tipo MerR presente en ISPpu12. Nin-
gun estimulo o regulacién tan fuerte ha sido des-
crita para ninguna otra secuencia de insercion.
De tal forma, se presume que la interaccién con-
jugativa desencadena una cascada de sefiales
dentro de la célula de P. stutzeri AN10 que activa
TnpR de ISPpu12. La activacién de TnpR daria lugar
a un incremento de transcripcion del gen que
codifica para la transposasa incrementando asi la
transposicién de la secuencia de insercidn. La acti-
vidad de la transposasa de ISPpu12 puede actuar
en trans sobre ISPstg ya que presenta repeticio-
nes invertidas similares a las de ISPpu12, pudiendo
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Pseudomonas putida es una bacteria conocida
por su capacidad para degradar una gran can-
tidad de compuestos arométicos, incluido el acido
3,4,5-trihidroxibenzoato (acido gélico, GA), un
compuesto muy abundante en la naturaleza que
procede de la degradacion de polimeros vegeta-
les, tales como la lignina o los taninos. Dado que
se desconocian los determinantes genéticos res-
ponsables del catabolismo del GA, el objetivo de
esta Tesis ha sido el estudio molecular de la degra-
dacidn de este compuesto en la bacteria modelo
P. putida KT2440.

Se ha identificado el primer cluster génico,
(galTAPgalRgalBCD), involucrado en la degrada-
cién completa de GA que se describe en la litera-
tura, y se ha disefiado una casete génica gal movi-
lizable y capaz de transferir la capacidad de crecer
en GA a otras bacterias, e.g., E. coli.

El gen galA codifica la primera galato dioxi-
genasa que se describe en la literatura, la cual
actuia sobre GA para producir la forma ceto del
4cido 4-oxalmesaconato (OMAceto) y cuya
novedosa arquitectura molecular la convierte
en el prototipo de un nuevo subgrupo de extra-
diol-dioxigenasas. El gen galD codifica una acido
4-oxalmesaconato ceto-enol isomerasa, segunda
etapa en la degradacién de GA, siendo la primera
vez que se describe esta actividad enzimdtica
en la literatura y constituyendo el prototipo de
un nuevo grupo de isomerasas no caracteriza-
das hasta ahora. Igualmente, se ha demostrado
que el gen galB codifica una hidratasa, la cual
actua sobre la forma enol del OMA originando
4cido 4-oxalcitromalico (CHA). Estudios sobre
las relaciones estructura-funcién de GalB han
demostrado que se trata de una zinc-hidratasa
perteneciente a la superfamilia de las zinc-hidro-
lasas, representando el prototipo de un nuevo
grupo de hidratasas. Finalmente, se ha demos-
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trado que el gen galC codifica una CHA aldolasa
que produce la rotura del CHA produciendo
piruvato y oxalacetato.

Por otro lado, el gen galT codifica un trans-
portador de la familia MFS que utiliza la fuerza
protén-motriz para energizar el transporte, sien-
do esencial tanto para el crecimiento en GA como
para la quimiotaxis hacia este compuesto. Ade-
mas, se ha demostrado que el gen galP codifica
una porina de membrana externa de la familia
OpdK que contribuye a un eficiente transporte
de GA cuando éste se encuentra a bajas concen-
traciones.

El cluster gal se organiza en tres unidades
transcripcionales, galTAP, galR y galBCD contro-
ladas por los promotores Pt, Pry Pb, respecti-
vamente, estando regulados por el producto
del gen galR que codifica un regulador trans-
cripcional de la familia LysR (LTTRs). GalR acttia
activando los promotores catabdlicos (Pt y Pb)
y reprimiendo a Pr, siendo el OMA el metabolito
inductor. Estudios de estructura-funcion del
regulador GalR, asi como estudios de unién
DNA-proteina, sugieren que GalR es el prototipo
de un nuevo subgrupo de LTTRs, que posee dos
dominios hélice-giro-hélice (HTH) en su extremo
N-terminal y un mecanismo de activacion dife-
rente al establecido para los reguladores clasi-
cos LTTRs. El sistema regulador GalR/Pb se ha
utilizado para el disefio del primer biosensor
celular de GA. Finalmente, un modelo sobre la
evolucién del cluster gal en bacterias ha sido
propuesto.

Estudio bioquimico,
genético y fisiologico
de la degradacion intracelular
de polihidroxialcanoatos
en Pseudomonas putida:
aplicaciones biotecnoldgicas
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Martinez
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Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son polime-
ros de reserva que muchas bacterias sinteti-
zan en condiciones de desequilibrio nutricional
y exceso de fuente de carbono, muy interesantes
desde el punto de vista industrial por sus propie-
dades similares a las de los plasticos de la indus-
tria petroleoquimica. Ademads, todos los mond-
meros de 3-hidroxidcidos incorporados en la
molécula son enantioméricamente puros y de la
formaR, por lo que se ha planteado el uso de los
PHAs como fuente de estos valiosos sintones.
Dependiendo del microorganismo productor y
de la fuente de carbono suministrada los PHA
pueden ser scl-PHA (PHA de cadena corta, a par-
tir de mondmeros de hasta 4 dtomos de carbo-
no) o mcl-PHA (PHA de cadena media, con mond-
meros de 5 0 mas dtomos de carbono). Los genes

implicados en la sintesis y degradacion de PHA
en las bacterias del género Pseudomonas son
phaC1y phaC2, codificantes de polimerasas; phaz,
codificante de una despolimerasa; phaD, que
codifica una proteina reguladora de la familia
TetR y phal y phaF, codificantes de las fasinas
PhaF y Phal. En esta Tesis Doctoral se ha analiza-
do en profundidad la expresién del gen phaz
de la cepa modelo en biotecnologia ambiental
P. putida KT2442 en relacidn al resto de los genes
del cluster mediante RT-PCR en tiempo real. Asi,
se ha determinado que existen dos promotores
principales que dirigen la transcripcién de los
genes phq, Pc, y P|. De igual modo, se ha estudia-
do el efecto del medio de cultivo sobre la trans-
cripcion de phaZ y la localizacién de la proteina
PhaZ en el interior celular. Dicha enzima ha sido
purificada a homogeneidad electroforética y
caracterizada bioquimicamente. De igual modo,
se han analizado los productos de reaccién,
mediante LC-MS y ESI-MS. En una siguiente apro-
ximacién se ha realizado una comparacion entre
despolimerasas intra y extracelulares del género
Pseudomonas. De este andlisis se extrajo la infor-
macién necesaria para realizar experimentos de
mutagénesis al azar sobre PhaZ de KT2442, obte-
niendo versiones mutantes de la enzima con acti-
vidad esterasa y despolimerasa aumentada. Por
ultimo, se han disefiado aplicaciones biotecno-
Iégicas para la obtencién de 3-hidroxiacidos y oli-
gomeros enantiopuros utilizando cepas produc-
toras de despolimerasas intra y extracelulares
de Pseudomonas.

Degradacion de compuestos
aromaticos en Rhodococcus sp.
estirpe TFB
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n esta Tesis Doctoral se ha realizado la carac-

terizacién taxondémica y fisiolégica de una nue-
va estirpe bacteriana, denominada TFB, aislada
de los fangos del rio Rhin (Alemania) que se ha
adscrito al género Rhodococcus.

Una de las caracteristicas mds importantes
de la estirpe TFB es su capacidad de metabolizar
un amplio rango de compuestos aromaticos uti-
lizandolos como fuente de carbono y energia. En
este trabajo se han descrito las rutas de degra-
dacidn de los tres compuestos aromaticos selec-
cionados: ftalato, tetralina y naftaleno. Para la
caracterizacion de la degradacion de estos com-
puestos se ha empleado una aproximacién pro-
tedmica, poniéndose a punto la metodologia 2D-
DIGE para comparar el proteoma de la bacteria
en diferentes condiciones de cultivo. La identifi-
cacion de proteinas especificamente inducidas
en cada condicién ha permitido tanto el estable-
cimiento de las rutas de degradacién para cada
compuesto como el conocimiento de la respues-
ta fisiolégica de la bacteria a los mismos. Median-
te genética reversa se han determinado los genes
implicados en cada ruta pudiéndose completar

el trabajo con estudios de regulacién de la expre-
sién génica de rutas catabdlica en Rhodococcus
sp. estirpe TFB.

Intervencion de los probidticos
en la modulacion
de funciones inmunes.
Accion de Lactobacillus
plantarum en la induccion
de muerte celular
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lo largo de los tltimos afios el interés por el

efecto que los probidticos tienen sobre la
salud y en especial sobre el sistema inmune ha
crecido considerablemente. El término probidtico
deriva del griego “pro bios” para la vida y con él
se ha designado a distintos microorganismos que
ejercen un efecto beneficioso en humanos y ani-
males. En el 2001 la FAO/WHO defini6 a los pro-
bidticos como “microorganismos vivos que cuan-
do son administrados en cantidades adecuadas
confieren un efecto beneficioso en la salud del
hospedador”. Lactobacillus plantarum es la espe-
cie del género Lactobacillus mas frecuentemente
aislada en el tracto gastrointestinal de humanos.
Ademas aglutina varios de los requisitos desea-
bles en un probidtico tales como la resistencia a
pH dcido y sales biliares, produccién de sustancias
antimicrobianas (plantaricina) y adhesién a las
células del epitelio intestinal.

En este trabajo de investigacion trabajamos
con una cepa de L. plantarum aislada de kéfir.
Una vez comprobada la resistencia a dcidos y
sales biliares (asi como otras caracteristicas
deseables en un probidtico) nos propusimos eva-
luar el efecto que la administracién oral del lac-
tobacilo, tenia sobre el sistema inmune de ani-
males sometidos posteriormente a un estado de
shock séptico por el patégeno intracelular Liste-
ria monocytogenes. Tras evaluar distintos para-
metros relacionados con la funcién inmune (tasa
de supervivencia tras infeccién con el patégeno,
recuperacion de L. monocytogenes viables desde
bazo e higado, actividad bactericida de macré-
fagos peritoneales y determinacion de citoquinas
pro-inflamatorias, anti-inflamatorias y molécu-
las de adhesion) comprobamos que el tratamien-
to con el probidtico provocaba una disminucién
en la secrecidn de citoquinas pro-inflamatorias
(IL-1 e IL-6) y un incremento de citoquinas invo-
lucradas en la defensa del huésped frente a paté-
genos intracelulares (IL-12 e IFN- gamma). Esta
reduccién de la respuesta inflamatoria en ningtn
momento comprometia la supervivencia del
huésped ni empeoraba la respuesta del mismo
frente a la infeccidn por lo que concluimos que
la administracién de L. plantarum podria suponer
un beneficio en el manejo de desordenes de tipo
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inflamatorio ya que disminuye la respuesta infla-
matoria del huésped sin que se incremente la sus-
ceptibilidad de este a la infeccién.

Por otro lado también evaluamos el efecto
in vitro que el sobrenadante procedente del cul-
tivo de esta cepa de L. plantarum, tenia sobre la
linea de células tumorales HL-60 y sobre una
cepa patdégena de Escherichia coli. En el caso de
HL-60 comprobamos que el sobrenadante pro-
vocaba muerte celular en el cultivo mediante
necrosis, hecho que confirmamos mediante la
realizacién de distintos ensayos encaminados a
evaluar los mecanismos de muerte celular que
desencadenaba el sobrenadante, como la medi-
da de lactatodeshidrogenasa, marcaje con iodu-
ro de propidio, externalizacion de fosfatidil se-
rina y otras. Por ultimo comprobamos que el
sobrenadante de L. plantarum era capaz de pro-
ducir un efecto bacteriostatico en el crecimiento
de una cepa patégena de E.coli y que este efecto
estaba mediado por un incremento en la per-
meabilidad de membrana de la bacteria, hecho
que comprobamos mediante marcaje fluorimé-
trico con sitox green.

Elementos genéticos moviles
y resistencia a antimicrobianos
en serotipos no tifoideos
de Salmonella enterica
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La emergencia y diseminacion de resistencias
a antimicrobianos supone un problema para
la salud publica y la sanidad animal puesto que
pone en serio peligro la eficacia del principal tra-
tamiento contra las infecciones bacterianas.
Por este motivo son especialmente interesantes
los estudios centrados no sélo en la identificacion
de los determinantes de resistencia, sino tam-
bién de los mecanismos que intervienen en su dis-
persion. En este contexto, la presente Tesis Doc-
toral profundiza en la incidencia y caracterizacién
molecular de elementos genéticos implicados en
la captura, diseminacién y mantenimiento de
genes de resistencia a antimicrobianos por cepas
de serotipos no tifoideos de Salmonella enterica,
un patégeno bacteriano que, por su cardcter zoo-
nético, podria estar ocupando un lugar relevante
como donador y receptor de genes de resistencia.
Los puntos desarrollados en este trabajo fueron
fundamentalmente tres:

1.-Se demostrd el importante papel que jue-
gan los integrones de clases 1y 2, constatando su
presencia en un gran nimero de cepas multirre-
sistentes (mayoritariamente clinicas), aisladas en
el Principado de Asturias y el resto de Espafia. Dos
hechos destacables fueron: a) la nueva descrip-
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cién de los integrones de clase 1 con las regiones
variables: 2300 pb/estX-smr-aadA1y 2100 pb/dfrA1-
597pb-aadA24; y b) la primera identificaciéon de
integrones de clase 2 en los serotipos S. Virchow,
S. Grumpensis, S. Panama y S. Worthington. Se
confirmé la asociacion de estas unidades genéti-
cas con elementos transponibles, observando
diferentes configuraciones integrén de clase 1-
transposoén tipo Tn21 o integrén de clase 2-trans-
posoén tipo Tny. Ademds, en la mayoria de los ca-
sos estas estructuras se encontraban localizadas
en pldasmidos conjugativos de gran tamafo, a
veces portadores de resistencias adicionales no
asociadas a integrones.

2.-Dada la creciente emergencia de las resis-
tencias a cefalosporinas de tercera y cuarta gene-
racién, se rastrearon b-lactamasas de espectro
extendido (BLEEs) y enzimas plasmidicas tipo
AmpC en cepas alemanas procedentes de alimen-
tos y animales. Subrayar que la familia de cefota-
ximasas CTX-M-1 era la mas frecuente, y se encon-
traba asociada a secuencias de insercién tipo
ISEcp1. Tanto los genes de BLEEs como de en-
zimas Amp(, se localizaban en pldsmidos de ta-
mafio variable, la mayoria conjugativos.

3.-0tro hecho alarmante, dentro del pano-
rama de la multirresistencia, es la aparicién de
plasmidos hibridos de virulencia-resistencia. En
esta Tesis Doctoral se identificd y caracterizd par-
cialmente un plasmido, denominado pUO-SeVR1,
que se encontré en un aislamiento de S. Enteriti-
dis, el serotipo con mayor incidencia en infeccio-
nes humanas. Los resultados obtenidos sugieren
que deriva de pSEV (el plasmido de virulencia
especifico de S. Enteritidis) por haber adquirido
genes de resistencia asociados a un integron y a
diversos elementos transponibles. A la vez se des-
velan algunos de los mecanismos que controlan
la transmisidn estable del plasmido dentro de la
poblacién bacteriana.

Esta Tesis Doctoral ilustra el concepto de
“ingenieria evolutiva” que, aplicado en este con-
texto, refleja laimportancia que las secuencias
“acompanantes” de un gen y sus propiedades
combinatorias tienen en la adaptabilidad bac-
teriana.

Biology of Ralstonia
solanacearum phylotype Il
in host and non-host
environments

Maria Belén Alvarez Ortega

Directoras: Dr. Maria Milagros Lopez
Gonzalez y Dr. Elena Gonzalez
Biosca.
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he Ralstonia solanacearum species complex
causes bacterial wilt, a plant disease affec-
ting economically important crops and ornamen-
tals worldwide. The phylotype (ph) Il race 3 bio-

var (bv) 2 produces potato brown rot and
bacterial wilt in solanaceous plants in temperate
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climates and has recently been introduced to
several areas of the European Union and the
USA, where the pathogen has a quarantine sta-
tus. Presence of R. solanacearum ph Il race 3 bv
2 in these zones raised questions on biological
and phytopathological aspects of this bacterium,
some of them being addressed in this work. Thus
behaviour, ability for survival and disease indu-
cing capacity of European R. solanacearum ph lI
race 3 bv 2 have been assessed in a range of dif-
ferent plant species and diverse surface run-off
water samples.

Behaviour of R. solanacearum ph Il race 3 bv
2 in planta has led to a classification in susceptible
or tolerant hosts and non-hosts, based on the
pathogen histological localization and isolation.
Susceptible and tolerant hosts were highly inva-
ded in root xylem but, heavily or weakly colonized
respectively in stem xylem. They are to be avoi-
ded as candidates for crop rotation. Non-hosts
were not invaded in plant xylem but, occasional
presence of the pathogen in root cortex or on
surface might occur and so, some of them might
act as reservoirs. They could be selected for crop
rotation systems after being carefully tested in
open field conditions.

Ability for survival of R. solanacearum ph I
race 3 bv 2 in environmental water microcosms
has been influenced by abiotic and biotic factors.
When faced to oligotrophy as the only stressing
factor the pathogen displayed a considerable
endurance. It resorted to a number of survival
strategies which enabled it to survive in environ-
mental water microcosms over four years under
starvation, retaining disease inducing capacity
in the host even by watering. Adaptations to
overcome nutrient limitation during the long
period were starvation-survival responses, the
entrance into a viable but non-culturable state,
progressive transformation from the typical
bacillar shape into coccoid forms reduced in size,
filamentation and budding phenomena and
aggregation.

Survival strategies were also successfully
exhibited by the pathogen when exposed to envi-
ronmental temperatures simultaneously to
nutrient scarcity conditions. Thus, at 4°C a viable
but non-culturable state dependent on water
nutrient contents was cold-induced, whilst at 14°C
and 24°C apparently similar starvation-survival
responses revealed a distinct effect of tempera-
ture on coccoid formation.

On the other hand, indigenous freshwater
protozoa, bacteria and/or phages with predatory,
competitive or lytic activity reduced significantly
pathogen persistence. Among them, lytic bacte-
riophages were the main responsible for the
decrease in R. solanacearum populations, although
protozoa and other bacteria also contributed. The
effect was more appreciable at 24°C than at 14°C
because of slower biotic interactions at the lower
temperature. The pathogen was able to adapt
itself, succeeding in surviving and keeping patho-
genic in almost all condition.

This work intends to contribute to the pro-
gress in the knowledge of the interactions bet-
ween R. solanacearum ph Il race 3 bv 2 and natural
environments, which may allow to improve the
strategies to prevent pathogen dissemination
and bacterial wilt spread in natural settings.
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ainfeccién con el virus del papiloma humano

(VPH) es la ETS mds comdn en mujeres. Un ter-
cio de los VPH mucosotrépicos, denominados
de alto riesgo, estan relacionados con el cancer de
cérvix, siendo el tipo 18 el segundo mds frecuente.
El 60% de las mujeres infectadas sufriran serocon-
versién con anticuerpos neutralizantes dirigidos
a epitopos conformacionales de la proteina mayo-
ritaria de la capsida (L1). Si bien los titulos de anti-
cuerpos tras la infeccién natural son bajos, los
adquiridos tras la vacunacién son 40 a 100 veces
superiores.

La produccién de antigenos de VPH es nece-
saria para estudiar la respuesta humoral frente
a lainfeccién natural asi como en poblacién vacu-
nada, dado que se desconoce la duracién de la
proteccion conferida por la vacunacion. El obje-
tivo del trabajo fue la comparacién de la produc-
cion la proteina L1 de VPH18 como proteina
recombinante en tres sistemas heterdlogos: bac-
terias (Escherichia coli), levaduras (un sistema
basado en la levadura metilotrdfica Pichia pasto-
ris) y en células de insecto (empleando baculo-
virus recombinantes).

En E. colila expresidn se realizé como protei-
nas de fusién con GST observandose la formacion
de cuerpos de inclusidn. El tratamiento con liso-
zima, agentes reductores y detergentes durante
la lisis y/o solubilizacién de la fraccién insoluble,
incremento su recuperacion. La purificacién cro-
matogréfica combinada con elucién en PBS/urea,
permitid eliminar proteinas bacterianas copreci-
pitantes. La proteina GST-AN7118L1 fue recono-
cida en Westernblot y ELISA por sueros comercia-
les y humanos de infeccién natural.

En P. pastoris se detectd transcripcién espe-
cifica de las proteinas a niveles basales no induci-
bles por metanol, pero no traduccién, plantean-
dose que puedan existir secuencias en la regién
de VPH18 que se va a expresar relacionadas con la
terminacién prematura de la transcripcién en
levaduras, que requeriran un analisis mds deta-
llado para su identificacion.

Finalmente se purificaron Virus Like Particles
(VLPs) de VPH18 en células de insecto empleando
baculovirus recombinantes. Para optimizar la pro-

duccién de VLPs, se realizé un estudio previo de
la cinética de expresidn de la proteina en este sis-
tema, ya que a diferencia del prototipo VPH16, la
produccién en este tipo es mds costosa y menos
eficiente. Para ello se analizaron diferentes para-
metros que afectan a la expresion como las lineas
celulares utilizadas (Sf9 y Sf21), presencia/ausen-
cia de suero fetal bovino en el medio, los indices
de multiplicidad de la infeccién (MOIs) empleados
y el tiempo de infeccidn. Los estudios de cinética
pusieron de manifiesto los pardmetros éptimos
para la produccién y purificacién de VLPs de
VPH18 (linea Sf21, medio suplementado con SFB,
MOl 10 y tiempo de infeccién de 48 horas). Dichas
particulas fueron analizadas cualitativamente por
microscopia electrénica y Dynamic Light Scattering
(DLS), observéndose discordancias entre los
resultados obtenidos por ambas técnicas cuando
las muestras se diluyen a concentraciones infe-
riores al limite necesario para el ensamblaje.

Estudio de la interaccion fisica y

funcional de la protein fosfatasa
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as fosfatasas de especificidad dual (DUSPs)

desempenfan un papel clave en lamodulacién
de la activacion de las rutas de transduccién de
sefales mediadas por MAPKs. Dentro de este gru-
po se encuadra Msg5, una DUSP de Saccharomy-
ces cerevisiae que se expresa en la célula como
dos isoformas de distinto peso molecular debido
ala presencia de comienzos de traduccidn alter-
nativos. En concreto, esta fosfatasa regula nega-
tivamente la activacion de las MAPKs de la ruta
de integridad celular, Slt2, y de la ruta de apare-
amiento, Fus3, tanto en condiciones basales
como de estimulacién de ambas cascadas.

En este trabajo, se ha comprobado que en
ausencia de Msgs se induce la expresion de genes
regulados por la ruta de apareamiento y de inte-
gridad celular, lo cual indica que la actividad de
esta fosfatasa regula la respuesta a dafio en la
paredy a la presencia de feromona. Sin embargo,
los mutantes msgs5A, aunque muestran una ele-
vada fosforilacién de Slt2, no muestran un eleva-
do nivel de expresién de los genes regulados por
la ruta de integridad celular. Es decir, que la fos-
forilaciéon de la MAPK Slt2 ocasionada por la falta
de Msgs no se traduce en un aumento de la fos-
forilacion de los sustratos sobre los que actua;
entre ellos, no se detecta fosforilacion de Mkk1
0 Msgs dependiente de Slt2, ni del factor de trans-
cripcién RIm1y como consecuencia no se logra
una respuesta transcripcional dependiente de
RIm1 plena.

Los ensayos de copurificacion demuestran
que laisoforma larga de Msgs presenta mas afi-

nidad de unidn a las MAPKs Fus3 y Kss1 que la iso-
forma corta, mientras que ambas isoformas inter-
accionan de manera similar con Slt2. Esta mayor
afinidad de la isoforma larga se traduce en mayor
actividad fosfatasa hacia la MAPK Fus3. A pesar
de que Msgs es capaz de interaccionar con Kss1
y de regular su fosforilacién en condiciones de
sobreexpresidn, el andlisis transcriptémico y los
ensayos de fosforilacion en mutantes msgs5A
demuestran que esta fosfatasa no regula la acti-
vidad de Kss1 ni en condiciones basales ni en las
condiciones de activacidon de Kss1 ensayadas.
Mediante el sistema de doble hibrido se ha com-
probado que los 125 primeros aminoacidos de
Msgs son esenciales para la interaccién con las
MAPKSs Slt2, Fus3 y Kss1, y que tan sdlo los 45 pri-
meros aminodcidos son necesarios para la unién
alas dos dltimas MAPKs. Se han identificado dos
posibles dominios de interaccion con MAPKs
(dominios docking) en esta pequefia regién de
125 aminoacidos del extremo N-terminal de Msg5,
y se ha demostrado que MD2 no juega un papel
relevante en la unién a ninguna de las 3 MAPKs
ni en la regulacién de su actividad. Sin embargo,
el primer dominio MD1, situado dentro de los 45
primeros aminodcidos, media la unién a Fus3 y
Kss1. La integridad del CD (common docking) en
Fus3 y Kss1, es necesaria para la interaccién con
Msgs, a diferencia de lo que ocurre en Slt2 en la
que no parece estarimplicado este dominio para
su union a la fosfatasa. Estos hechos sugieren que
lainteraccién de Slt2 con Msgs no viene mediada
por interacciones tipo docking convencionales
como en el caso de Fus3 y Kss1y que otras regio-
nes de la zona amino-terminal de Msgs5 deben
estar implicadas en la interaccién ente Msg5 y
Slt2.
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del caracter antimicrobiano
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| objetivo fundamental de este trabajo ha

sido el estudio del quitosano como antimi-
crobiano para su empleo como material de enva-
se alimentario con el fin de mantener la seguri-
dad microbioldgica del producto envasado. Para
ello se analizaron numerosas variables esencia-
les relacionadas con el microorganismo, con las
caracteristicas del polimero y las condiciones de
formacién y almacenamiento de sus peliculas,
todas ellas capaces de influir en las propiedades
biocidas del compuesto. Ademds, se analizd su
mecanismo de accién mediante espectroscopia
de infrarrojo, a través de los cambios en la inten-

Diciembre 2009

Actualidad . -

48:13



sidad de dos bandas principales correspondien-
tes a los grupos activos antimicrobianos. Dado
que la elevada sensibilidad al agua de las matri-
ces de quitosano podria suponer una restriccién
fundamental para su aplicacién en el envasado
de alimentos, se desarrollaron peliculas com-
puestas resistentes al agua incorporando quito-
sano en otras matrices insolubles. Las mezclas
resultantes mantuvieron un efecto antimicro-
biano significativo ademds de presentar una
excelente mejora en sus propiedades barrera al
agua. Por ultimo, se confirmd la eficacia de las
peliculas obtenidas sobre un alimento real, obte-
niéndose resultados satisfactorios y alcanzan-
dose, por tanto, el objetivo fundamental plan-
teado inicialmente de mantener la seguridad
microbioldgica del producto envasado y alargar
su vida util.

Analisis genomico y funcional
de la interaccion planta-
Pseudomonas putida KT2440
en la rizosfera: colonizacion y
resistencia sistémica
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| entorno de la raiz y la region del suelo que

la rodea constituyen la rizosfera, un habitat
de elevada actividad microbioldgica. Al inicio de
este trabajo sabfamos que la bacteria Pseudomo-
nas putida KT2440 es una eficiente colonizadora
de la rizosfera y la espermosfera de plantas con
relevancia agrondémica (ej. Zea mays). En esta
Tesis Doctoral se presenta el primer andlisis gend-
mico con microarrays llevado a cabo con una bac-
teria en larizosfera. Este estudio tiene la origina-
lidad de considerar el estilo de vida sésil y ha
desvelado que el microorganismo ajusta su expre-
sion génica a este particular estilo de vida. Entre
los 90 genes rup (“rhizosphere up-regulated”)
con induccién preferencial identificados, resulta-
ron de especial interés rup2560, perteneciente al
sistema de secrecién de una hemoperoxidasa
extracelular codificada por el locus PP2561, y
rup4959, que codifica un regulador de respuesta
con dominios GGDEF/EAL. Estos dominios enzi-
maticos estan implicados en la sintesis y degra-
dacidn, respectivamente, del segundo mensajero
intracelular diguanilato ciclico (di-GMPc), del que
es conocido su papel en la transicién de sesilidad
a motilidad. Evaluando la eficiencia competitiva
de algunos mutantes en genes rup se han identi-
ficado nuevas funciones bacterianas relevantes
en colonizacién tales como el metabolismo de
compuestos aromaticos y la resistencia a estrés
oxidativo.

Aunque se habian descrito ciertas propieda-
des de KT2440 en la promocidén del crecimiento,
no se habia explorado su potencial en biocontrol.
Un aspecto importante de este trabajo ha sido
evidenciar la capacidad de KT2440 para proteger
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ala planta modelo Arabidopsis thaliana de la infec-
cién por el fitopatégeno P. syringae mediante
resistencia sistémica inducida (ISR). Excepcional-
mente, la manifestacién de resistencia sistémica
en presencia de KT2440 requiere las vias de sefa-
lizacién de salicilico y de jasmdnico/etileno intac-
tas. Ademds, la utilizaciéon de un mutante PP2561
nos ha permitido establecer una relacién entre
colonizacién, ISR y composicidn de los exudados
radiculares.

Un aspecto clave en colonizacién es la moti-
lidad bacteriana. Hemos explorado laimportancia
de la motilidad en superficie en este contexto. La
motilidad tipo “swarming” tiene lugar a tempe-
ratura inferior a 30°C, es dependiente de pili de
tipo 1V, de lipopolisacaridos y de la disponibilidad
intracelular de hierro a través del sideréforo pio-
verdina. La sobreexpresion del gen rup4959 inhibe
completamente el “swarming” y tiene un efecto
negativo sobre la colonizacién del dpice radicular.
La transcripcién de este gen depende de g3® y se
activa en presencia de exudados radiculares y en
microaerobiosis. Nuestras evidencias bioquimicas
indican que Rup4959 presenta actividad diguani-
lato ciclasa. En la rizosfera, esta proteina es res-
ponsable directa o indirectamente de cambios en
la transcripcion de varios genes. Ademas del efec-
to sobre la motilidad, la sobreexpresién de este
gen provoca la aparicién de un fenotipo pleiotro-
pico consistente en, (i) la sobreproduccién de exo-
polisacaridos, (ii) la mayor formacién de biope-
liculas, tanto en superficies abidticas como en la
interfase aire-liquido, y (iii) la aparicién de una mor-
fologia de colonia rugosa. En la formacién de bio-
film es esencial la adhesina LapA, aunque un
mutante en esta proteina todavia manifestaba
alteracion en los otros dos caracteres fenotipicos.
Sin embargo un exopolisacarido especifico de
KT2440, alin sin caracterizar, y los lipopolisacdridos
fueron esenciales para la implantacién del fenoti-
po pleiotrépico causado por un incremento en los
niveles de di-GMPc.

Caracterizacion fenotipica
y genética de aislados de
Pasteurella multocida obtenidos
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Nerea Garcia Benzaquén
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asteurella multocida es una bacteria comensal

del tracto respiratorio que puede dar lugar a
diferentes patologias en distintas especies ani-
males en todo el mundo. En el ganado porcino es
el agente responsable de la rinitis atréfica pro-
gresiva (RAP) y de procesos neumdnicos, forman-
do parte del complejo respiratorio porcino, que

es causa de importantes problemas sanitarios y

econdmicos en las explotaciones de cria intensiva.
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Ademds, en ocasiones, puede dar lugar a proce-
sos septicémicos.

Se trata de una especie muy heterogénea en
la que se distinguen tres subespecies (multocida,
gallicida y septica), 14 biovares (1-14), 5 tipos cap-
sulares (A, B, D, Ey F) y 16 serotipos (1-16).

El principal objetivo de nuestro estudio fue
el de caracterizar fenotipica y genéticamente ais-
lados de P. multocida obtenidos a partir de dife-
rentes muestras clinicas, principalmente neumé-
nicas, de ganado porcino de diferentes regiones
de Espafia.

Se identificaron 205 aislados mediante el
empleo de métodos bioquimicos (APl 20E) y
moleculares (PCR), confirmdndose que pertene-
cifan a la especie P. multocida. Se determiné que
existian diversos patrones bioquimicos, siendo
algunos prevalentes, agrupando, de este modo,
en 4 de ellos el 64% de los aislados.

Mediante diferentes pruebas bioquimicas se
determind que todos los aislados pertenecian a
la subespecie multocida, siendo clasificados en
un escaso numero de biovares (1, 2 y 3). De ellos
el biovar 3 fue el que se hallé con una mayor pre-
valencia, resultado esperado, seguido del biovar
2 que, sin embargo, representaba una proporcion
considerablemente mayor (40%) a la hallada en
estudios previos.

La determinacién del tipo capsular mediante
PCR permitid clasificar la mayoria de aislados en
el tipo A (79%), siendo el resto de los tipos capsu-
lares D (18,5%) y F (0,02%). Por otra parte, se detec-
t6 la presencia de la toxina dermonecrética (PMT)
Unicamente en 16 aislados (7,8%). Estos resultados
entran dentro de lo esperado, ya que la mayoria
de las muestras procedian de procesos neumd-
nicos en los que, generalmente, estan implicadas
cepas de tipo capsular A que carecen de la PMT.
Ademas, la secuenciacion del gen que codifica
para la PMT de dos aislados de tipo capsular A,
permitié comprobar que la secuencia era practi-
camente idéntica a la del gen de cepas de tipo
capsular D.

Respecto a la presencia de determinados
genes asociados a la virulencia se demostrd, uti-
lizando para ello PCR simples y mdltiples, que la
mayoria de ellos estaban presentes en todos los
aislados. Asi, los genes psl, ompH, oma87, ptfA,
nanB, nanH, tonB, hgbA, sodA y sodC estuvieron
presentes en el 100% de los aislados, mientras
que el gen tbpA no se encontrd en ninguno de
ellos. Sin embargo, la prevalencia de los genes
pfhA 'y hgbB fue variable (40% y 60%, respectiva-
mente) y curiosamente estuvieron asociados al
biovar. De este modo todos los aislados del bio-
var 2 posefan el gen pfhAy los de biovar 3 tenfan
el gen hgbB.

Por ultimo, se utilizd la técnica de electrofo-
resis en campo pulsado (PFGE), calificada como
el método “gold estdandar’” para la caracterizacion
molecular de cepas de P. multocida. Mediante
dicho procedimiento se pudieron clasificar los
205 aislados en 69 patrones diferentes, lo que
suponia una diversidad genética moderada
(0,31). A pesar de la variabilidad de perfiles de
PFGE se pudo destacar la presencia de ciertos
patrones prevalentes que se distribufan por las
diferentes empresas productivas y regiones geo-
gréficas, permaneciendo a lo largo del tiempo.
Ademds, se evidenciaron dos grupos genéticos
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(con una similitud del 45%), diferencidandose cla-
ramente la poblacién de cepas del biovar 2 de la
poblacién de cepas del biovar 3.
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a deteccién y cuantificacién de microorganis-

mos patdgenos en alimentos es uno de los
grandes retos a los que se enfrenta la industria
alimentaria actualmente. Para minimizar riesgos
y garantizar la calidad y seguridad de los produc-
tos, la aplicacién de controles microbioldgicos
en la cadena de procesado es imprescindible.
Los métodos tradicionales para la deteccién de
patdgenos en alimentos se basan en el aisla-
miento e identificacién de colonias en medios
selectivos tras varios pasos de enriquecimiento
lo que alarga el proceso y, en ocasiones, el resul-
tado no es concluyente. Como alternativa desta-
can los métodos inmunoldgicos y los de PCR.
Entre los primeros, el VIDAS® es uno de los mas
utilizados por las empresas de alimentos por su
facilidad de ensayo. Por otra parte, las técnicas
de PCR constituyen una buena alternativa por
su rapidez, sensibilidad y precisién. La PCR a
tiempo real (RTi-PCR), ademds, ofrece la posibi-
lidad de cuantificar los microorganismos presen-
tes en la muestra automatizando el proceso, lo
que permite procesar un nimero elevado de
muestras.

En este trabajo se ha aplicado la RTi-PCR, para
la deteccién de E. coli O157:H7, L. monocytogenes,
Salmonella spp. y Sta. aureus, evaludndose asimis-
mo su utilidad como prueba diagndstica en el con-
trol microbioldgico de alimentos. La comparacién
de cuatro métodos comerciales de extraccién de
DNA, demostré que el método DNeasy Tissue Kit
es el mas eficiente para los cuatro patégenos, en
las tres matrices vegetales ensayadas. La aplica-
cién directa de la RTi-PCR en muestras de alimen-
tos de contaminacién natural permitid la cuanti-
ficacion de los patégenos presentes en el 67 % de
las muestras que habian resultado positivas por
PCR convencional tras el enriquecimiento corres-
pondiente, revelando que Salmonella y E. coli
0157:H7 se encuentran generalmente en niveles
de 103 ufc/g, L. monocytogenes de 102 ufc/g y Sta.
aureus de 10 ufc/g. Las muestras restantes (33%)
presentaron niveles inferiores a 10 ufc/g. La com-
paracion de la RTi-PCR directa y el mini-VIDAS
determind que ambas técnicas presentan una

especificidad similar pero la RTi-PCR se comporta
mejor en cuanto a “sensibilidad” y “seguridad”.
En base a estos resultados, proponemos la utili-
zacion de la RTi-PCR para rastrear la presencia de
patégenos en el andlisis rutinario de alimentos ya
que ha demostrado ser répida y sensible. Sdlo las
muestras negativas se analizarian por PCR con-
vencional, tras enriquecimiento, para asegurar la
ausencia del patégeno.

Ademas, se disefid un nuevo sistema de ceba-
dores y sonda TagMan para Salmonella spp. Com-
binando este sistema con los ensayados para E.
coli 0157:H7 y Sta. aureus, se ha puesto a punto
una reaccion de RTi-PCR multiple para la detec-
cién simultanea y cuantitativa de los tres patége-
nos. La aplicacién de la RTi-PCR muiltiple, tras un
paso enriquecimiento de tan sélo 6 horas permite
la deteccidn de hasta 1 célula de cada uno de los
patdgenos en 25 g. Por lo tanto, queda demos-
trada su validez como técnica analitica cuando la
legislacion exige “ausencia” del patégeno en 25 g,
como es el caso de Salmonellay E. coli O157:H7 o
de Sta. aureus en algunos alimentos.

Bacterias probioticas en leche
fermentada. Viabilidad,
capacidad competitiva y efecto
en la evolucion de patologias
intestinales

Raquel Tabasco Rentero

Directoras: Teresa Requena Rolania y

Carmen Pelaez Martinez.

Departamento de Ciencia 'y
Tecnologia de Productos Lacteos,
Instituto del Frio - CSIC.

a presente Tesis Doctoral describe los posi-

bles mecanismos por los que bifidobacterias
y lactobacilos influyen en el equilibrio de la
microbiota intestinal y su posible repercusién
en la evolucidn de la diarrea asociada al trata-
miento antibiético. Para llevar a cabo el estudio,
se trabajé en la obtencién de una leche fermen-
tada que contenia dosis elevadas de bacterias
probidticas viables. Los métodos de evaluacién
de viabilidad se realizaron con medios de cultivo
libres de antibidticos que permitian diferenciar
las cepas probidticos (Bifidobacterium lactis BB-
12, Lactobacillus acidophilus LA-5 y Lactobacillus
casei LC-01) de las bacterias del yogur Strepto-
coccus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus). La determinacién de viabilidad
de las bacterias en estudio sin previo aislamien-
to en medios de cultivo y, por lo tanto, con una
mayor rapidez de deteccién y cuantificacion, se
realizé mediante PCR a tiempo real asociada con
monoazida de propidio.

Se determind la capacidad de las cepas pro-
bidticas para colonizar el intestino, analizando la
capacidad de exclusién competitiva de L. acido-
philus LA-5 frente a cepas patégenas intestinales,
como E. coli 0157:H7" y Salmonella enterica. Ade-
mas, se analizé el metabolismo fermentativo de
las bacterias probidticas y se observé que tenian
actividad B-fructofuranosidasa tinicamente cuan-

do se habfan crecido en presencia de oligofruc-
tosa. El analisis de la produccidn de 4cidos orga-
nicos por las cepas probidticas detectd la forma-
cién de los acidos lactico, acético y férmico. Por
otra parte, se demostrd que L. acidophilus LA-5
producia la bacteriocina lactacina B cuando crecia
en co-cultivo con células viables de S. thermophi-
lus o L. bulgaricus. La expresién de lactacina B en
esta cepa estd regulada por un mecanismo sefal
de auto-induccidn a través de un péptido inductor
secretado por la bacteria que activa un sistema
regulador compuesto por una histidin kinasa y
un regulador de respuesta.

La evaluacidn de la eficacia de las cepas pro-
bidticas suministradas en leche fermentada para
reducir la diarrea asociada a tratamiento antibid-
tico se llevé a cabo mediante un ensayo clinico
aleatorizado, doble ciego y controlado con pla-
cebo (leche fermentada sin las cepas probidticas)
que se realizé en colaboracién con investigado-
res del Hospital Universitario Fundacién de Alcor-
con. Se realizé el andlisis de microbiota intestinal
cultivable y presencia de las cepas probidticas,
asi como se determinaron el contenido de dcidos
orgénicos y las actividades enzimaticas del con-
tenido fecal. En conclusidn, el consumo diario de
las cepas probidticas en leche fermentada no
caus6 modificaciones significativas en la compo-
sicién de la microbiota intestinal ni en el meta-
bolismo fermentativo intestinal de los pacientes
y, @ su vez, tampoco se observaron diferencias
significativas en la aparicién de diarrea en los
pacientes.

Determinantes moleculares
que participan en la interaccion
Fusarium oxysporum - tomate

Yolanda Pareja Jaime

Directores: M. Isabel Gonzalez

Roncero y M. Carmen Ruiz Roldan.

Departamento de Genética,
Universidad de Cérdoba.

n este trabajo se han investigado las bases

moleculares que determinan la patogenicidad
del hongo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
sobre plantas de tomate.

F. oxysporum produce la enzima tomatinasa
Tom1, que degrada el compuesto antiflingico a-
tomatina hasta derivados menos téxicos. Para
estudiar el papel de tom1 en la virulencia de F.
oxysporum, se ha realizado la interrupcién dirigida
y la expresién constitutiva del gen. El proceso de
infeccién de plantas inoculadas con transforman-
tes de expresidn constitutiva resulta en unincre-
mento en el desarrollo de los sintomas de enfer-
medad, mientras que las plantas infectadas con
mutantes nulos muestran un retraso en el proce-
so de infeccidn, sugiriendo que Tom1, aunque no
es esencial para la patogenicidad, es necesaria
para la virulencia completa de F. oxysporum. La
actividad tomatinasa total en las estirpes deficien-
tes se ve reducida solo un 25%, y se observa b,-
tomatina como el mayor producto de hidrdlisis
de la saponina in vitro. El andlisis in silico del geno-
ma de F. oxysporum revela la existencia de cuatro
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posibles genes responsables de otras tomatina-
sas, cuyos productos podrian ser los responsables
de la actividad tomatinasa reminiscente en los
mutantes Dtom1.

En otro capitulo se ha estudiado si la causa
de la avirulencia del mutante DchsV de F. oxyspo-
rum, deficiente en un gen sintasa de quitina de
clase Vy capaz de penetrar la planta y colonizar
los tejidos internos de la raiz, se debe a una rapida
elicitacion de la respuesta de defensa de la planta,
que conduce a una restriccién del crecimiento
flingico. La co-inoculacién de plantas con la estir-
pe silvestre y el mutante DchsV resulta en una
reduccidn significativa del desarrollo de la enfer-
medad, lo que sugiere que este mutante ejerce
un mecanismo protector. La colonizacién de la
planta por la estirpe silvestre queda restringida
durante la co-inoculacién, como demuestran los
ensayos de cuantificacion de la biomasa flingica.
Ademas, se ha comprobado el incremento en la
expresion de genes de defensa de la plantay en
la actividad quitinasa en plantas inoculadas con
el mutante DchsV.

En el tercer capitulo se ha analizado el papel
de Con7 en la patogénesis de F. oxysporum. Se
han identificado tres genes con7 en F. oxysporum,
ortélogos al gen cony del patégeno de arroz Mag-
naporthe grisea, que determina un factor trans-
cripcional esencial para la morfogénesis y la pato-
génesis flngica. Los mutantes deficientes en
el gen conyz-1 de F. oxysporum muestran alte-
raciones en el crecimiento polarizado y la forma-
cién de ramificaciones, y no producen sintomas
de enfermedad en plantas, lo que indica que este
gen es esencial para la correcta morfogénesis y
patogénesis de F. oxysporum. Sin embargo, el
factor Con7-1de F. oxysporum no regula la trans-
cripcién de algunos genes relacionados con
la biosintesis de pared y el establecimiento de la
polaridad celular.

Seleccion de microorganismos
probidticos para su
implantacion en la elaboracion
de embutidos crudos curados
de cerdo ibérico

Santiago Ruiz-Moyano Seco
de Herrera

Directores: Alberto Martin Gonzalez,
Maria de Guia Cérdoba Ramos y
Maria José Benito Bernaldez.

Area de Nutricion y Bromatologia,
Departamento de Produccion
Animal y Ciencia de los Alimentos,
Escuela de Ingenierias Agrarias,
Universidad de Extremadura.

| objetivo de este estudio fue seleccionar bac-
terias acido lacticas y bifidobacterias para su
utilizacién como potenciales probidticos en la ela-
boracién de embutidos crudos curados de cerdo
ibérico. Un total de 1000 cepas se aislaron de
embutidos crudos curados de cerdo ibérico (363),
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heces humanas, (337) y heces de cerdo (300) en
diferentes medios de cultivos. Aproximadamen-
te un 30% de las cepas, principalmente aisladas
de embutidos crudos curados en agar LAMVAB,
se pre-seleccionaron para el estudio de sus pro-
piedades probidticas, en base a su capacidad de
crecimiento a las condiciones de pH y concentra-
cién de NacCl que se dan en este tipo de productos
durante su procesado. En relacién al estudio in-
vitro de la capacidad para tolerar las condiciones
del tracto gastrointestinal, la exposicién a valo-
res de pH de 2,5 fue el criterio mas selectivo. Sélo
51de los 312 aislados preseleccionados toleraban
adecuadamente este pH durante 1,5 h.

Todos los aislados acido-tolerantes identifi-
cados como lactobacilos (18 cepas) fueron obte-
nidos de heces humanas (L. casei y L. fermentum)
y heces de cerdo (L. reuteri, L. animalis, L. muri-
nus y L. vaginalis). Las cepas identificadas como
P. acidilactici (12 cepas) fueron aisladas de embu-
tidos de cerdo ibérico principalmente y de heces
de cerdo. Finalmente, trece de las quince cepas
identificadas como enterococos fueron E. fae-
ciumy se aislaron de embutidos de cerdo ibérico,
heces humanas y heces de cerdo. Estas cepas
fueron evaluadas en lo referente a aspectos de
seguridad y funcionales, como actividad hemo-
litica, susceptibilidad a antibidticos, presencia
de genes de virulencia, produccién de aminas
bidgenas y D- lactico, adhesidn celular y actividad
antimicrobiana frente a enteropatdégenos y pato-
genos en alimentos.

Seis cepas mostraron las mejores propieda-
des prebidticas: P. acidilactici S979, P. acidilactici
S2009, E. faecium S906, L. reuteri P519, L. reuteri
P542,y L. fermentum H57. Las cepas P. acidilactici
S979 y P. acidilactici S209 presentaron una capa-
cidad de adhesién moderada a las células del epi-
telio intestinal, pero sélo la cepa P. acidilactici S979
fue capaz de inhibir competitivamente la adhe-
sion de S. choleraesuis, y mostrar actividad anti-
microbiana frente a L. monocytogenesy S. aureus
in vitro. E. faecium S906 fue capaz de adherirse
moderadamente al epitelio intestinal y mostrar
actividad antimicrobiana frente a L. monocytoge-
nes. Por ultimo, L. reuteri P519, L. reuteri P542 'y
L. fermentum H57 mostraron una alta capacidad
de adhesidn a las células del epitelio intestinal,
ademads de inhibir la adhesion de E. coliy S. cho-
leraesuis. Estas cepas también mostraron activi-
dad antimicrobiana frente a L. monocytogenes.
Las seis cepas se consideraron seguras para su
utilizacién como potenciales probidticos en la ela-
boracién de embutidos crudos curados de cerdo
ibérico por su nula o baja capacidad descarbosi-
lasa y produccién de D-lactico, actividad hemoli-
tica, resistencia a antibidticos y presencia de
genes de virulencia en el caso de la cepa de ente-
rococo.

Tres cepas, P. acidilactici S979, L. fermentum
H 57y L. reuteri P519 se seleccionaron para la ela-
boracién de embutidos crudos curados de cerdo
ibérico en planta piloto. Los recuentos microbio-
légicos y propiedades sensoriales de los embuti-
dos elaborados se compararon con un lote con-
trol. Las cepas inoculadas se identificaron a una
concentracion elevada, superior a 107 ufc/g en el
producto final. Aunque no se detectaron dife-
rencias significativas en la aceptacién global de
los lotes embutidos elaborados, algunos atributos
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sensoriales, como color y textura, fueron mejor
valorados en el caso del lote inoculado con la cepa
P. acidilactici S979, siendo esta cepa seleccionada
para su utilizacidn como potencial probidtico en
este tipo de productos.

Prevalencia de virus entéricos
en moluscos cultivados
en Galicia. Estudio
de la fiabilidad de
microorganismos indicadores
de contaminacion viral
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En el medio acudtico, se puede encontrar una
gran variedad de especies de virus infecciosos
para el ser humano, denominados “virus entéri-
cos” y que se transmiten via fecal-oral. Por ello,
los moluscos obtenidos de zonas polucionadas,
pueden estar contaminados con virus entéricos,
constituyendo un riesgo potencial para la salud
del consumidor.

La deteccidn de virus entéricos a partir de
tejidos de moluscos implica la concentracidn viral
y laamplificacién del dcido nucleico mediante RT-
PCR, siendo necesaria la eleccién de métodos que
presenten alta especificidad y sensibilidad. Los
resultados obtenidos con los kits de RT-PCR eva-
luados en este estudio mostraron diferencias en
la amplificacion del RNA de HAV. La mayor sensi-
bilidad (0,2-1 ufp/pL) se obtuvo con el kit Supers-
cript™ One-Step RT-PCR System. Conresepcto a
los kits comerciales de extraccion de RNA, los
resultados mostraron que el kit Total Quick RNA
Cells & Tissues (Talent) presentdé mejores eficacias
que el protocolo habitual usado de rutina en el
laboratorio, con un limite de deteccién de 0,1-1
ufp/mg de tejido digestivo de mejillon.

La adecuada seleccidn de los cebadores es
otro de los pasos mas importantes para lograr
una sensibilidad y la especificidad adecuadas. De
las parejas de cebadores evaluadas parala detec-
cién de virus de hepatitis A (HAV), la pareja con
mayor sensibilidad fue HAV240/HAV68 (0,02-0,1
ufp/g de hepatopdancreas). y en la deteccién de
Astrovirus (AsV), la mejor sensibilidad se encontré
con la pareja de cebadores A1/A2 (0,11 ufp/g de
hepatopdncreas).

La Unién Europea, establece controles para
los moluscos y sus areas de produccién basados
en indicadores bacterianos de contaminacién
fecal, especificamente E. coli. Sin embargo, mu-
chos estudios demuestran que muestras que
cumplen los criterios establecidos pueden no
estar libres de virus. Se realizé un estudio de la
contaminacidn viral en diversas especies de mo-
luscos bivalvos, tanto cultivados como silvestres
durante un periodo de 3 afios mediante técnicas
convencionales de RT-PCR y RT-PCR a tiempo real
(rRT-PCR). Con el fin de establecer la validez de
los indicadores, se determinaron las cantidades
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deE. coliy bacteriéfagos RNA F+ presentes en las
muestras.

Se observd una mayor contaminacién en
las muestras silvestres (57,6%) que en las cultiva-
das (54,4%), detectandose coexistencia de dife-
rentes virus en una misma muestra. El virus que
se detectd en un mayor nimero de estas mues-
tras fue HAV, seguido por el genogrupo Il de Noro-
virus (NoV), nterovirus, AsV, NoV Gl y Rotavirus.
No se encontrd una correlacion estadisticamente
significativa entre los recuentos de indicadores
con la presencia viral en las muestras.

Por otro lado, en estudios de distintos tipos
de depuracién comercial. se demostré la pobre
eliminacidn viral, encontrdndose los mismos por-
centajes de deteccién de HAV y NoV antes y des-
pués de la depuracion (7,6%y 1,5% respectivamen-
te). Los resultados de los bacteriéfagos RNA F+
mostraron, no sélo la pobre eliminacién de este
posible indicador viral durante el proceso depu-
rativo, sino una ausencia de correlacién con la
presencia de virus entéricos.

Por ultimo, se realizé un estudio de deteccion
de virus entéricos en muestras de moluscos
importados desde areas geograficas en desarro-
llo, detectéandose alguno de los virus analizados
en un porcentaje elevado (51,6%) de las muestras.
El virus con mayor prevalencia fue NoV Gl (32,3%),
seguido de AsV (22,6%), NoV Gll (9,7%) y HAV
(6,4%).

Los resultados de este estudio indican la
necesidad de una metodologia especifica y estan-
darizada para la deteccidn de virus, asi como de
estudios sistematicos de moluscos y sus areas
de produccidn, con el fin de evaluar la magnitud
real de la contaminacidn viral en el medio y
surelacion con la epidemiologia de las enferme-
dades entéricas de origen viral.

Estudios moleculares
del sistema regulador
de la degradacién
anaerdbica de benzoato
en Azoarcus sp. CIB
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Después de los carbohidratos, los compuestos
orgénicos mas extendidos en la naturaleza
son los aromaticos. Los microorganismos juegan
un papel crucial en la degradacién de estos com-
puestos mediante dos estrategias principales
dependiendo de la presencia o ausencia de oxige-
no. Para incrementar conocimientos acerca del
catabolismo anaerdbico de compuestos aromati-
cos, del cual se tienen menos datos que del aerd-
bico, se han estudiado los componentes respon-
sables de la regulacion del catabolismo anaerdbico
del benzoato en la b-proteobacteria Azoarcus sp.
CIB. Este sistema consta del operén bzdNOPQMS-
TUVWXYZA'y del gen bzdR que codifican las enzi-
mas implicadas en la degradacién anaerdbica del
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benzoato y el represor transcripcional BzdR, res-
pectivamente, controlados a su vez por los pro-
motores Py y P, respectivamente.

Para ello, se analizd la regulacién dependien-
te de oxigeno del cluster bzd, identificindose un
nuevo regulador, denominado AcpR, en Azoar-
cus sp. CIB, que es miembro de la familia Fnr, cuyo
papel es activar el promotor Py en ausencia de
oxigeno. Ademads, se caracterizé la expresidn del
promotor Pg que controla la expresién del gen
bzdR, el cual controla su propia expresion median-
te un sistema de feedback negativo.

Por otro lado, los estudios llevados a cabo
con la proteina BzdR demostraron que posee una
arquitectura modular constituida por dos domi-
nios funcionales, el que se une al ADN en el extre-
mo N-terminal y el que reconoce el inductor ben-
z0il-CoA en el extremo C-terminal, conectados
ambos por una regidn linker, los cuales demos-
traron ser capaces de mantener sus respectivas
funciones tras ser purificados de forma indepen-
diente. También se determiné que el linker esta
implicado en la transmision de informacion des-
de el dominio C-terminal, que sufre un cambio de
conformacion al unir el benzoil-CoA, al dominio
N-terminal, que detecta dicho cambio conforma-
cional y permite la expresién del promotor Py.

De forma paralela, se explord la posibilidad
de construir quimeras artificiales con nuevas fun-
ciones reguladoras. El dominio N-terminal fue
fusionado a la enzima siquimato quinasa | de E.
coli, generando una proteina bifuncional con acti-
vidad enzimatica y reguladora de la expresion del
promotor Py. El dominio C-terminal fue fusionado
al dominio de unién a ADN del represor Cl del
fago |, obteniéndose un regulador capaz de con-
trolar el ciclo litico del fago dependiendo de la
concentracién de benzoil-CoA intracelular.

Los datos acerca de la caracterizacién bio-
quimica, asi como la plasticidad de sus dominios
funcionales han permitido la elaboracién de un
modelo sobre el origen evolutivo de la proteina
BzdR.

Por ltimo, se caracterizaron las tres regiones
operadoras del promotor Py, |, Iy lll, que reco-
noce la proteina BzdR, demostrandose que la
unién del represor es cooperativa en forma de
4 dimeros, y que laregion | es suficiente para que
la regulacién ejercida por BzdR tenga lugar.

Caracterizacion de un nuevo
sistema de asimilacion
de hierro mediante sideroforos
en Vibrio anguillarum

Miguel Balado Dacosta
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de Santiago de Compostela.
n Vibrio anguillarum, el principal agente etio-
Iégico de la vibriosis en peces marinos, se han
descrito dos sistemas de asimilacién de hierro

mediante sideréforos que desempefan un papel
importante en el proceso infectivo. Uno de ellos,
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presente en gran parte de las cepas del serotipo
01, esta codificado por plasmidos del tipo pJM1,
mientras que el otro esta codificado por genes
cromosémicos y se ha descrito de forma prelimi-
nar en cepas de los serotipos Oiy 02 carentes de
pldsmidos. En este trabajo se hallevado a cabo la
caracterizacién de este nuevo sistema. Se describe
una regién cromosdémica que contiene 13 genes
(denominados genes vab) que codifica la sintesis
de un nuevo siderdforo de tipo catecol, la vancro-
bactina. Mediante la construccién de mutantes
por delecién de cada uno de estos genes, y su
correspondiente complementacion con el alelo
salvaje, hemos demostrado que esta regién cro-
mosoémica codifica la sintesis, regulacion, trans-
porte y utilizacidn de la vancrobactina en la cepa
RV22 del serotipo 02. El gen vabG codifica una
DAHP sintetasa que proporciona el aumento de
corismato necesario para que vabABC catalicen
su conversién en acido 2,3-dihidroxibenzoico
(DHBA), que es el grupo funcional de los side-
réforos de tipo catecol. El gen vabD codifica la fos-
fopanteteinil transferasa que activa las péptido-
sintetasas no ribosémicas codificadas por vabE y
vabF. Estas ensamblan finalmente la vancrobac-
tina a partir de DHBA, arginina y serina. La natu-
raleza quimica del siderdéforo ha sido confirmada
mediante su aislamiento, purificacién y analisis
estructural, y se corresponde con la N-[N’-(2,3-
dihidroxibenzoil)-D-arginil]-L-serina. El gen vabS
codifica un posible exportador de membrana que
participa en el proceso de secrecién y vabH codi-
fica una posible esterasa del ferri-sideréforo nece-
saria para la utilizacién del hierro captado con este
sistema. El cluster vab codifica también dos recep-
tores de membrana externa dependientes de
TonB: FvtA, que interviene en el transporte del
complejo hierro vancrobactina, y ORF13, que pare-
ce no expresarse. La expresién de los genes vab,
que se organiza en 6 unidades transcripcionales,
es dependiente de la concentracion de hierro,
siendo el represor global Fur el principal regula-
dor. Sin embargo, la regulacién es un proceso
complejo en el que la proteina VabR es necesaria
para que la expresion de vabG alcance niveles
maximos, siendo éste el Unico gen del sistema
fuertemente reprimido por hierro sin la interven-
cién de Fur. Ademas, se ha detectado la existencia
de un mecanismo, dependiente de ferri-vancro-
bactina, que activa la expresién del receptor FvtA.
El andlisis de la presencia de los genes de este sis-
tema en una coleccién de cepas de V. anguillarum
representativa de los diferentes serotipos, mostrd
que todas las cepas poseen los genes de sintesis
y transporte de vancrobactina, lo que sugiere que
éste es el sistema de sideréforos ancestral en V.
anguillarumy que el sistema codificado en el plas-
mido pJM1 es evolutivamente mds reciente. Por
ultimo hemos demostrado que V. anguillarum pue-
de utilizar, por medio del receptor FvtA, andlogos
sintéticos de vancrobactina como fuentes de hie-
rro. Este hecho, junto con la expresién demostra-
da de fvtA en una coleccién de cepas de los prin-
cipales serotipos patégenos, abre la posibilidad
de explotar este sistema de transporte de hierro
para el disefio de nuevos agentes antimicrobianos
contra la vibriosis, basados en sideréforos conju-
gados con antibacterianos, que puedan utilizar la
misma via de entrada en la célula que el sideréforo
nativo.
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S REVISITANDO EL CONCEPTOY DEFINICION DE ESPECIE

La taxonomia
del siglo XXI

Ramon Rossello Mora
Grup de Microbiologia Marina.

Institut Mediterrani d’Estudis Avancats (CSIC-UIB).
C/Miquel Marqués, 21. 07190 Esporles. Illes Balears.

Hace una década nos estdbamos preguntando cuantos
pelos debfamos tener en la cabeza. La cuestidn, sin
embargo, prevalece no sélo porque nadie los ha contado,
sino también porque el paso del tiempo provoca una caida
inevitable que desanima a cuantificarlos. Dicen por ahi que
tenemos entre 100.000 y 150.000, pero, claro, todo depende
de cdmo lo definamos. Los nimeros pueden variar si cabello,
vello, cejas, pestafas, barba... los consideramos sinénimos
0 no.Y es que la sinonimia y la homonimia (misma palabra
con distintos significados) son aspectos que dan muchos
dolores de cabeza a los cientificos, que creen hablar de lo
mismo cuando no lo hacen.

Sin embargo, otra cuestién que nos planteamos hace
una década sobre qué es una especie en procariotas y qué
pardmetros son los que permiten su circunscripcién, al no
afectarnos directamente los dnimos, si que se presta a revi-
sién. En una década han ocurrido numerosos cambios en el
ambito de la taxonomia de procariotas. Han aparecido nue-
vas metodologias de analisis, asi como nos hemos visto
inmersos en la vordgine de la secuenciacién de genomas.
Como os podéis imaginar, todo ello sirve para especulary
para discutir. En el fondo se estan haciendo avances impor-
tantes en el campo de la clasificacién basados en las nuevas
tecnologias. Sin embargo, también esta ocurriendo una
explosién de informacién que genera mucho ruido de fondo
y que impide un avance ordenado. Intentaremos desglosar
de dénde venimos y a dédnde vamos.

MONISMO, EL “ONE FOR ALL”
DE LOS BIOLOGOS Y UN POCO DE HISTORIA
SOBRE TAXONOMIA

| origen de las especies no hay que buscarlo entre los
papeles de Darwin escritos hace aproximadamente dos
siglos, sino que hay que remontarse mucho mds atras. El tér-

rossello-mora@uib.es

mino de especie, y por tanto laidea de lo que debe ser (con-
cepto) se remonta a mas de 2.400 afos cuando Aristételes
formula por primera vez la existencia de las dos primeras
categorfas que conformarian el esquema taxondmico de los
seres vivos. Aristdteles explica que los organismos estan
organizados en dos categorias, Especie y Género, ambas
observadas desde un punto de vista esencialista, o sea, crea-
das por un determinado Dios. El abandono de los dogmas
esencialistas se observa ya en la primera taxonomia seria
que construyd el sueco Lineo, aproximadamente hace tres
siglos. Este botanico amplié el nimero de categorias a cinco
agrupando Especies y Géneros en Ordenes, Clases y Reinos.
Durante doscientos afios, éstas fueron los cajones taxond-
micos en donde se iban clasificando los nuevos organismos
que se describian. La botanica y la entomologia fueron ramas
del conocimiento de especial actividad, y las descripciones de
nuevos taxones crecieron de forma exponencial, especial-
mente debido a la actividad de bidlogos altruistas decimo-
ndnicos. El problema que surge del incremento de descrip-
ciones de especies, y por lo tanto de categorias superiores,
es que con mas frecuencia las unidades que se observan no
se acomodan a las categorias prefijadas. La diversidad bio-
l6gica no se podia explicar mediante el uso de sélo cinco
estamentos jerarquicos. Debido a ello, hace aproximada-
mente medio siglo, los zodlogos Mayr y Simpson amplian la
jerarquia en catorce categorias mas, por tanto el esquema
taxondémico de los seres vivos se estructura en diecinueve
categorias. En fin, que tan sélo desde el punto de vista de
animales y plantas, organismos mal llamados superiores, la
clasificacidn de la diversidad bioldgica parece no ser un pro-
blema trivial.

Mayry Simpson, con su multiplicacién de las categorias,
aparentemente solventaron el primer problema generado
por la masiva descripcidn de especies. Estas se realizaban
generalmente desde un punto de vista morfoldgico (mor-
foespecies o taxoespecies), atribuyendo poder de discrimi-
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nacion a las diferencias en caracteristicas observables. Sin
embargo, los cientificos creen que la teoria de la existencia
de las especies no puede basarse en aspectos puramente
morfoldgicos, sino que debe estar basada en fundamentos
mas funcionales. Por ello se formula el concepto bioldgico
de especie (BSC), que esta basado en la capacidad de repro-
duccidn con descendencia fértil. Este, que ha sido uno de
los conceptos més defendidos entre los taxdnomos de ani-
males y plantas, resulta inviable debido al niimero de excep-
ciones observadas y que incluso ocurren entre animales. El
BSC ha sido reformulado varias veces con tal de poder dis-
poner de un concepto operativo. Sin embargo, pocas son
las taxonomias que se muestran satisfechas con esta for-
mulacién.

En realidad, existe un tremendo guirigay entre taxéno-
mos y filésofos que discuten el cdmo es la unidad que se
puede tomar como basica en un esquema taxondmico glo-
bal. Tal y como mencioné, entonces ya se contabilizaban con
aproximadamente 22 conceptos distintos, y muy probable-
mente este nimero ha crecido. Sin embargo, no hay manera
de llegar a un consenso sobre cudl aplicar, o0 qué es realmen-
te una especie. Cada uno de los conceptos es legitimo, ya
que distintas taxonomias observan su diversidad bioldgica
mediante distintos métodos y sistemas. Los bidlogos pre-
tenden usar un Unico sistema taxondmico, basado en una
sola jerarquia, para describir la diversidad de todos los seres
vivos. Ademads, se requiere que la unidad basica, especie,
sea comparable entre todas las taxonomias. Esta linea de
pensamiento de una unidad y un sistema para todos es lo
que se llama monismo. De forma contrapuesta, otra linea
de pensamiento serfa la pluralistica, y basicamente formula
gue se permita el que existan tantas taxonomias como sean
necesarias, una clasificacién para cada tipo de organismos.
Légicamente los bidlogos tienen sus reparos en desistir de
ser monistas. Desde mi punto de vista, el monismo tiene dos
inconvenientes a destacar si se quiere obtener un sistema
de clasificacion que refleje las relaciones de parentesco entre
todos los seres vivos. El primero es pdramente mecanico y
deriva del cdmo se analiza la diversidad bioldgica. Por ejem-
plo, mientras en artrépodos la clasificacion es puramente
morfoldgica, frecuentemente basada en especimenes muer-
tos, en otro tipo de animales se recurre a los impedimentos
morfoldgicos, fisioldgicos (especiacion simpatrida), o geo-
gréficos (especiacion alopatrida) para efectuar la reproduc-
cién. Mas dramatico es todavia el caso de microorganismos,
en especial procariotas, en los que ninguno de estos aspec-
tos se puede usar como pardmetro para discriminar patrones
de recurrencia naturales. De hecho, el cémo los investiga-
dores observan e identifican sus unidades ya difiere enor-
memente entre distintos tipos de organismos. El segundo
inconveniente es mas bien inherente a la naturaleza de los
seres vivos. El desarrollo de la evolucidn, y por tanto, las
modificaciones a nivel genotipico y fenotipico dependen de
las costumbres de cada tipo bioldgico. Parametros intrinse-
cos como el tiempo de generacidn, tipo de reproduccidn,

eficiencia en la gestacidn y procreacidn, sistemas de deto-
xificacion, de reparacién de DNA, etc..., o del entorno como
tipo de habitat, disponibilidad de recursos, amenazas a su
supervivencia, etc..., deben ser determinantes en cémo evo-
luciona un determinado tipo bioldgico. En consecuencia, las
limitaciones en la evolucién van a ser diferentes para cada
tipo de ser vivo. Entonces, o bien admitimos que las unidades
universales son necesariamente artificiales, y por ello pode-
mos usar una misma vara de medir, o bien se aplica una uni-
dad acomodada a cada tipo bioldgico, y entonces la circuns-
cripcion es mas natural. Ambos casos nos permiten
comparaciones, sélo hay que admitir la inevitable artificiali-
dad de la primera.

De hecho, y ligando estos aspectos filoséficos con la dis-
cusioén en el primer parrafo de este manuscrito, el término
de especie adolece de “homonimia”. O sea, que el mismo
término se usa para explicar unidades bioldgicas esencial-
mente distintas. Distintos cientificos usan el término de espe-
cie para explicar las unidades que ellos consideran se mere-
cen tal clasificacion. En el fondo, es un pluralismo (en
contraposicion a monismo) encubierto y no aceptado, pero
ampliamente ejercido.

ESPECIES EN MICROBIOLOGIA,
COMO LAS CLASIFICAMOS

al y como ya mencioné, en el siglo pasado los microbid-

logos tampoco estamos exentos de las discusiones sobre
cémo se concibe la idea de especie. A pesar de querer ser
monistas, y querer comparar nuestra unidad con la de las
distintas taxonomias de eucariotas, la verdad es que las espe-
cies de procariotas pueden compararse poco, no en el con-
cepto, sino en la manera de circunscribirlas. En microbiologia
se concibe especie como aquel grupo monofilético de orga-
nismos que muestran suficiente grado de coherencia gend-
mica y fenotipica como para identificarse de forma aislada
de sus semejantes. Nadie podra decir que este concepto no
sea universalmente aplicable. El problema, es cémo las defi-
nimos, 0 sea, COMO se enmarca una especie. Para empezar,
necesitamos tener los organismos que se van a describir en
cultivo puro, esta es la primera de las dificultades que encon-
tramos para clasificar. Pero luego, se debe obtener la mayor
cantidad de informacién tanto genética como fenotipica que
nos muestre que éstos merecen ser clasificados indepen-
dientemente.

La taxonomia, y en especial |la de procariotas, demanda
que el sistema que se genere sea operativo y predictivo. Eso
significa que no se puede construir una clasificacién que
impida el avance de alguna de las disciplinas tan dispares
como la medicinay la ecologia. Sin embargo, ambas tienen
unos requerimientos completamente distintos frente a la
taxonomia. Por ello, se recurre al pragmatismo a la hora de
clasificar microorganismos, para que el sistema sea operativo
para todas las disciplinas que hagan uso de la clasificacion.
Adema3s, el segundo requisito importante de un sistema
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taxondmico es el que sea predictivo. O sea, que al identificar
un aislado como miembro de un taxén existente, seamos
capaces de predecir un buen ndmero de aspectos tanto
genéticos, fisioldgicos o ecoldgicos de éste. Si el producto
final no es (til, o genera una informacién que no es fiable,
entonces no merece la pena.

El éxito de un buen sistema de clasificacidn de procario-
tas requiere de un exhaustivo estudio de los organismos
que configurarian las distintas categorias. Es por ello que
se demanda la obtencién de la mayor cantidad de informa-
cién posible sobre el taxdn a clasificar. Hay tres aspectos
basicos a tener en cuenta si se pretende dar nombre a una
unidad:

i. El nimero de aislados. La clasificacion de una nueva
especie deberia estar basada en un buen ndimero de aisla-
dos. La descripcidn de la diversidad intraespecifica nos
informa sobre qué aspectos pueden ser relevantes para el
taxdn, y cudles son probablemente accesorios. Es muy
importante disponer de la mayor cantidad de informacidn
que nos indique qué comparte un grupo de microorganis-
mos que hace que los consideremos como una misma uni-
dad. También lo es detectar aquellos caracteres accesorios
que hacen que comprendamos la riqueza genética y fisio-
|6gica del grupo en estudio. Dependiendo del tipo de orga-
nismos (e.g. aerobios/anaerobios, copiotrofos/oligotrofos,
versdtiles/fastidiosos, de crecimiento lento/rapido), podemos
encontrarnos con mayores o menores dificultades en la
obtencidén de cultivos puros. Pero el esfuerzo de aislar varios
organismos del mismo taxén confiere un enorme valor afia-
dido al trabajo. Es dificil poder recomendar un nimero mini-
mo de organismos que deberifan ser estudiados. Sin embar-
g0, estd claro que cuantos mas estudiemos mejor va a ser
la caracterizacion.

ii. Los métodos utilizados. Hay que estudiar el grupo de
microorganismos aplicando el espectro mas amplio posible
de métodos. (a) El potencial genético del organismo asf
como la posibilidad de entender las relaciones genealdgicas
y evolutivas del grupo, deberia ser estudiado de forma
exhaustiva. Los pardmetros cldsicos como la secuencia del
gen codificante para el RNAr 16S, el contenido GCy la hibri-
dacién DNA-DNA (DDH) son informaciones que deberfan
encontrarse en todo trabajo taxonédmico. Hoy en dia, es
absolutamente necesario haber analizado la secuencia del
gen que codifica para el RNAr 16S si se quiere publicar un
nuevo taxén. Esta nos informa no sélo de las relaciones
genealdgicas del nuevo grupo con sus semejantes, sino que
permite la busqueda de secuencias signatura que se usarfan
en la identificacion de miembros de la especie mediante
métodos moleculares. Si bien el contenido GC sélo se requie-
re para la descripcién de nuevos géneros, es un parametro
que puede ser de mucha utilidad a la hora de confirmar la
asignacion de una especie a una jerarquia mayor. Finalmente
el DDH no es un requerimiento si la secuencia del RNAr 16S
difiere mas de un 3% con los taxones mas cercanos. Sin
embargo, el uso de esta técnica es fundamental para enten-

Ramoén Rossell6-Maéra es Inves-
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el grupo de Microbiologia Marina
en el Instituto Mediterrdaneo de
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costeros. La actividad cientifica
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bios, con la aplicacion de técnicas moleculares al estudio
de los ecosistemas donde éstos habitan, asi como estu-
dios genémicos y metabolomicos de los aislados. Ade-
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la construccion de bases tedricas en la clasificacion de
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matic and Applied Microbiology. Ademads, es miembro
de la Judicial Commission of the International Committee
for Systematics of Prokaryotes (JC-ICSP), asi como del Ad
Hoc Committee for the Evaluation of the Species Defini-
tion of Prokaryotes.

der que todos los aislados realmente pertenecen a un mis-
mo taxdn. Ademas de estas técnicas clasicas, se han desa-
rrollado nuevos parametros moleculares que permiten
entender la coherencia filogenética y genotipica entre
microorganismos. Métodos tales como el RAPD, AFLP,
PFGE... nos pueden ayudar a entender si existen variantes
clonales en el grupo de estudio. Ademads, se estan desarro-
llando nuevas aproximaciones metodoldgicas que estan lla-
madas a sustituir el DDH. Las mds importantes son el calculo
del “Average Nucleotide Identity” entre genomas (ANI), o
el uso de la metodologia “Multilocus Sequence Analysis”
(MLSA), pero ambas las explicaremos mas exhaustivamente
en el Ultimo apartado debido a la relevancia que estdn adqui-
riendo en Taxonomia.

(b) El fenotipo, que es la expresién del genotipo, debe
ser también exhaustivamente estudiado. Sobretodo porque
nos informa sobre aspectos funcionales de los organismos
que pueden ser relevantes tanto en medicina, como en eco-
logia u otras disciplinas microbioldgicas. En general, se estu-
dian aspectos metabdlicos de los organismos mediante el
uso de pruebas bioquimicas. Se estd poniendo de moda el uso
de sistemas miniaturizados comerciales (API, Biolog) para
analizar el metabolismo de los nuevos organismos. Sin embar-
g0, estos sistemas pueden no siempre funcionar adecuada-
mente ya que algunos requerimientos (e.g. salinidad, pH,
vitaminas, elementos traza, presién parcial de oxigeno...)
pueden no estar garantizados en el propio sistema. Ello con-
lleva a una observacidn errénea de la expresion del genotipo
de los organismos en estudio. Es bueno usarlos, pero con
conocimiento de causa. Sin embargo, existe una miriada de
pruebas metabdlicas que uno puede preparar en su propio
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laboratorio (e.g. rangos de tolerancia a sal, temperatura,
pH,..., o determinadas actividades enzimaticas,... ). No exime
de culpa el no hacerlo si es puramente un problema de desi-
dia. Finalmente, se deben estudiar los aspectos quimiotaxo-
ndémicos de una manera también exhaustiva. Datos como
perfiles de acidos grasos, de poliaminas, de quinonas respi-
ratorias, de lipidos polares, siderdforos, ... pueden darinfor-
macién muy relevante y necesaria. Por ejemplo, el tipo de
pared celular en grampositivos es un buen parametro iden-
tificativo de determinados grupos. En general, es muy util
recurrir a la quimiotaxonomia para poder encontrar aspectos
fisiolégicos que puedan ser Utiles para identificar el taxén en
estudio. Suelen no fallar.

iii. Incluir cepas de referencia. El tercer aspecto de gran
importancia es que se deben estudiar los nuevos aislados
juntamente con cepas de referencia. Es frecuente encontrar
en la literatura nuevas clasificaciones que han establecido
sus tablas de diagndstico utilizando informacién publicada.
Sin embargo, las pruebas bioquimicas pueden variar de labo-
ratorio en laboratorio, y es absolutamente necesario que las
cepas de referencia se estudien simultdneamente con las
cepas problema. De hecho, hay que manejar personalmente
las cepas tipo de cada especie que se quiera comparar. Estas
son las cepas de referencia con las cuales se describid origi-
nalmente la especie. En las nuevas clasificaciones es impor-
tante reportar las diferencias observadas con la literatura,
y asi enmendar la descripcidn original. En la propia descrip-
Cién se deberd denominar una cepa como la de referencia
del grupo (cepa tipo de la nueva especie) que se depositard
en dos colecciones de cultivo internacionales con tal de
hacerla disponible a la comunidad cientifica.

DESCRIPCIONES DE UNA SOLA CEPA
(EL “TODO A CIEN” DE LA TAXONOMIA)

o y, si Samuel T. Cowan levantara la cabeza! Este inves-

tigador, probablemente uno de los mas influyentes
en el siglo pasado, no darfa crédito al ver cémo la taxonomia
se ha convertido en un ejercicio en obtener publicaciones
de “low cost”. Y es que una de las practicas mas importantes
que podemos observar en las tltimas décadas es la clasifi-
cacidn de nuevos taxones basados simplemente en una sola
cepa. Por ejemplo, y sélo analizando lo ocurrido durante el
ano 2008, de las 482 clasificaciones nuevas aparecidas en
el IJSEM, el 80% sélo cuenta con una cepa, la cepa tipo. La
abundancia de estas descripciones esta provocando opinio-
nes contrapuestas. Por un lado, es necesario describir toda
la diversidad microbiana que se encuentra en la biosfera.
Toda novedad debe ser reportada, y si tenemos en cuenta
que en estos momentos sélo se han descrito unas 8.000
especies de procariotas (frente a mas de 1.000.000 de insec-
tos), estamos muy lejos de poder tener unaidea claradela
verdadera diversidad existente que se hipotetiza de érdenes
de magnitud superiores. Sin embargo, la practica actual es
que si se obtiene en cultivo puro un organismo que puede

representar una nueva especie, éste se convierte en el tnico
material con el que se basan las descripciones, y pocos son
los esfuerzos en obtener nuevos aislados semejantes. En
principio no deberia tratarse de un problema si no fuera por
que el esfuerzo en la clasificacién es en general muy parco.
Muy pocas son las descripciones que cuentan con un amplio
abanico de caracteristicas que explican cémo es el organis-
mo. La mayoria de descripciones estan basadas en la secuen-
ciacion del gen codificante para el RNAr 16S, algunos carac-
teres fenotipicos diferenciadores (generalmente basados
en sistemas comerciales), y en algunos casos perfiles de aci-
dos grasos. En pocas ocasiones se observa el estudio por
DDH y la descripcidn de otros caracteres quimiotaxondmicos
importantes. Ademas, en la mayoria de los casos el trabajo
de laboratorio esta limitado al uso del nuevo aislado ya que
las caracteristicas de los taxones mds cercanos estdn toma-
das de la literatura. En general cabe pensar que la calidad
de las descripciones es tan baja que no garantiza la identifi-
cacién de nuevos miembros de la misma especie. Con una
sola cepa no se puede describir la diversidad del taxon, ni
tampoco poder entender qué caracteres son realmente rele-
vantes para su caracterizacion. En este aspecto, el “Interna-
tional Committee for Systematics of Prokaryotes’ ha expre-
sado su preocupacién, y por ejemplo no se van a validar
nuevas especies si no se demuestra que la caracterizacion
en el laboratorio se ha realizado en paralelo con las cepas
de referencia. En los ultimos anos, la tolerancia en la clasifi-
cacion de nuevas especies ha llevado a que con un bajo coste
y esfuerzo se puedan obtener publicaciones en revistas SCI.
Sitenemos en cuenta que la mayoria de éstas se realizan en
paises con relativamente pocos recursos en investigacion
(casi el 70% de las descripciones se realizan en naciones del
lejano oriente, especialmente China, India y Corea), parece
ser que hubieran encontrado un filén para obtener publica-
ciones de manera facil. Sin embargo, pocos son los taxdéno-
mos occidentales que no cuentan con una publicacién de
este estilo. ;El que esté libre de pecado, que tire la primera
piedra!

Realmente estamos frente a un problema cuyas dimen-
siones son dificiles de prever. Se estan describiendo simple-
mente aislados, sélo que se les da un nombre y un sitio en
la clasificacién. Parece mas un catdlogo de nuevos organis-
mos que de nuevos taxones. Probablemente, una descrip-
cién tan parca de un aislado, sin proponer una clasificacion,
dificilmente se aceptaria para su publicacién a no ser que
tuviera unas particularidades fisiolégicas o genéticas tan
extraordinarias que fuera de interés cientifico. Es de prever,
sin embargo, que en un futuro esta actividad disminuya al
imponer mayores trabas en la publicacidn, asi como buenos
taxénomos emprendan estudios serios sobre grupos de
especies ya clasificadas y asi comprender su verdadera
estructura taxondmica. Las clasificaciones basadas en una
sola cepa deben ser permitidas, claro estd, pero sdlo si se
muestra que el trabajo de caracterizacion es exhaustivo y
convincente.
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LA TAXONOMIA DE LAS BASES DE DATOS
O LA CLASIFICACION DEL SIGLO VEINTIUNO

o todo es malo en la nueva era de la taxonomia. Si

Samuel T. Cowan levantara la cabeza, también quedaria
impresionado por las nuevas herramientas que se estan des-
arrollando para poder catalogar la diversidad microbiana.
En la dltima década han aparecido nuevos avances impor-
tantes en el estudio de los microorganismos. En general, los
mads exitosos estan ligados al andlisis del genoma o de deter-
minantes genéticos. Estos esfuerzos llevan a que se generen
bases de datos publicas que permiten estudios de forma
independiente al cultivo en el laboratorio. Por lo que los estu-
dios comparativos con nuevos aislados podrdn hacerse sin
tener que recurrir al material vivo.

Hay que aplaudir el que mds del 90% de las especies des-
critas tengan su gen del RNAr 16S secuenciado. El actual
esquema taxondmico estd basado en los resultados de la
reconstruccién de éste gen, asi como las decisiones actuales
sobre qué y cdmo se conforman las categorias taxonémicas.
Existen varias bases de datos dénde poder encontrar las
secuencias curadas de EMBL/GenBank como el “Ribosomal
Database Project” (RDP, http://rdp.cme.msu.edu); Greenge-
nes (http://greengenes.lbl.gov/cgi-bin/nph-index.cgi); SILVA
(http://www.arb-silva.de), etc... Sin embargo nosotros
hemos generado una base de datos curada sélo con las
cepas tipo de las especies existentes en lo que hemos lla-

mado el “Living Tree Project” (LTP, http://www.arb-silva.de/
projects/ living-tree). EI LTP se actualiza de forma regulary
ofrece las secuencias curadas y alineadas, una para cada
cepatipo de cada especie. Ademas, también presenta arbo-
les en distintos formatos con la filogenia de las cepas tipo.
Es una herramienta muy util para identificar si uno esta tra-
bajando con una especie nueva o no.

Ademds, el desarrollo de la gendmica estd promoviendo
que también se haga un esfuerzo importante en la obtencién
de la secuencia completa de los genomas de las cepas tipo.
Si bien ahora sélo hay aproximadamente 150 cepas tipo
secuenciadas, es de esperar que en un tiempo relativamente
breve este nimero aumente al menos en un orden de mag-
nitud. De hecho, la comunidad internacional estd fomentan-
do el que se de prioridad a la secuenciacidon completa de
todas las cepas tipo. El disponer de secuencias permitira
dejar de lado métodos de andlisis que se estdn quedando
obsoletos. La determinacién del contenido GC no va a ser
analizado quimicamente, sino sélo “in silico”. Ademds, la
hibridacién de acidos nucleicos se podra sustituir por méto-
dos bioinformaticos de comparacién de genomas. En este
aspecto, han surgido varias propuestas como sustitutas de
DDH. Vamos a destacar las dos mas importantes.

En primer lugar el “Multilocus Sequence Analysis” (MLSA),
que consiste en secuenciar varios genes esenciales (de entre
5y 10) en todos los organismos en estudio y mediante la con-
catenacidén de sus secuencias se puede resolver con mayor

sensibilidad la estructura genealdgica del taxén y
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sus semejantes, y decidir si estamos trabajando con
una nueva especie o no. Entre los genes mas usados
contamos con rpoB, rpoD, gyrB, dnaJ, atpA, phes,...
pero existen hasta mds de 30 genes de presencia
casi universal. Esta metodologia se ha puesto de
moda en taxonomia, sin embargo, pocos son los
investigadores que usan mas de tres genes. Ademas,
es facil caer en sesgos. El mayor problema en efec-
tuar MLSA es la seleccidn de los genes. La decision
sobre qué genes se amplifican y secuencian esta
generalmente ligada a la facilidad en disefar ceba-
dores y a que la amplificacién funcione y sea espe-
cifica. En general nos vamos a encontrar con pro-
blemas tanto en el disefio de cebadores como enla
amplificacion de los genes, sobretodo si el genoma
- de algun representante cercano no estd secuencia-
do. Sé de “bona fide” que, en muchas ocasiones, si

Figura 1. Correlacién entre el porcentaje de similitud obtenido por
hibridacion (DDH) y el porcentaje medio de identidad de nucleétidos
(ANI) entre genomas. El limite de especie generalmente se ha trazado
entorno al 60-70% de similitud de DDH. Este rango de hibridacién
tiene su correspondencia en el entorno entre 94-96% de identidad
ANI. En un futuro la secuenciacion completa o parcial (al menos un
20% del genoma al azar) permitira determinar el ANl y evitar el uso
de la técnica DDH. Estos parametros se pueden calcular con el pro-

grama JSpecies (<http://www.imedea.uib.es/jspecies>)

los cebadores no amplifican o el amplicdn no es
especifico, entonces se elimina el gen de la lista.
Todo ello conlleva a que al final se cometa un sesgo
hacia los genes seleccionados mas conservados y
por tanto pueden no reflejar la verdadera filogenia
del organismo en cuestidn. Parece, sin embargo,
que en general las divergencias de mas del 3% en
identidad de nucledtidos (utilizando mas de 5 genes)
podria reflejar las especies microbianas tal y como
las hemos definido genédmicamente.
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Por otra parte, el andlisis comparativo entre geno-
mas no estd sometido a sesgo en la seleccidn ya que
se analiza todo contra todo. La medida del “Average
Nucleotide Identity” (ANI), que es la media en laiden-
tidad de nucleétidos entre genes ortélogos compar-
tidos entre dos genomas (o bien entre fragmentos
originados al azar), parece dar una muy buena reso-
lucién para circunscribir especies. De forma empirica
parece que entre 95 - 96% de ANI podria reflejar el
entorno de 60 - 70% de similitud por DDH (Figura 1).
Este parametro muy probablemente sustituya en un
futuro préximo la circunscripcion cldsica basada en
DDH. De forma andloga el “Average Amino acid Iden-
tity” (AAI), que es la media en la identidad de amino-
acidos entre proteinas codificadas por genes ortdlo-
gos compartidos entre dos genomas, parece reflejar
las relaciones filogenéticas entre categorias superio-
res a especie, y podria ser usado en un futuro para su
circunscripcidn. Es de prever que los andlisis genédmi-
cos se transformen en el sustrato para la configura-
cién de un sistema taxonémico estable.

Finalmente, no se puede concebir una descrip-
cién de taxones solamente basandose en parame-
tros genéticos. Por ello la descripcién del fenotipo
es de suma importancia. Al igual que la gendmica, es
de prever que en un futuro se fomente la genera-
cién de informacion que permita estudios in silico
independientes del cultivo y fundamentados en
bases de datos. Aunque el campo estd todavia por
explorar de manera exhaustiva hay dos posibilidades
que me gustaria mencionar. En primer lugar, los estu-
dios de metaboldmica basada en espectrometria de
alta resolucion (ICR-FT/MS) permiten observar la
diversidad de metabolitos de bajo peso molecular
(entre 50 —1.000 D) correspondientes a un organis-
mo (Figura 2). En general la presencia e intensidad
de éstos puede estar ligada a las condiciones de cul-
tivo, pero auin asi se pueden identificar metabolitos
que puedan ser caracteristicos y discriminativos del
taxdn en cuestidn, tal y como se observd con los sul-
fonolipidos en Salinibacter ruber. Por otra parte, la
técnica espetrométrica de Maldi-Tof permite obser-
var la diversidad de moléculas de alto peso molecular
(2.000-20.000 D). Aparentemente, los perfiles que
se observan son menos dependientes de las condi-
ciones de cultivo, y en los extractos celulares crudos
muchos de los picos observados se corresponden
con proteinas ribosomales. En este aspecto se estd
experimentando en la identificacién de aislados cli-
nicos ya que se requiere muy poco material celular
y poca experimentacion. En ambos casos, se generan
bases de datos fundamentadas en perfiles molecu-
lares. Estas permitirdn la comparacién entre multi-
ples organismos con independencia de tener en las
manos el material vivo.
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Figura 2. La espectrometria de masas permite estudios de la com-
posicion quimica de los organismos en estudio. Por ejemplo, los
perfiles de extractos crudos de microorganismos por la técnica
de Maldi-Tof (A, Haloferax mediterranei; B, Salinibacter ruber), nos
muestran la presencia de moléculas de alto peso molecular de
entre 2.000y 20.000 D (en estos casos generalmente relacionadas
con las proteinas ribosomales). Por otra parte, la técnica del ICR-
FT/MS (C, perfil de Salinibacter ruber) permite determinar la pre-
sencia de masas moleculares pequenas de entre 50 y 1.000 D,
generalmente asociadas a metabolitos celulares directamente
relacionados con el metabolismo celular. Ambos métodos gene-
ran perfiles que pueden ser usados en la identificacion y compa-
racién de aislados, y ademads, quedar recogidos en bancos de
datos disponibles publicamente.
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EPILOGO

L ataxonomia es util, no sélo para los taxdnomos sino para
cualquier ambito del conocimiento. Sin embargo, la uti-
lidad depende de la operatividad y capacidad de prediccidn
del sistema generado. En microbiologia, y a pesar de criticas
por parte de no taxdnomos, hemos conseguido generar un
sistema de clasificacién basado en el estudio tanto del geno-
tipo como del fenotipo, a diferencia de la mayor parte de
taxonomias de eucariotas que todavia se basan en estudios
morfoldgicos. Los pardmetros necesarios estan muy claros a
pesar de que muchas descripciones sean demasiado parcas.
Sin embargo, las nuevas metodologias que producen enor-
mes bases de datos que pueden ser comparadas in silico
construyen el futuro de la taxonomia. Es de prever que en
un futuro préximo, con el abaratamiento de los métodos
analiticos, la catalogacion de taxones esté fundamentada
en comparaciones por métodos bioinformaticos y que los
tubos de ensayo de colores pasen al recuerdo romantico del
trabajo en la poyata.
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Resenas de Congresos

IX Reunion de la Red Nacional
de Microorganismos Extremofilos

Ramon Rossello Mora
Grup de Microbiologia Marina.

Institut Mediterrani d’Estudis Avancats (CSIC-UIB).
C/Miquel Marqués, 21. 07190 Esporles. Illes Balears.

urante los dias 1y 2 de octubre tuvo lugar la reunién anual

de la Red Espafiola de cientificos que investigamos sobre
la biologia de organismos extremdfilos. Esta, que tuvo lugar en
el Club Pollentia Resort del Puerto de Alcudia en Mallorca, ha
dado continuidad a las actividades que la Red lleva a cabo desde
su constitucion en 1995. El nimero de asistentes superd con
creces los prondsticos iniciales en mas de un 140%, y por ello
nos congratulamos del importante éxito de convocatoria. Del
total de 74 participantes, la mayoria (70%) fueron jovenes inves-
tigadores, y a ellos los podemos considerar como los verdaderos
protagonistas ya que se responsabilizaron de casi todas las
ponencias presentadas. Ademas de las 31 comunicaciones rea-
lizadas por los miembros de la red, tuvimos la presencia de cua-
tro investigadores extranjeros que dieron las charlas plenarias.
Contamos con Wolfgang Ludwig, de la Universidad Técnica de
Munich; Mike Dyall-Smith, del instituto Max Planck de Bioqui-
mica de Munich; Milton Da Costa, de la Universidad de Coimbra;
y Gerard Muyzer, de la Universidad de Delft.

La investigacién que se ha presentado durante la reunién
se ha extendido entre la ecologia y diversidad de microorga-
nismos extremdfilos, hasta su genética, biologia molecular y
aplicaciones biotecnoldgicas. Se han tratado temas fundamen-
tales en la biologia de microorganismos termdfilos, aciddfilos,
haldfilos y psicréfilos. Temas que hanido desde la clasificacién
taxondmica, la diversidad de habitats que colonizan, hasta
aspectos de gendmica, metaboldmica y aspectos funcionales
de su genética y metabolismo. En general se fomentd que fue-

rossello-mora@uib.es

ran los estudiantes los que explicaran sus temas de investiga-
cién. Por ello se permitieron un total de 31 ponencias de apro-
ximadamente 15 minutos. Un programa relativamente apreta-
do, pero que permitié no sdlo el que los estudiantes expresaran
sus investigaciones, sino que también pudieran experimentar
la realizacién de ponencias orales frente a un publico especia-
lizado. Ademas de las charlas propias de los miembros de la
red, los invitados internacionales pudieron explicar sus inves-
tigaciones en ponencias de 30 minutos. Estas nos informaron
sobre aspectos fundamentales de la reconstruccién geneald-
gica molecular, como de aspectos genéticos y metabdlicos de
organismos termdfilos y acidéfilos. Ademas, se introdujeron
nuevas informaciones sobre las poblaciones de virus (fagos)
en ambientes halinos extremos.

En general hubo una muy buena acogida, y la sensacién
de que el nivel de la investigacién en Espafia es alto y pionero
en el campo. Los dos dias sirvieron para intercambiar cono-
cimientos, asi como para generar nuevos lazos de investi-
gacion compartida entre los miembros de la red. La reunién
estuvo subvencionada con fondos de las acciones especiales
BI02008-04954-E del Ministerio de Educacidn y Ciencia,
AAEE006908-08 de la Conselleria d’Economia, Hisenda i Inno-
vacié del Govern de les llles Balears, y MP-1776-EC del Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas. Finalmente, cabe des-
tacar las subvenciones de la red cubrieron todos los gastos
de pernoctacién y manutencién de todos los participantes
enlared.
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Darwin y la vida en condiciones extremas
(lecciones de un naturalista)

Ricardo Amils

Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa (UAM-CSIC)

lo largo de los siglos XVIIl y XIX se desarrollaron nume-

rosas expediciones cientificas, todas ellas con un nota-
ble interés por las ciencias naturales. Estas expediciones
formaron a un notable nimero de naturalistas que hicieron
grandes aportaciones a la ciencia de la época. En una de
ellas, la del H.M.S. Beagle, participd muy activamente un
joven recién graduado en teologia llamado Charles Darwin.

A finales de 1831, Darwin a sus 22 afos, embarcé en el
Beagle gracias a las recomendaciones del profesor Henslow,
con el fin de participar en una expedicion cientifica alrededor
del mundo. Darwin fue un notable observador y se sintié
impresionado por la singularidad de los lugares explorados:
la exhuberancia de la selva, las huellas de la historia geold-
gica, lainmensidad de la Patagonia, la monumentalidad de
los Andes y la aridez del desierto peruano. Asimismo, realizd
numerosas observaciones socio-culturales, todas ellas con-
venientemente descritas en sus notas de viaje y que tuvieron
una gran influencia en su obra. La realidad social que habia
observado le permitié afirmar “... las variedades humanas
parece que reaccionan sobre otras de la misma manera que
las diferentes especies animales, destruyendo siempre el mds
fuerte al mds débil...”, la esencia del mecanismo de seleccién
natural que propuso posteriormente.

Una de las grandes pasiones de Darwin fue la geologia.
Fitz-Roy, el capitdn del Beagle, le regalé al embarcar un
ejemplar de los “Principios de Geologia” de Charles Lyell,
el cual fue sulibro de cabecera durante el viaje. Su primera
publicacidn cientifica se realizé después de observar los
efectos causados por el terremoto que asol6 el sur de Chile,
que tuvo como consecuencia la elevacién de la costa en
unos cuantos metros. Este acontecimiento le permitid con-
cluir que los fendmenos geoldgicos son hechos en cons-
tante desarrollo. Camino de los Andes pudo evidenciar que
la geologia del planeta era dindmica y que su evoluciéon
habia sido lenta y gradual. Darwin demostrd un talento
inusual para extraer nociones generales a partir de la obser-
vacion de hechos concretos, lo que le permitid relacionar
la geologia con la biologia y comprender que la evolucidn
era un proceso simple y observable.

y Centro de Astrobiologia (INTA-CSIC)

Conocidas son las aportaciones de Darwin al estudio
de la evolucidn bioldgica. Este afio ademds de celebrar el
bicentenario de su nacimiento, conmemoramos el 150 ani-
versario de la publicacién de su obra mas conocida “El ori-
gen de las especies”. Numerosas reuniones de especialis-
tas han analizado en profundidad la influencia que las ideas
de Darwin han tenido en distintos campo de la biologia,
en general, y de la biologia evolutiva, en particular. Pero
me ha parecido interesante ejemplarizar su capacidad sin-
tetizadora y premonitora en un campo novedoso de la bio-
logia, la extremofilia, a partir de la exploracién de los lagos
salobres de Rio Negro en Argentina.

Sus observaciones fueron convenientemente recogi-
das en sulibro “The Voyage of the Beagle (1839)”, tradu-
cido al castellano con el curioso titulo de “Viaje de un natu-
ralista alrededor del mundo”. En el capitulo IV, después
de una descripcién minuciosa de las caracteristicas de
lalaguna salada en las distintas épocas del afio, describe la
recoleccidn de la sal por los lugarefios, el andlisis de su
composicién y pureza por uno de los tripulantes del Bea-
gle, y su extrafieza de que su calidad para la conservacion
de alimentos fuese menor que la de la sal obtenida por
evaporacion de agua de mar. Continda describiendo las
caracteristicas de lalaguna, de sus bordes fangosos malo-
lientes, de los cristales de yeso y de sulfato de sodio que
crecen en los mismos, y de las algas que forma parte de
la espuma que el viento arrastra a la orilla. También apre-
cia el color rojizo de las aguas, el cual cree que se debe a
la presencia de infusorios. Le sorprende la presencia de
gusanos en los fangos, y se pregunta como podran sobre-
vivir en la época en la que el agua se evaporay una gruesa
capa de sal cubre la entera superficie de la laguna. Des-
cribe la presencia de flamencos en las salinas y subraya
que los ha visto en todos los lagos salados visitados de la
Patagonia, Chile y las Islas Galdpagos, sugiriendo que los
mismos se alimentan de los gusanos, que a su vez lo hacen
de los infusorios o de las algas.

Todo ello le indica que efectivamente existe un mundo
adaptado alas lagunas saladas de tierra adentro. La exis-

B 4826

Actualidad Ny (.

Diciembre 2009



tencia de un crustaceo denominado Cancer salinus (hoy en
dfa conocido con el nombre de Artemia salina) en lagunas
salinas de lugares tan distantes como la Patagonia y Siberia
le permite concluir: “;Puede afirmarse, sin lugar a dudas,
que todas las partes del mundo son habitables! Ya sean
lagos de agua salobre o lagos subterrdneos escondidos deba-
jo de montanas volcdnicas, ya sean fuentes minerales de
agua cdliente, las vastas profundidades del océano, las regio-
nes superiores de la atmdsfera, o incluso la superficie de las
nieves perpetuas: jTodas sustentan vida!”

Partiendo de las observaciones realizadas en un
ambiente extremo producto de la presién osmdtica gene-
rada por la elevada concentracién de sales (condiciones

tan inhdspitas para la vida que constituyen uno de los
métodos mds comunes de preservacion de alimentos),
Darwin intuyd que, dado suficiente tiempo, la vida era
capaz de adaptarse a condiciones extremas muy distintas.
De esta manera, se adelantaba a un drea de conocimiento
inexistente por inimaginable hasta hace poco mas de trein-
ta afios. Es mas, los estudios de algunos de estos ecosis-
temas se estdn iniciando en la actualidad, como la geomi-
crobiologfa del subsuelo o la microbiologia atmosférica.

Los asistentes a la reunién anual de la red de Extremd-
filos (REDEX2009), que este afio se ha celebrado en Alcudia,
aceptaron la propuesta de considerar a Charles Darwin, por
su capacidad premonitoria, pionero de la extremofilia.
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IS RECURSOS MICROBIANOS

La importancia de los centros de recursos microbianos y los retos a los que se enfrentan

El caso de la CECT

COLECCION ESPAROLA DE CULTIVOS TIPO

LOS CENTROS DE RECURSOS BIOLOGICOS
(BIOLOGICAL RESOURCE CENTRES):
INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

a concepcidn tradicional de las colecciones de cultivos

ha ido evolucionando a medida que se ha tomado con-
ciencia del potencial que representan los diversos recursos
biolégicos (microorganismos vivos, células, genes y la infor-
macién que contienen), que constituyen las materias primas
para el avance de la investigacidn y el desarrollo en todo lo
relacionado con las ciencias de la vida y sus multiples apli-
caciones (salud humana y animal, biotecnologia, biorreme-
diacion, etc.). La revolucién experimentada por las nuevas
herramientas de la Biologia Molecular en la segunda mitad
del siglo pasado incrementd sustancialmente las posibili-
dades de caracterizary utilizar dichos recursos para el bene-
ficio de la humanidad.

En 1999 la OCDE reunié en Tokio a expertos de sus paises
miembros para estudiar y regular la recoleccidn, el ma-
nejo/conservacion, y la distribucion de los recursos bioldgi-
cos. Sereconocié laimportancia de llevar a cabo un correcto
manejo y control de dichos recursos en un momento de gran-
des avances biotecnoldgicos. En dicha reunidn se definié a
los BRCs como: “Una parte esencial de la infraestructura
sobre la que descansan las Ciencias de la Vida y, muy particu-
larmente, la Biotecnologia”. Se definieron los diversos
“dominios”” dentro de los recursos biolégicos, uno de los cua-
les comprende a los microorganismos. Se creé un grupo de
trabajo, Task Force on Biological Resource Centres (TFBRC)
cuya misién fue definir la naturaleza de la futura sostenibi-
lidad de las colecciones de cultivos, asi como los servicios a
ellas asociados y sus obligaciones de proveer acceso a recur-
sos bioldgicos de alta calidad.

Esperanza Garay
Directora de la CECT.

Tras la primera reunidn y las del TFBRC en Paris en 2000
y 2001, la OCDE publicd las principales conclusiones sobre
la necesidad de crear los BRCs y las principales lineas de
actuacion (OECD, 2001: “Biological Resource Centres: under-
pinning the future of Life Sciences and Biotechnology”).

Los BRCs cumplen dos funciones esenciales en la bioe-
conomia basada en el conocimiento:

- Participan directamente en iniciativas cientificas y, por
tanto, generan nuevos conocimientos sobre la diver-
sidad microbiana.

- Son mediadores cientificos entre diferentes disciplinas
y usuarios, poniendo a disposicidn de la sociedad los
recursos microbianos que mantienen y la informacion
sobre los mismos.

Las principales actividades que definen a un BRC segtin
la OCDE, son las siguientes:

- Conservar la Biodiversidad.

- Realizar actividades de 1+D sobre dichos recursos bio-
[égicos.

- Actuar como depositarios de recursos bioldgicos para
la proteccidn de la propiedad intelectual.

— Preservary proveer recursos bioldgicos para activida-
des de 1+D de cardcter cientifico, industrial, agricola,
ambiental, médico, y sus aplicaciones.

- Contener la informacion y los recursos para hacerla
llegar al publico y para el desarrollo de lineas de ac-
tuacion.

- Funcionar con criterios de calidad internacionales.

FINANCIACION Y SOSTENIBILIDAD
DE LOS BRCS

En el documento sobre BRCs de la OCDE (capitulo 3, pagi-
na 23), ésta subraya la necesidad de contar con fuentes
de financiacion adecuadas y estables a largo plazo para ase-
gurar la supervivencia, estabilidad y sostenibilidad de los
BRCs, dado su papel crucial como conservadores y deposi-
tarios y suministradores de los recursos bioldgicos. Asimismo
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estima el coste que supone para una coleccidn la incorpo-
racién de un nuevo cultivo bacteriano, teniendo en cuenta
todos los gastos derivados del control de calidad, validacién,
conservacion a largo plazo y distribucién.

Para poder hacer frente a tales gastos, la OCDE menciona
una serie de fuentes de financiacién, que van desde la
gubernamental (imprescindible) a cualquier otra fuente,
bien publica o bien privada, incluyendo entre los ingresos
aquellos derivados de los propios servicios ofertados por la
coleccidn. Estos Ultimos jamds deberian ser la base principal
de la financiacién de un BRC porque lejos de darle mas auto-
nomia, lo hace mas vulnerable. No hay que olvidar que una
buena parte de los servicios de un BRC son gratuitos (p. ej.
el depésito de cepas en régimen publico) y que en los demds
la tarifa aplicada no cubre habitualmente el gasto real del
servicio, de hecho suele ser bastante inferior.

El problema de la financiacién de los BRCs, de suimpor-
tancia en el nuevo entorno socioecondmico y de los retos a
los que se enfrentan ha sido puesto de manifiesto muy re-
cientemente en el nimero de noviembre de la prestigiosa
revista Nature Reviews in Microbiology (http://www.nature.
com/nrmicrofjournal/vz/n11/pdf/nrmicro2246.pdf).

En la actualidad hay 558 colecciones de cultivos micro-
bianos registradas en el Directorio Mundial de Colecciones
de Cultivos (WDCM), que retinen un ndmero aproximado de
1,5 millones de microorganismos. De ellas, 188 colecciones
se encuentran en Europa y conservan entre todas mds de
600.000 cepas. Lainmensa mayoria estan financiadas en su
mayor parte por el gobierno o las universidades, y muy pocas
por fondos privados o por la industria.

SITUACION DE LA CECT

diferencia de la gran mayoria de colecciones publicas,

en el caso de Espaia la CECT no recibe ninguna ayuda
a nivel nacional, a pesar de los repetidos intentos realiza-
dos por esta direccidn y la anterior. La Universidad de
Valencia contribuye en forma de espacios, servicios bdsicos
y financia el sueldo de una técnico superior de plantilla
(nuestra curator de hongos, Laura Lépez). Ello representa
un porcentaje que en los ultimos seis afios ha estado en
torno al 12-20 % (promedio 15 %), aunque en 2007 concedid
ademas una ayuda puntual importante para adquisicion de
infraestructura.

En la CECT, el mayor porcentaje de ingresos (alrededor
del 55 %, promedio desde 2004) depende exclusivamente de
los servicios que presta a la sociedad. Su situacidn es muy
desfavorable en comparacién con otras colecciones euro-
peas, que reciben del gobierno porcentajes siempre supe-
riores al 50% (DSMZ, CBS, etc).

Finalmente, un 30 % lo suponen los ingresos obtenidos
através de proyectos y ayudas logrados en régimen de con-
currencia competitiva y financiados por diferentes adminis-
traciones publicas (Unidn Europea, Estado, Comunidad Autd-

nomay Universidad). Pese a tratarse de fondos publicos no
se trata en ninguin caso de subvenciones directas y por tanto
no pueden considerarse una fuente estable de financiacién.
M3s bien habria que considerarlos una parte mas de los
ingresos propios porque su obtencién depende de un esfuer-
zo y un rendimiento del personal de la CECT tanto en inves-
tigacion como en servicios.

Con el actual modelo de financiacién de la CECT, en el
que no hay aportacidén estatal y en el que la Unica aporta-
cion estable (la de la Universidad de Valencia) apenas ronda
el 15 %, su situacién es comprometida y podria perder no
sélo las metas que tiene marcadas sino todos los logros y
avances de los ultimos diez afios, incluyendo su mayor pre-
sencia internacional, el haber implantado un sistema de
calidad, etc.

ACUERDOS DE TRANSFERENCIA DE
MATERIALES (MTA) Y SISTEMAS
DE GESTION DE LA CALIDAD (SGC)
EN LOS BRCS

radicionalmente, las colecciones de cultivos europeas

han funcionado de forma bastante independiente en
cuanto a las normas para el depdsito y suministro de micro-
organismos. Sin embargo, el intercambio de cepas ha sido
y es generalmente fluido y siempre ha habido buena comu-
nicacién entre ellas gracias a las reuniones anuales que
organiza la Organizacion Europea de Colecciones de Culti-
vos (ECCO).

Alo largo del tiempo, los sistemas de funcionamiento de
las colecciones han tenido que ir ajustandose a las diferentes
normativas y acuerdos nacionales e internacionales que tie-
nen influencia sobre los microorganismos, su uso y distribu-
cion (Tratado de Budapest para el depdsito de cepas con
fines de patentes, Convenio para la Diversidad Bioldgica,
normativas sobre propiedad intelectual, etc.). Ello ha deri-
vado en los denominados Acuerdos de Transferencia de
Materiales (Material Transfer Agreement, MTA).

Respecto a los sistemas de gestién de la calidad, prac-
ticamente todas las colecciones europeas han implantado
las normas de calidad 1ISO 9001:2000 y 9001:2008 mediante
los cuales definen los procedimientos que emplean y se
comprometen a seguirlos. Algunas han implantando normas
mas especificas, como la ISO 17025, ISO Guide 34, etc. Sin
embargo, dichas normas no aseguran que todas las colec-
ciones funcionen de una forma homogénea o utilicen meto-
dologfas similares para la autentificacién o la conservacion
de los microorganismos, y existen diferencias importantes
al respecto.

En su decimoctava reunién en octubre de 2005, la TFBRC
acordd llevar a cabo un estudio piloto sobre estandares de
calidad para los BRCs, de tal forma que aquellas colecciones
de cultivo que los cumplan puedan ser consideradas BRC e
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integrarse en un Global Biological Resource Centre Network
(GBRCN).

En abril de 2007, y tras varias reuniones en las que parti-
ciparon representantes de las principales colecciones de cul-
tivos, de las agencias de certificacidn/acreditacidn, y de la
propia OCDE, ésta publicd las directrices para los BRCs que
quieran acreditar “buenas practicas”, como paso previo has-
ta que se desarrollen normas ISO 9001 especificas para BRCs
(““OECD Best Practice Guidelines for Biological Resource Cen-
tres”) (http://www.wfcc.info/Documents/OECD.pdf). En
dicho documento se dedica un capitulo especifico a los
microorganismos.

La CECT forma parte de la TFBRC, ha participando en el
estudio piloto sobre estandares de calidad para los BRCs y
ha asistido regularmente a las reuniones celebradas desde
2005 hasta 2008 junto con representantes de colecciones
de cultivos europeas, de paises asidticos (China, Japdén) y de
Brasil, representantes de la OCDE (secretariado), y agencias
de certificacidn y/o acreditacion.

La implementacién de las normas de la OCDE por parte
de las colecciones supone cambios mas o menos importan-
tes dependiendo de la situacién de cada coleccién. En cual-
quier caso implica disponer de recursos adicionales, pero
ademas requiere que las diferentes colecciones actten de
forma colaborativa unificando protocolos y procedimientos
establecidos en dichas normas tanto en lo referente a
los métodos de conservacidn, técnicas de autentificacion,
como a las normas de acceso y suministro de productos y
servicios, etc. Con el fin de hacer frente a los retos que supo-
ne la implantacién de dichas normas, las colecciones que
habian participado en las diferentes reuniones de la TFBRC
iniciaron acciones destinadas a obtener financiacién para
poder abordar las transformaciones necesarias y poder cum-
plir con los requisitos establecidos por la OCDE para los
BRCs con “buenas practicas”.

INICIATIVAS INTERNACIONALES
PARA LA SOSTENIBILIDAD DE LOS CENTROS
DE RECURSOS MICROBIANOS

n 2008, la OCDE auspicié el desarrollo de un proyecto

de demostracién titulado: “Demonstration Project
for a GLOBAL BIOLOGICAL RESOURCE CENTRE NETWORK
(GBRCN)”. En él participan 17 colecciones/BRCs de Europa,
Asia'y Sudamérica, incluida la CECT, y tiene como principal
objetivo coordinar los diferentes BRCs mediante un secre-
tariado financiado por el BMBF (Bundesministerium fiir Bil-
dung und Forschung, Alemania) para poner de relieve la
importancia del establecimiento de redes que faciliten el
intercambio de informacidn sobre las diferentes actividades
de los BRCs enfocadas a satisfacer las necesidades de los
usuarios. El proyecto no implica financiacién para los BRCs
(http://www.gbrcn.org/).

La importancia que la UE concede a que los Centros de
Recursos Microbianos estén dotados de infraestructuras
adecuadas quedd patente en el Actual Programa Marco, ya
que dentro de la convocatoria “FP7-Infrastructures” de
2008 incluyé como tema a los “Biological Resource Centres
(BRCs) for micro-organisms”. Varias colecciones europeas
solicitaron y lograron el proyecto titulado: “European Con-
sortium of Microbial Resource Centres-EMbaRC (FP7-228310)”
y que comenzd en febrero de 2009. En éste también parti-
cipala CECT junto a otras siete colecciones europeas (CIRM-
INRA, Francia; CRBIP, Francia; BCCM, Bélgica; CBS, Holanda;
CABI, Reino Unido; MUM, Portugal; DSMZ, Alemania). La
financiacién del proyecto incluye tres aspectos: coordina-
cidn, acceso transnacional e investigacion que se integran
entre si para ofrecer un mejor servicio a los usuarios y la
sociedad (http://www.embarc.eu]).

En la pagina web de la CECT (www.cect.org) en la seccidn
de Novedades aparece un aviso referente al acceso trans-
nacional a las diferentes colecciones que participan en el
proyecto EMbaR(, con un enlace a la informacién completa
sobre las posibles estancias, asi como las condiciones de
acceso y seleccidn de candidatos. El plazo ya estd abierto.

CONCLUSION

Para que la CECT pueda consolidarse como BRC con el
nivel de excelencia exigido por la OCDE resulta impres-
cindible asegurar su continuidad a largo plazo, y ello implica
necesariamente una financiacion garantizada a nivel estatal.
Sino se toman medidas urgentes, Espafia puede quedar
atras en cuanto a la existencia de un Centro de Recursos Bio-
l6gicos Microbianos acreditado a pesar de disponer de una
estructura basica que en la actualidad esta preparada para
afrontar dicho reto a nivel internacional. Los gobiernos de
paises como Alemania, Bélgica, Francia, Japdn, Corea, China
0 Brasil estan siguiendo las directrices de la OCDE con resul-
tados muy palpables en los dltimos afios, incluso en aquellos
en que la posicidn de partida de sus colecciones era peor
que la nuestra. Hay que tener en cuenta que, en el caso de
los microorganismos, el nimero de especies descritas hasta
la fecha es insignificante comparado con el estimado, y que
en el caso de los procariotas, la media de descripcién de nue-
vos géneros y especies excede los 700 al afo (http://www.
bacterio.cict.fr/number.html#total). Estos recursos estan
disponibles para cualquier usuario por tratarse necesaria-
mente de depdsitos publicos en colecciones/BRCs y repre-
sentan un enorme potencial por explorar y explotar para el
beneficio de la sociedad.

Es muy preocupante que en Espafa, el MICINN u otros
ministerios o instituciones relacionados con las actividades
de la CECT (Oficina Espafiola de Patentes y Marcas) hayan
hecho oidos sordos hasta la fecha a las repetidas peticiones
de ayuda que se les han hecho llegar. Y es aiin mds preocu-
pante que el mismo Ministerio que declard que apostaba
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Personal de la Coleccion Espaiola de Cultivos Tipo.

El personal de la CECT estd integrado por 3 profesores/as de universidad, personal técnico contratado y becarios/as.
Solamente hay una persona de plantilla, el resto del personal contratado esta financiado por la CECT, excepto dos
técnicos superiores que disfrutan de una Ayuda del Ministerio para la contratacién de Personal Técnico de Apoyo que
finaliza en julio de 2009.

De izquierda a derecha. Fila superior: Teresa Lucena Reyes, becaria; M2 pilar Giner Jiménez, responsable de pedidos;
José Miguel Lépez Coronado, responsable de informatica; Laura Lopez Ocaia, ‘curator’ de hongos; Ana Igual Wollstein,
técnico de hongos; Esperanza Garay Auban, Catedrética de Universidad y Directora; Nicolds Sola Serrano, administrador
compartido con el SCSIE (Servei Central de Suport a la Investigacié Esperimental); M2 Carmen Macian Rovira, ‘curator’
de bacterias; Francisco Javier Pascual Martinez, becario; Beatriz Pinto Orgaz, técnico de bacterias. Fila inferior: Rosa
Ma Jiménez Cifuentes, técnico de bacterias; Amparo Ruvira Garrigues, becaria; Inmaculada Ferrer Romero, responsable
de calidad; David Ruiz Arahal, Profesor Contratado Doctor, responsable de investigacion; M2 José Ros Fernandez,
técnico de laboratorio; Ma Jesus Pujalte Domarco, Profesora Titular de Universidad, responsable de bacterias marinas.

por la economia basada en el conocimiento y que conoce (o
debe conocer) perfectamente las iniciativas internacionales
sobre laimportancia de los Centros de Recursos Bioldgicos
no haya mostrado hasta la fecha el mas minimo interés por
el tema.

La CECT ha hecho todos los esfuerzos que estaban a su
alcance para alcanzar los niveles de calidad e internaciona-
lizacidon que implica su transformacién en un Centro de
Recursos Microbianos Espafiol al servicio de la Microbiologia
y de los microbidlogos. Estoy segura de que los socios de la
SEM valoran el hecho de disponer de recursos microbianos
autentificados y de calidad en las mejores condiciones tanto

para tareas de investigacion como para sus numerosas apli-
caciones. Pero la situacién de la CECT es muy precaria y todo
lo conseguido hasta ahora puede perderse si no hay un apor-
te econdmico sostenido por parte del gobierno. Por ello
recurro ala SEMy a sus socios para que apoyen el proyecto
ante los responsables politicos en la medida de sus posibi-
lidades. Serfa lamentable que Espafia quedase una vez mas
atrds en unainiciativa que esta siendo impulsada por todos
los paises desarrollados y que ya estd dando sus frutos por-
gue se trata de una apuesta segura.

Muchas gracias.
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Z CONGRESO DE ALMERIA

Comentarios sobre el XXl Congreso SEM:

“De biopelicula
en Almeria”

Texto: Humberto Martin, secretario de la SEM.

Facultad de Farmacia. Universidad Complutense de Madrid.

Fotos: Maria de los Angeles Arcos Nievas

Dpto. de Biologia Aplicada. Escuela Politécnica Superior, Universidad de Almeria.

omo no podia ser de otra manera, Almeria nos recibid a

finales de septiembre con un magnifico tiempo, preludio
de lo que serfa un espléndido congreso del que todos los
que formamos la SEM nos tenemos que felicitar. A pesar
de que las tareas docentes en la Universidad de Almeria ha-
bfan comenzado, pudimos disfrutar de varias salas en un
area destinada para nuestro congreso; salas amplias, per-
fectamente dotadas y contiguas, que facilitaban los répidos

“transbordos” entre simposios simultdneos. La cercania del
lugar dénde de ubicaron los posters, la puntualidad con la
que se desarrollé el muy planificado calendario o incluso
la tranquilidad del Campus, entre el sugerente mary la cer-
cana huerta, son sdlo algunos factores que contribuyeron
al éxito de este XXII Congreso de la SEM. Gracias, Joaquin.

Escuchando a Roberto Kolter glosar en su conferencia
inaugural lo que él denominaba “la epifania de la pecera”

Inauguracion del XXII Congreso de Microbiologia de la SEM en Almeria.

El dia 21 de septiembre de 2009 se inaugurd el XXIl Congreso de Microbiologia de la SEM en presencia de (de izquierda
a derecha) D. Ricardo Guerrero, presidente de la SEM, Dia. Rafaela Abad, Concejala de Salud y Consumo del Ayuntamiento
de Almeria, D. Pedro Molina Garcia, Rector de la Universidad de Almeria, D. Ricardo Kolter, presidente de la Sociedad
Americana de Microbiologia (ASM) y D. Joaquin Moreno Casco, presidente organizador del XXIl Congreso de Microbiologia
de la SEM.
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me daba cuenta de que a partir de ese momento proba-
blemente no sdlo relacionariamos a esta ciudad con el tipico
western de Sergio Leone, sino también con otro tipo de pe-
liculas mucho mas microbioldgicas, los “biofilms”. Si, es cier-
to que escuchando a Roberto estabamos igual que viendo
una buena pelicula, embebidos en el guidn, cuando nos con-
taba que se dio cuenta en su pecera del laboratorio de que
lo importante no ocurria en el agua de ésta, siempre clara,
sino que sucedia en las superficies, donde los microorganis-
mos se agregan e interaccionan, y coexisten distintos tipos
de células con una funcidn claramente cooperadora. A par-
tir de ese momento emprende una nueva aventura, por la
que nos guia a lo largo de su charla, dirigida a estudiar comu-
nidades bacterianas, componentes funcionales de la mayoria
de ambientes naturales. La transferencia de informacidn
entre individuos para coordinar comportamientos, que per-
mite ejecutar a células individualizadas distintas tareas, se
ejemplifica perfectamente en biofilms de Bacillus subtilis,
que se diferencia a distintos tipos celulares en una misma
“biopelicula”. Los experimentos de laboratorio que abordan
estas cuestiones sirven perfectamente para profundizar en
los mecanismos que regulan el desarrollo de comunidades
de gran impacto en ambitos tremendamente relevantes en
ecologia o salud, como son las desarrolladas en los pulmones
de enfermos de fibrosis quistica. Mediante el uso de “phylo-
chips”, capaces de rastrear mas de 10000 taxones, Roberto

Asamblea de la Sociedad Espaiiola de Microbiologia.
De izquierda a derecha, Dira. Irma Marin Palma, tesorera de la SEM, D. Ernesto Garcia, vicepresidente de la SEM, D. Ricardo
Guerrero, presidente de la SEM y D. Humberto Martin, secretario de la SEM.

Ricardo Kolter imparti6 la conferencia inaugural del
XXII Congreso Nacional de Microbiologia SEM.

El presidente de la Sociedad Americana de Microbiologia
(ASM) impartiendo la conferencia inaugural del XXII Con-
greso de Microbiologia de la SEM.
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Entrega del Premio Jaime Ferran de la Sociedad Espa-
nola de Microbiologia.

D. Alex Mira recogiendo el premio Jaime Ferran de la
SEM imparti6 la conferencia de clausura del XXII Con-
greso de Microbiologia de la SEM.

estudia el impacto de la presencia de Pseudomonas o de dis-
tintos tratamientos antibidticos en la microbiota de dicho
habitat, compuesta por centenares de bacterias distintas.
Teniendo en cuenta la relevancia de las infecciones, auin cau-
santes de casi el 40% de las muertes por infecciones, las mul-

tiples caras de los antibidticos salpicardn numerosas charlas
posteriores en distintos simposios. Asi, aprendimos mucho
mas sobre su posible papel como moléculas “sefializadoras”
en los ecosistemas naturales, el impacto que conlleva su
uso en la cadena alimentaria, la importancia de las recombi-
naciones interespecificas en regiones génicas implicadas en
resistencia, o su capacidad para inducir procesos de muta-
cién y recombinacidn, tanto inter como intracromosdémica.
Tal y como nos recordd Jesus Blazquez, este proceso, que
|6gicamente favorece la aparicion de cepas resistentes, seria
el perfecto paradigma de la proclamacidn de Friedrich Nietzs-
che: “lo que no me mata me hace mas fuerte”. Fuerzas des-
de luego recuperamos en la soberbia copa de bienvenida,
aunque el divertido aguacero que repentinamente se inici¢
durante la misma nos hizo a todos correr en busca de cobijo.
Seguro que a mds de uno le hizo recordar a la “epifania de
la pecera”, del Dr. Kolter...

Muchos de los elementos que Roberto maneja en la char-
lainaugural anticipan aspectos que posteriormente se abor-
daron en profundidad en los simposios de “simbiosis y coe-
volucién” como es la simbiogénesis, que hace referencia a
los cambios evolutivos propiciados por procesos simbidticos,
de “quérum sensing y quérum quenching”, o por supuesto
en el simposio de “diversidad microbiana”. Alex Mira, fla-
mante galardonado con el premio Jaime Ferran, subraya
durante la charla de clausura del congreso las ventajas de
las aproximaciones gendmicas basadas en la secuenciacién
de alto rendimiento a gran escala para llevar a cabo estu-
dios de biodiversidad, ilustrados con trabajos sobre nichos
ecoldgicos concretos, como es el de la placa dental humana,
con mds de 500 especies distintas. Introduce el concepto
de pangenoma, desde el que estimula nuestra imaginacién
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El grupo organizador del XXIl Congreso Nacional de Microbiologia SEM - Almeria 2009.
De izquierda a derecha: Marisol Martinez, Gema Guisado, Macarena Jurado, Olga Cervera, Salvador Ruiz, Joaquin Moreno
Casco, Juan Antonio Lépez, Azahara Bernal, Maria de los Angeles Arcos, Paqui Sudrez, Maria José Lépez y Carmen Vargas.

al recordar que tres cepas de Escherichia coli pueden com-
partir Unicamente un 40% de los genes, detalle que ilustra el
ingente reservorio génico del mundo bacteriano. La percep-
cidon de la enorme variacién genotipica entre cepas de la mis-
ma especie va consoliddndose seguin se incrementa el ndime-
ro de genomas secuenciados, algo que ocurre a un ritmo
impresionante, fundamentalmente debido a la “democrati-
zacidn de la secuenciacién”. La pirosecuenciacién, otro de
los protagonistas del congreso, es en parte responsable
de ello. Su aplicacién de forma masiva, ilustrada con diversos
ejemplos, va pavimentando el camino de Alex en su charla
segun cruza los campos de la genémica funcional, la evolu-
cién microbiana o la metagendmica. Asi, se utiliza en andlisis
globales de transcripcidn, tras la generacién de los corres-
pondientes cDNAs, permitiendo de una forma baratay rapi-
darealizar estudios cuantitativos de expresién de genomas
no secuenciados, o en el proyecto de secuenciacién masiva
de la biodiversidad microbiana marina promovido por Craig
Venter. Todo ello no deja de ser un claro manifiesto de la
cada vez mads evidente convergencia de los avances geno-
micos y la Microbiologia. Eso sisi, el exotismo de hace afios
de disponer en el laboratorio de una persona especialista
en bioinformatica se ha vuelto ahora toda una necesidad...

Entre ambas charlas se fueron abordando los muiltiples
aspectos de la Microbiologia actual, perfectamente repre-
sentados en los distintos simposios y en los trescientos pos-
ters del congreso. Pudimos transitar desde diversos ambitos
de lafisiologfa fundamental procaridtica a los aspectos eco-
légicos, econdmicos o, por supuesto, clinicos, de las infec-
ciones viricas. Valga como ejemplo la magnifica charla de
la doctora Nubia Mufioz, de la Agencia Internacional parala
Investigacidn sobre el Cancer, en Lyon, haciendo un detalla-

do recorrido sobre lo que habia sido la investigacién del can-
cer de cuello de Utero y el virus del papiloma humano, que
finalmente ha desembocado en la comercializacién de vacu-
nas eficaces. O viajar desde las facetas mds prometedoras en
el campo de la bioremediacién de zonas contaminadas con
hidrocarburos a los mecanismos de sefalizacién que operan
en bacterias asociadas con plantas. Pero también los fana-
ticos del mundo eucariota pudieron disfrutar tanto de char-
las con las ultimas novedades sobre la capacidad de los pro-
tistas para actuar como biofactorias o biosensores de
elevada sensibilidad, por ejemplo frente a metales pesados,
como de las levaduras utilizadas en el estudio de genes rela-
cionados con cancer o patogénesis bacteriana. La conser-
vacion y gestion de la impresionante biodiversidad micro-
biana, a través de los centros de recursos bioldgicos, no
podian dejar de abordarse, especialmente cuando el préximo
afio celebraremos el cincuentenario de nuestra Coleccién
Espafiola de Cultivos Tipo.

EI XXIl Congreso de la SEM fue por tanto un perfecto esca-
parate del enorme elenco de aspectos microbioldgicos que
se estdn investigando actualmente en Espafia a un altisimo
nivel, casi tan variado y refinado como el de las tapas que dis-
frutaron aquellos que se fueron por el centro de Almeria “de
tapas conla SEM”. Un escaparate en el que también algunas
compaiiias privadas y asociaciones, como la ASM, tuvieron la
oportunidad de mostrar su oferta de servicios a la familia de
la SEM. Por otra parte, este congreso fue también reflejo de la
cada vez mayor interconexién y dependencia entre cada una
de las dreas que conforman la Microbiologfa actual. En defini-
tiva, mds que una pelicula, yo dirfa que en Almeria se rodé un
documental, un gran documental acerca de la magnifica salud
de la Microbiologia en Espafia.
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UEVA SECCIO

Estimados companeros:

Pretendemos presentar hoy una seccidn que se incluiria en futuros nimero de Actua-
lidad SEM que se llamard “Profetas en su tierra”. La idea surgid informalmente, porque
con frecuencia estudiantes de nuestros laboratorios nos consultan acerca de dénde
realizar una estancia tras la realizacidn de su Tesis Doctoral. Hemos pensado que una
aportacion Util en este sentido seria contactar con miembros recientes de la comunidad
de microbidlogos espafioles que hayan estado en el extranjero. Y que nos lo digan.

Pretendemos que nos describan, brevemente, su experiencia personal en esa etapa.
Desde el punto de vista cientifico, su linea de trabajo, el grupo de investigacion, el centro
de trabajo, el ambiente investigador y sus perspectivas actuales y futuras (dénde se
han incorporado y en qué trabajan en la actualidad). Y tan importante (o mas), preten-
demos que nos cuenten detalles acerca de la vida en el lugar elegido, la facilidad de
integracion, las diversiones y oportunidades, puesto que este factor también condiciona
con frecuencia la eleccién. No hay limite de espacio (aunque en principio una hoja A4
serfa suficiente). Ni normas especificas: el contribuyente puede plantear el texto (siguien-
do estas directrices generales que ahora indicamos) con absoluta libertad, resaltando
tanto las cosas positivas como negativas con claridad de dicha experiencia.

Ademas de ayudar a investigadores jévenes que se plantean iniciar el mismo proceso
que ellos iniciaron hace afios, pensamos que puede ayudar a conocer el trabajo y tra-
yectoria de jévenes microbiolégicos de enorme calidad dentro de nuestro pais.

En principio, Jesus Pla (jesuspla@farm.ucm.es) se encargard de esta seccidn. Si
desedis participar os agradeceriamos que contactarais con él o con Federico Navarro
(fnavarro@farm.ucm.es) al objeto de establecer los plazos de vuestra contribucion
y planificarla.

Como muchas ideas, buenas en principio, necesita llevarse a cabo, y por ello os pedi-
mos a todos sugerencias y os agradecemos, de antemano, vuestra colaboracion.
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I CURSOSY PREMIOS s

VIl Workshop sobre meétodos rapidos
y automatizacion en Microbiologia

Alimentaria

Directores:
Marta Capellas Puig (marta.capellas@uab.cat) y
Josep Yuste Puigvert (josep.yuste@uab.cat).

Fecha: 24 a 27 de noviembre de 2009.

Lugar: Facultat de Veterinaria de la Universitat Autonoma
de Barcelona (Bellaterra, Cerdanyola del Valles).

Ponentes y ponencias, y otras actividades:

— PONENTE PRINCIPAL: Profesor Dr. Daniel Y. C. Fung (Kansas
State University, Manhattan, Kansas, EUA): Tomay pre-
paracion de muestras de alimentos sdlidos y liquidos;
superficies; y aire. Miniaturizacion. Galerfas de identifi-
cacién. Métodos para contar las células viables: mem-
brana hidrofdbica, siembra en espiral, citometria de flu-
jo, técnica de filtracién por epifluorescencia directa
(DEFT). Métodos para contar las células viables, basados
en impedancia, conductancia y capacitancia eléctricas;
bioluminiscencia (andlisis de ATP); y colorimetria. Méto-
dos inmunoldgicos para identificar microorganismos y
sus toxinas: separacidn inmunomagnética; ELISAy ELFA;
inmunodifusidn lateral; inmunoprecipitacién; aglutina-
cion del latex. Métodos genéticos para identificar micro-
organismos: hibridacion; reaccion en cadena de la poli-
merasa (PCR); caracterizacion por ADN (fingerprinting,
riboprinting); biosensores, biochips y microchips; pro-
tedmica.

— PONENCIA INAUGURAL: Dra. Cécile Lahellec (Agence Frangaise
de Sécurité Sanitaire des Aliments —~AFSSA-, Alfort, Fran-
cia): “Cooperacidén internacional en microbiologia ali-
mentaria”.

— DR. ARMAND SANCHEZ BoNASTRE (UAB, Bellaterra —-Cerdan-
yola del Vallés-): “La polymerase chain reaction (PCR)".

- Sr. Martin lorlano (APSALAB, SL, Reus): “Puesta a punto
e implantacién de la PCR para Salmonella spp. en piensos
y materias primas”’.

— DRA. TEREsA EsTeve NUEez (Centre de Recerca en Agrigeno-
mica —CRAG-, consorcio CSIC-IRTA-UAB, Barcelona):
“Organismos modificados genéticamente (OMGs):
deteccidn, legislacién y evaluacion de riesgos”.

- SR. DAvID TomAs FoRrNEs (ainia.centro tecnoldgico, Pater-
na): “Control de calidad interno en laboratorios de
microbiologia”.

— DR. FERRAN RiBAs SoLEr (Comisién de Normalizacién y Vali-

dacién -CNV-, SEM, Madrid): “Estudios de equivalencia
europeos entre métodos para enumerar Escherichia coli
y enterococos en aguas de bafio”.

MEsA REDONDA (con el Dr. Fung, otros ponentes, y pro-
fesionales de empresas y laboratorios de microbiolo-
gia) sobre instrumentacién en microbiologia de los ali-
mentos, tendencias del mercado mundial, y otros
temas de actualidad del sector; moderada por el Dr.
José Juan Rodriguez Jerez (UAB, Bellaterra —-Cerdan-
yola del Vallés-).

SESIONES PRACTICAS EN EL LABORATORIO (25, 26 Y 27 DE NOVIEM-
BRE). Impartidas por los Dres. M* Manuela Hernandez
Herrero y Artur Xavier Roig Sagués. Muestreadores
ambientales: placas de contacto Mediasure, Sampl’air,
MicroBio. Cepas microbianas liofilizadas de referencia.
Criobolas. Homogeneizadores: Pulsifier, Smasher. Dilu-
mat S y Dilubag. Dilucup/Dilushaker. Medios de cultivo
cromogénicos: ASAP, SMS, ESIA, REBECCA, ALOA,
BACARA, Baird-Parker RPF, COLI ID, chromID Salmone-
[la, chromID O157:H7, chromID Ottaviani Agosti, Brillian-
ce Salmonella (método Oxoid Salmonella Precis), Bri-
lliance Listeria (método Oxoid Listeria Precis), medio E.
sakazakii, RAPID’E.coli 2, RAPID’L.mono, test SESAME
Salmonella, agar COMPASS Listeria, agar CONFIRM’ L.
mono, BBL CHROMagar Salmonella, BBL CHROMagar
0157, BBL CHROMagar Listeria, BBL CHROMagar Staph
aureus, Compact Dry Plate ETB, Compact Dry Plate SL,
Compact Dry Plate X-SA. Sembrador rotativo Twister.
Sembrador en espiral WASP Il. Contador de colonias
EC2. Petrifilm (placas y lector). NEO-GRID. Easygel. Sim-
Plate. TEMPO (NMP miniaturizado y automatizado).
Galerias de identificacién y lectores: API, BBL Enterotu-
be I, BBL Crystal ID, RapID ONE, O-B-I-S-, Microbact,
Microgen ID. Drink water kit P/A, KIT PRO, ListeriaKIT
screening swabs. ATP.

BIOLUMINISCENCIA: lumindmetro Luminomat. Inmuno-
logia: ELISA/ELFA (VIDAS UP E. coli 0157:H7: tecnolo-
gia de la proteina recombinante de fago, Alert para
histamina), aglutinacién del latex (Microgen, Oxoid
latex test), inmunodifusidn lateral (RapidChek, BioKits
RAPID 3D —alérgenos-, Reveal —-patdgenos, alérge-
nos-, VIP), inmunoprecipitacién (1-2 Test para Salmo-
nella).
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Empresas de microbiologia: exhibiciones. Con la colabo- Mas informacidn (horarios, perfiles de los ponentes, etc.):

racion de: 3M Espafna SA, AES Chemunex Espafia SA,

http://quiro.uab.cat/workshopMRAMA.

Applied Biosystems SA, Becton Dickinson SA, bioMérieux Breve perfil del Dr. D. Y. C. Fung (dfung@ksu.edu): Cate-

Espafia SA, Bio-Rad Laboratories SA, Bioser SA, Eppen-
dorf, IUL SA, GeneSystems SA (parte de Pall Corpora-
tion), Laboratorios MICROKIT SL, MicroPlanet Labora-
torios SL, Nirco SL, Olympus Optical Espafia SA, Oxoid
SA (parte de Thermo Fisher Scientific Inc), y Roche Diag-
nostics SL.

Otras actividades:

* Taller sobre Inmunosensores electroquimicos para
detectar bacterias patdgenas.

* Taller sobre Uso de los recursos para microbiologia pre-
dictiva disponibles en internet.

* Visita a empresa de biologia molecular, para Aplicacio-
nes de la PCR en tiempo real.

Precios: Sesiones practicas: 50 € (descuento para estudian-
tes UAB). Resto del workshop: 215 € (0 110 €/dia); estu-
diantes UAB: 12 €; personal UAB: 40 €; estudiantes no
UAB: 125 € (0 65 €/dia); socios ACCA: 175 €; suscriptores
revistas “Alimentaria”, “Alimentacién, Equipos y Tecno-
logia” o “Técnicas de Laboratorio”: 190 €.

dratico del Department of Animal sciences and industry
de la Kansas State University (Manhattan, Kansas, EUA).
Su especialidad es la microbiologia de los alimentos y,
dentro de este campo, es un cientifico de prestigio
internacional en el ambito de los métodos rapidos 'y
miniaturizados y la automatizacién. Tiene mas de 800
publicaciones, entre articulos en revistas cientificas,
libros y comunicaciones en congresos. Director del
workshop internacional anual sobre Métodos rapidos
y automatizacién en microbiologia, celebrado anual-
mente en Manhattan, KS y que ha cumplido su 29? edi-
cién. Ganador del Premio Internacional del Institute of
Food Technologists (IFT) en 1997, por la organizacién
de esta serie Unica de workshops internacionales; el
Premio Carl R. Fellers del IFT en 2006, por su excepcio-
nal trayectoria en Ciencia y tecnologfa de los alimentos;
y el Premio Inaugural al Mejor Educador en Seguridad
Alimentaria de la revista Food Safety y ConAgra Foods
Inc en 2007, por su carrera docente. Editor asociado
sénior de Journal of Rapid Methods and Automation in
Microbiology.

Publicacion de resimenes de Tesis Doctorales

Actualidad SEM publica resimenes de Tesis Doctorales realizadas o dirigidas por miembros de la SEM. Deben
enviarse a la Secretaria de la SEM o al Director por correo electrdnico, siguiendo el formato: Titulo, Autor, Director(es),
Centro de realizacion, Centro de presentacion (si es distinto) y Resumen (méximo, unas 500 palabras). El resumen que

se envia a la base de datos Teseo es apropiado también.

Actualidad SEM se reserva el derecho a no publicar la informacidn si el resumen es excesivamente largo o el tema

del trabajo no guarda suficiente relacién con la microbiologia.

Socios que deben actualizar datos

e Abad Lozano, José Luis e Lafarga Capuz, Bernardo e Sagardia Redondo, M* Begofia
e Bertolin Serra, Fco. Javier e Ldépez Ponce, Francisco José * Sesma Bea, Begofia

e Bordes Benitez, Ana ¢ Medieros Almendros, Jesus e Vdzquez Dominguez, Evaristo
e Ferndndez Orts, Eva Maria ¢ Miranda Casas, Consuelo

e José Carmelo Jorge Blanco * Rubio Vallejo, Manuel Fco

os datos correspondientes a cambios de direccidn o de la domiciliacidn bancaria deben enviarse a la Secretaria

de la SEM por correo electrénico, normal o fax (ver www.semicro.es).
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Comienza su singladura
el primer Grado
de Microbiologia de Espana

Montserrat Llagostera

Coordinadora de la Comision del Plan de Estudios de Microbiologia

n el contexto de la historia de la humanidad, no han

transcurrido muchos afios desde los tiempos de los
fundadores de la Microbiologfa hasta nuestros dias. A
pesar de ello, en este corto espacio de tiempo la Micro-
biologia ha vivido ya dos edades de oro y actualmente la
tercera edad de oro de esta ciencia se encuentra en todo
su esplendor. Hoy en dia, la Microbiologia es una ciencia
con entidad propia, con un ingente acervo de conoci-
miento y con aplicaciones en agricultura, sanidad, medio
ambiente, biotecnologia e ingenieria entre otros sectores
cientificos, tecnoldgicos e industriales de nuestra sociedad.
Uno de los retos actuales de la Microbiologia es el de pro-
porcionar una formacién adecuada para capacitar a las
siguientes generaciones de microbidlogos y también el de
educar ala poblaciény a los gobernantes para comprender
la importancia crucial de esta ciencia en la salud y en la
economia (Maloy y Schaeter. 2006. The era of Microbiology:
a Golden Phoenix. International Microbiology 9:1-7).

Enlos ultimos tres afos, en la Universitat Autdbnoma de
Barcelona (UAB) se conjuntaron una serie de “astros” que
permitieron proponer un Grado de Microbiologfa, toman-
do como modelo lo que ya ocurre en distintos paises de
la Unidn Europea y de otras regiones del mundo. Estos
“astros” fueron: i) el espacio europeo de educacién supe-
rior, ii) la supresion de un catalogo cerrado de titulos uni-
versitarios en Espafia, iii) la creacién de la Facultat de Bio-
ciéncies de la UAB, y iv) la decisidn del equipo rectoral de
estimular propuestas novedosas de titulos universitarios.
Esta “conjuncidn astral” permitid que el profesorado de
la Unitat de Microbiologia Campus de la UAB propusiera
a la Facultat de Biociéncies la transformacion de los estudios
que conforman el itinerario de especializacién en Micro-
biologia de la licenciatura de Biologia en una titulaciéon de
grado. La propuesta fue aprobada por la Junta de la Facul-
tat de Biociéncies en marzo de 2007 y posteriormente por
el Consejo de Gobierno de la UAB. A partir de esta fecha
comenzd un proceso complejo y dificil de unos dos afios

Unitat de Microbiologia
Universidad Autonoma de Barcelona

de duracién en los que se elabord el plan de estudios del
primer Grado de Microbiologia de nuestro pais y culmind
con la verificacidn positiva de dicha propuesta el 8 de abril
de 2009 por parte de la ANECA. El plan de estudios pro-
puesto consta de 240 ECTS, los cuales se distribuyen entre
diferentes materias de formacidén bdsica en ciencias y en
biologia y en materias especificas de la Microbiologia,
como son: el mundo microbiano, genética y biologia mo-
lecular de microorganismos, microbiologia sanitaria y
microbiologia aplicada y ambiental, las cuales incluyen tan-
to asignaturas obligatorias como optativas. Forma parte
también del nicleo del grado la materia de Técnicas expe-
rimentales, en la que se incluye todos los aspectos practi-
cos de laboratorio, el practicum y el trabajo final de grado,
el cual es obligatorio segtn se indica en el Real Decreto
1393/2007.

La experiencia previa sobre el nimero de alumnos que
cursan la especialidad de Microbiologia de la Licenciatura
de Biologia de la UAB aconsejd que el nimero de plazas del
Grado de Microbiologfa fuera de 60 y esta oferta se hizo
publica por parte de la Generalitat de Catalunya a los estu-
diantes interesados en cursar estudios universitarios en
el curso 2009-2010. La realidad superd las expectativas
mas optimistas, ya que 681 estudiantes solicitaron cursar
el Grado de Microbiologfa con una nota de corte de 7,13,
lo cual muestra que alumnos con una buena nota de acce-
so a la universidad tienen interés por el grado. El catorce
de septiembre de 2009, sesenta y cuatro alumnos llenaron
el aula del primer curso de Microbiologia, con lo cual el pri-
mer Grado de Microbiologia de nuestro pafs inicid su sin-
gladura. Comienza asi una nueva etapa que da respuesta
a uno de los retos actuales de la Microbiologia: formar
buenos profesionales en este ambito para contribuir al
desarrollo de esta ciencia en nuestro pafs. El camino no
serd facil y seguramente requerird un esfuerzo continuo
por parte de todo el profesorado implicado, pero estamos
seguros que llegaremos a buen puerto.




lab
BAControl

MATERIAL DE REFERENCIA

Para facilitar el control de calidad en el
laboratorio.

Facil de usar, rapido, seguro, trazable y cuantitativo.

BAControl

MATERIAL DE REFERENCIA BACTERIOLOGICO CUANTITATIVO
DE USO DIARIO

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

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

Preparacion sencilla Cdémodo y practico

Y SI LO QUE BUSCAS ES PRECISION Y MEDIDA,

BACuanti

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

C/ Dracma 16-18
Pol. Ind. Las Atalayas

03114 Alicante (Espana)

T. +34 966 10 55 01
F. +34 966 10 55 03

www.ielab.es
ielab@ielab.es




