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Tras una trayectoria inicial en la investi-
gacion de diversos aspectos relacionados
con el ciclo de vida de especies del géne-
ro Streptomyces, en el afo 1997 José Agus-
tin Guijarro Atienza materializo su interés
en la acuicultura, y mas concretamente en
las infecciones bacterianas que ocasionan
importantes pérdidas econdmicas en el
sector, con la formacion del grupo Patolo-
gia Microbiana y Diagnostico en Acuicultura
adscrito al Departamento de Biologia Fun-

cional de la Universidad de Oviedo. Asi, en
colaboracion con el SERIDA, concretamente
con el Laboratorio de Sanidad Animal de
Jove, inici6 una linea de investigacion sobre
patologia infecciosa de salmonidos cuyo eje
ha sido el estudio de tres importantes bac-
terias patogenas: Flavobacterium psychro-
philum causante de la Enfermedad del agua
fria (CWD), Yersinia ruckeri, agente causal de
Yersiniosis 0 ERM y Lactococcus garvieae
responsable de la lactococosis.
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Grupo de Patologia y Diagndstico en Acuicultura (de
izquierda a derecha): Desirée Cascales, Ana Isabel
Garcia, José Agustin Guijarro y Jessica Méndez.

En este ambito los trabajos de investiga-
cion del grupo se han centrado en dos lineas
principales. Por un lado el desarrollo pionero
de sistemas de diagnostico basados en ensa-
yos Tag-man de gran utilidad para el diagnos-
tico de la CWD y de una PCR mdltiple que
permitio identificar en muestras naturales,
ademas de £ psychrophilum, otros patégenos
como Y. ruckeriy Aeromonas salmonicida. El
desarrollo de esta metodologia que ha sido
implementada en laboratorios de diagndstico



ESPECIAL MICROBIOLOGIA DEL MEDIO ACUATICO

fue reconocida con la concesion del V Premio
JACUMAR de Investigacion en Acuicultura
concedido por el entonces Ministerio de Agri-
cultura, Pesca y Alimentacion en el afio 2004
y el IV Premio ProAqua 2005, actualmente
BioMar, para distinguir las aportaciones de
sistemas Utiles para la acuicultura.

Actualmente, el trabajo del grupo se centra
en una segunda linea de investigacion que
tiene como objetivo el estudio de los meca-
nismos de virulencia de los tres patdgenos
anteriormente mencionados. En todos los
casos el objetivo de partida fue la puesta a
punto de sistemas de manipulacion genética
que permitiesen la seleccion, identificacion y
el estudio de los genes relacionados con la
virulencia asi como de aquellos mecanismos
de regulacion que controlan su expresion.

Asi, en el caso de F. psychrophilum una
bacteria calificada como «fastidiosa» por la
dificultad que presenta su manipulacion, el
grupo ha conseguido desarrollar diferentes
medios de cultivo y sistemas de manipula-
cion genética como la mutagénesis insercio-
nal, mutacion por delecion o transposicion,
que han permitido obtener mas de trescien-
tos mutantes intragénicos, algunos de ellos
defectuosos en importantes factores de viru-
lencia, lo que resulta de gran importancia de
cara a conocer la interaccion bacteria-hospe-
dador y para el desarrollo de vacunas, una de
las lineas que actualmente esta desarrollando
el grupo.

No menos importantes han sido los avan-
ces en el desarrollo de técnicas de mani-
pulacion genética de Lactococcus garvieae
(transformacion, mutagénesis insercional o
transposicion). Destacar el aplicacion de la
técnica Signature tagged mutagenesis (STM)
que ha permitido seleccionar y analizar
mutantes con el crecimiento limitado in vivoy
con ello la identificacion de genes esenciales
para la progresion del proceso infeccioso. Se

desarrollé un modelo infeccioso en ratones y
ademas, ha sido esta bacteria la primera con
la que el grupo ha incorporado la bioinforma-
tica a su campo de trabajo con la secuen-
ciacion y andlisis del genoma de la cepa L.
garvieae UNIOV74 aislada de trucha arcoiris.

En cuanto a Y. ruckeri, indicar que el grupo
comenzo a trabajar con este microorganismo
a finales de los noventa con la caracterizacion
de la proteasa extracelular Yrp1 implicada en
su virulencia y se continud con una linea bien
definida y fructifera que se mantiene hasta la
actualidad. Resaltar en este aspecto la aplica-
cion de la Tecnologia IVET en este patdgeno, la
cual permiti¢ identificar y posteriormente estu-
diar, numerosos factores de virulencia como
los implicados en la captacion de hierro, una
hemolisina, un sistema de secrecion de tipo IV
y otro de captacion de cisteina. Recientemente,
el grupo siempre con la idea de buscar vias
novedosas de abordaje al estudio de las rela-
ciones bacteria-hospedador, ha desarrollado
una serie de técnicas que permiten la identi-
ficacion de genes cuya expresion se induce a
18 °C, temperatura a la que ocurren los brotes
de la enfermedad, y/o en presencia de una
atmosfera reductora, condiciones presentes
en determinadas zonas del tracto intestinal.
Una caracteristica interesante de este método
de seleccion es que al generar mutaciones
en los genes identificados permite estudiar
la implicacion de éstos tanto en la fisiologia
como en la virulencia de la bacteria, ademas
de poder analizar los factores o condiciones
que influyen en su expresion. Actualmente, los
integrantes del grupo (Ana I. Garcia, Desirée
Cascales, Jessica Méndez y José Agustin Gui-
jarro) se plantean un reto adicional: mediante
el desarrollo de una nueva estrategia funda-
mentada en un proceso de doble transposicion,
identificar nuevos sistemas de regulacion de
genes de virulencia, en particular los depen-
dientes de temperatura y/o de una atmdsfera
reductora y al mismo tiempo, determinar qué
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factores fisico-quimicos regulan la expresion
de los propios genes reguladores.
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