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Los alimentos, particularmente los productos
avicolas, han sido reconocidos recientemente
como reservorios potenciales de E. coli pato-
gena extraintestinal (ExPEC) para los seres
humanos. Por otro lado, los animales de pro-
duccion serian la principal causa del aumento
de resistencias frente a los antibioticos, incluida
la resistencia a colistina.

Para valorar el riesgo microbioldgico de un
alimento, hemos disefiado un protocolo de tra-
bajo de laboratorio (Figura) basado en el ana-
lisis de seis marcadores de virulencia / resis-
tencia, e incluyendo el uso de una PCR diplex
para la deteccion de EXPEC. Este protocolo se
validd con 100 productos carnicos de ave des-
tinados al consumidor. La caracterizacion de
323 aislamientos reveld que la carne de ave
es una fuente filogenéticamente diversa de
E. coli (filogrupos A a G) y Escherichia clado |.
El 71% de las muestras de carne portaban
cepas de £. colino sensibles a monobactamas,
cefalosporinas de tercera y/o fluoroquinolonas.
Ademas, el 47% portaban > 2 cepas diferentes
de E. colipositivas para genes BLEE, pAmpC o
mcr. Los aislamientos del 78% de las muestras
exhibian el estatus EXPEC y el 53% eran por-
tadores de aislamientos positivos para el esta-
tus de uropatogenicidad (UPEC). Las secuen-
cias tipo (ST) identificadas en el 86% de las
muestras pertenecian a linajes EXPEC de alto
riesgo, siendo el 73% portadoras de grupos
clonales de E. coliidentificados en infecciones
humanas de la misma Area de Salud que las
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Flujo de trabajo disefiado para investigar el nivel de contaminacion, y la prevalencia de resistencia a
antimicrobianos (AMR) y de E. coli patdgena transmitida por los alimentos.

muestras de carne analizadas. Es de destacar que recuperamos mas de un clon asociado con patologia humana en misma muestra de carne: p.e.
ST131-B2 (CH40-22), STE48-F (CH4-58), ST93-A (CH11-neg); ST95-B2 (CH38-27), ST354-F (CH88-58), ST155-B1 (CH4-neg), respectivamente.
Aplicando el andlisis de riesgo propuesto, el 84% de las muestras de carne presentaban > 3 riesgos, incluidos genes de resistencia, clones exi-
tosos de E. coli'y factores de virulencia. La carne de pavo mostro tasas significativamente mas altas de cepas multirresistentes, o portadoras del
gen mer de resistencia a colistina; mientras que el estatus EXPEC, o la presencia de patotipos hibridos como el aEPEC/EXPEC 0153:H10-A-ST10
(CH11-54), se asociaron significativamente con la carne de pollo (P <0,05). En la estrategia “de la granja a la mesa”, los EXPEC deben quedar

claramente incluidos en la vigilancia alimentaria.

Este estudio forma parte de la tesis doctoral de Dafne Diaz, dirigida por la Dra. Azucena Mora, Profa. Titular (USC), y desarrollada en el marco
de los proyectos nacionales AGL2016-79343-R y PID2019-104439RB-C21/AEI/10.13039/501100011033.

Diaz-Jiménez D, Garcia-Menifio I, Herrera A, Leston L, Mora A. 2020. Microbiological risk assessment of turkey and chicken meat for consumer: Significant differences regarding
multidrug resistance, mcr or presence of hybrid aEPEC/EXPEC pathotypes of E. coli. Food control.
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La tecnologia de los Pulsos Eléctri-
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cia lo que indica que a partir de un
determinado momento la velocidad de
inactivacion disminuye con el tiempo
de tratamiento. Este hecho limita la
aplicacion industrial de esta tecnologia como sistema de pasteurizacion de alimentos, siendo necesarios tratamientos muy intensos para
poder alcanzar los niveles de inactivacion microbiana adecuados para garantizar la seguridad sanitaria del alimento.

Diagrama adaptado de Delso et al. (2020)*

Hasta la fecha, la presencia de colas se ha atribuido a diversas causas como una distribucion de resistencias a los PEF en la poblacion micro-
biana, la falta de homogeneidad del campo eléctrico en las camaras de tratamiento, fendmenos de adaptacion celular durante los tratamientos,
etc. En este estudio, se investigd por primera vez, otra causa que explicaria la cinética no lineal observada en las graficas de supervivencia de
Salmonella Typhimurium (CECT 878). Para ello, y como se muestra en el diagrama adjunto, se comparo la inactivacion obtenida mediante la
aplicacion de un nimero de pulsos en una sola etapa (“n pulsos”) con la obtenida aplicando el mismo nimero de pulsos divididos en dos etapas
(“n/2 pulsos”) separadas por un periodo de tiempo variable. Los resultados mostraron mayores niveles de inactivacion cuando los tratamientos
PEF se aplicaron en dos etapas espaciadas por un determinado tiempo de incubacion (A, C y D) que cuando se aplicaban en una sola etapa
(B), desapareciendo el fendmeno de cola en las gréficas de supervivencia (D). La monitorizacion de la electroporacion celular mediante el uso
de fluorocromos, que solo son capaces de entrar en el interior del citoplasma cuando la membrana citoplasmatica no estd integra, permitio
determinar el porcentaje de células permeabilizadas tras los tratamientos PEF. Los resultados obtenidos evidenciaron que, cuando los pulsos se
aplicaban en dos etapas, un porcentaje de células electroporadas y que seguian viables tras el tratamiento (A) podian cerrar los poros si antes
de la aplicacion de la segunda etapa de pulsos se dejaban incubar un tiempo suficiente (C). Se planted la hipétesis de que estas células que
se mantenian viables una vez electroporadas se volverian insensibles al efecto del campo eléctrico lo que provocaria la aparicion de las colas
en las gréficas de supervivencia. Esta pérdida de sensibilidad se atribuyd a que en una célula electroporada el campo eléctrico aplicado no
provocaria el incremento del potencial transmembrana por encima del valor critico que se requiere para que se manifieste la electroporacion.
Durante el intervalo de tiempo entre la aplicacion de una etapa de pulsos y la siguiente, las células viables electroporadas reversiblemente
cerrarian los poros formados, la membrana citoplasmatica recuperaria su integridad (C) y como consecuencia las células volverian a ser sen-
sibles a los tratamientos (D) desapareciendo las colas en las gréficas de supervivencia. El periodo de tiempo necesario para que las células
cerraran los poros (de minutos a horas) dependié del pH del medio de incubacion entre etapas de pulsos. En consecuencia, la aplicacion de
tratamientos de PEF en dos etapas permitiria que las células “resistentes” en la primera dosis de pulsos recuperaran su sensibilidad al campo
eléctrico al cerrar sus poros tras un periodo de tiempo, consiguiendo asi su inactivacion en la segunda dosis de pulsos, desapareciendo las
colas en las gréficas de supervivencia. Este fendomeno ha sido validado tanto en leche entera como en zumo de naranja. Estos resultados
facilitan la posibilidad de desarrollar nuevas estrategias de aplicacion de los tratamientos PEF a escala industrial para conseguir los niveles de
inactivacion microbiana necesarios para garantizar la seguridad sanitaria de los alimentos tratados.

* Delso, C., Martinez, J. M., Cebrian, G., Alvarez, ., & Raso, J. (2020). Understanding the occurrence of tailing in survival curves of Salmonella Typhimurium treated by pulsed
electric fields. Bioelectrochemistry, 135, 107580.
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El estudio de los determinantes del
rango de huesped dentro del complejo de
Pseudomonas Syringae esta ganando una
vision renovada, debido a la amplia distri-
bucion del patdgeno en ambientes no agri-
colas, asi como a las evidencias de la gran
variabilidad en el rango de huésped que
existe entre cepas pertenecientes al mismo
patovar. Se requiere, por tanto, establecer
patosistemas modelos apropiados que
faciliten la integracion de datos fenotipicos,
gendmicos y evolutivos. La generacion de
la secuencia de nucledtidos completa del 3
cromosoma y de los tres plasmidos nativos

. Adelfa
de la cepa de Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi NCPPB 3335, patégena del oli- En la imagen se muestran los sintomas generados por cepas de la bacteria Pseudomonas savastanoi pertecientes
vo, y del borrador de los genomas de tres a sus cuatro patovares de plantas lefiosas: de izquierda a derecha, pv. savastanoi (tuberculosis del olivo), pv. nerii
cepas de P, savastanoi aisladas de adelfa (tuberculosis de la adelfa), pv. retacarpa (tuberculosis de la retama) y pv. fraxini (chancro del fresno).
(pv. nerii), fresno (pv. fraxini) y retama (pv.
retacarpa), nos ha facilitado realizar un
analisis gendmico comparativo con otros 16 genomas de P. savastanoi disponibles pertenecientes a los cuatro patovares. A pesar de
la superposicion de los rangos de huésped de las diversas cepas, las pruebas de patogenicidad cruzada que hemos llevado a cabo nos
permitieron separar claramente los patovares y reclasificar algunas cepas en un patovar diferente al que originalmente se habian asignado.
Estos ensayos funcionales resultaron fundamentales para reconciliar la filogenia con el rango de huésped, asi como para definir bioinfor-
maticamente los repertorios de genes especificos de cada patovar. Hemos calculado que el pangenoma de estas 20 cepas se compone de
7953 familias de genes ortdlogos, entre los que se encuentran 45 genes de efectores del sistema de secrecion de tipo lll, 24 de los cuales
son comunes a todas las cepas y cuatro son exclusivos del pv. retacarpa. Los cuatro patovares se corresponden con linajes genéticos
bien definidos, que correlacionan con la agrupacion jerarquica de las cepas que se obtiene en base a sus genes efectores, 1o que apoya
el papel de éstos en el rango de huésped diferencial de cada patovar. A diferencia del pv. fraxini, cuyas cepas cepas inducen chancro en
fresno, los otros tres patovares, causantes de tumores en plantas, codifican genes implicados en la biosintesis de las fitohormonas acido
indolacético y citoquininas, asi como genes responsables de la sintesis de rizobitoxina y de un bacteriofitocromo. Otros genes exclusivos
de patovar codifican proteinas de los sistemas de secrecion de tipo I, tipo Il, tipo IV y tipo VI, la fitotoxina fevamina A, un sideroforo, pro-
teinas relacionadas con di-GMPc, MCP (Methyl-accepting chemotaxis proteins) y una amplia coleccion de reguladores transcripcionales y
transportadores de ocho superfamilias diferentes. Nuestra combinacion de analisis de patogenicidad con el uso de herramientas gendmicas
nos ha permitido asignar correctamente cepas a patovares y proponer un repertorio de genes novedosos relacionados con el rango de
huésped en el complejo bacteriano P, syringae.

Sintomas generados por P. savastanoi

Retama

El articulo, se ha publicado en la revista Frontiers in Plant Science por investigadores de la Universidad de Malaga y el IHSM-UMA-CSIC (Alba
Moreno, Adrian Pintado, Eloy Caballo, Cayo Ramos) en colaboracion con Jests Murillo (Universidad Publica de Navarra) y otras investigadoras
de las Universidades ltalianas de Perugia y Florencia.

Host Range Determinants of Pseudomonas savastanoi Pathovars of Woody Hosts Revealed by Comparative Genomics and Cross-Pathogenicity Tests. Front. Plant Sci. (2020)
11:973.
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Las proteinas de union a colina (Choline-Binding Proteins, CBPSs) son una familia de polipéptidos modulares que estan involucrados en
diversas funciones esenciales del patogeno Streptococcus pneumoniae (neumococo). Las CPBs reconocen los residuos de colina presentes
en los &cidos teicoicos de la pared celular usando para ello los llamados mddulos de union a colina (CBMs). Las CBPs pueden ser el objetivo en
la bisqueda de nuevos farmacos para combatir a neumococo, sobre todo en el caso de cepas resistentes a los antibioticos.

Pneumococcus

Macrophage
response

En este trabajo se estudio el potencial de usar CBMs aislados que puedan actuar como inhibidores de las CBPs mediante la competicion
por los sitios de union en la superficie de la pared celular. El primer paso fue la caracterizacion fisico-quimica de la unién a la pared celular
de los tres CBMs provenientes de las proteinas C-LytA, C-Cpl1 y C-ChpD. Para dicha caracterizacion se utilizaron nanoparticulas magné-
ticas recubiertas de DEAE que imitaban la pared celular del neumococo. La interaccion fue estudiada combinando diferentes técnicas de
modelado molecular, centrifugacion analitica, resonancia de plasmén de superficie, espectroscopia de fluorescencia y dicroismo circular. Al
anadir de manera exdgena estos CBMs a cultivos en fase exponencial de S. pneumoniae, 1o que se observaba al poco tiempo era la forma-
cion de largas cadenas producidas por la inhibicion de las CBPs implicadas en separacion celular, y que se agregaban formando floculos y
sedimentando en el fondo. Se observo que dichos agregados eran faciimente reconocidos y fagocitados por macréfagos. Estos resultados
indican que los CBMs pueden ser unos buenos candidatos para disefiar nuevas sustancias antimicrobianas basadas en la induccion del
sistema inmunitario del hospedador.

Emma Roig-Molina, Manuel Sanchez-Angulo, Jana Seele, Francisco Garcia-Asencio, Roland Nau, Jests M. Sanz and Beatriz Maestro. (2020). Searching for Antipneumococcal
Targets: Choline-Binding Modules as Phagocytosis Enhancers. ACS Infect. Dis. 2020, 6, 954—974. DOI: 10.1021/acsinfecdis.9b00344
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Las bacterias fitopatdgenas colonizan la superficie
de las plantas y pueden multiplicarse como epifitas y
saprofitas antes de entrar en el interior de la planta.
Durante esta etapa en la filosfera deben adaptarse
al ambiente en la superficie de la hoja. Cuando las
condiciones son favorables, las bacterias entran a tra-
vés de heridas o aberturas naturales y se multiplican
en el apoplasto de la planta. Una vez dentro, activan
mecanismos de virulencia e inducen los sintomas aso-
ciados a la enfermedad. El estudio de las adaptaciones
bacterianas en las etapas iniciales de la interaccion
es fundamental para dilucidar el cambio a un estilo
de vida patogénico y el desarrollo de la enfermedad.

En este trabajo, hemos evaluado el efecto de la
percepcion de la luz sobre la expresion génica en
poblaciones epifitas del patdgeno modelo Pseudo-
monas syringae pv. tomate DC3000 (PsPto) duran-
te el contacto inicial con la superficie de hojas de
tomate. Hemos observado que el contacto con la
superficie de la hoja desencadena una profunda
reprogramacion génica en PsPto. La respuesta ini-
cial se caracteriza por una significativa activacion
de los genes de quimiotaxis y motilidad bacteriana,
independientemente de las condiciones de luz. Sin
embargo, también hemos determinado que, una vez
en la superficie de la hoja, la percepcion de la luz
azul por parte de PsPto es necesaria para lograr una
colonizacion dptima. La percepcion de la luz azul, a
través de la funcion de los fotorreceptores de PsPto,
desencadena la activacion de la actividad metabdlica
y aumenta la expresion de cinco quimiorreceptores.
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Modelo que ilustra el efecto de la percepcion de la luz azul en Pseudomonas syringae durante la fase
epifita: aumento en la expresion de genes relacionados con la quimiotaxis y con la actividad metabélica
que permiten una respuesta optima a las sefiales de la planta, y que sumado a la apertura de los
estomas mediada por la luz azul, facilita la entrada de las bacterias al interior de la planta.

Los quimiorreceptores median la quimiotaxis hacia los compuestos liberados desde interior de la hoja y desde los estomas, facilitando la
entrada al interior de la planta y el inicio del proceso de virulencia. Hemos demostrado que la inactivacion de dos de los quimiorreceptores
activados por la luz azul provoca una reduccion de la virulencia. Ademas, en trabajos anteriores se ha demostrado que la luz azul es una sefial
para la apertura de los estomas, lo que facilita la entrada de bacterias al interior de la planta. Nuestros resultados ponen de manifiesto que
durante la interaccion de PsPto con plantas de tomate, la percepcion de la luz, la quimiotaxis y la virulencia son procesos altamente conectados.

Estos resultados se han publicado en la revista Molecular Plant Pathology por investigadores del Centro de Biotecnologia y Gendmica de

Plantas (CBGP) de la Universidad Politécnica de Madrid.

“Blue-light perception by epiphytic Pseudomonas syringae drives chemoreceptor expression, enabling efficient plant infection”. Molecular Plant Pathology. 2020 https://doi.

org/10.1111/mpp.13001.
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