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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.
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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.
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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.
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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.
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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.
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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

Diciembre 2009



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
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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.
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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.
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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
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y Luis Mariano Mateos Delgado.
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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
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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.
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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,

Mycobacterium aurum,
Mycobacterium obuense,
Mycobacterium parafortuitum,
Mycobacterium chubuense 'y
Mycobacterium gilvum.

Implicacion en la morfologia
colonial, motilidad y formacion

de biofilms

Gemma Agusti Adalid

Directoras: Marina Luquin Fernandez
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Grupo de Micobacterias, Dept.
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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

Laura Isabel de Eugenio
Martinez

Directores: Maria Auxiliadora Prieto
Jimenez y Pedro Garcia Gonzalez.
Centro de Investigaciones

Biologicas (CSIC).

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

Laura Tomas Gallardo

Directores: Eduardo Santero
Santurino y Belén Floriano Pardal.
Universidad Pablo de Olavide.

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

Ma Elena Puertollano Vacas

Directores: Manuel A. de Pablo

Martinez, M2 Angeles Puertollano
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Facultad de Ciencias Experimentales y
de la Salud, Universidad de Jaén.

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

Irene Rodriguez Fernandez

Directoras: M. Carmen Mendoza
Fernandez y M. Rosario Rodicio
Rodicio.

Area de Microbiologia, Departamento
de Biologia Funcional; Facultad de
Medicina de la Universidad
de Oviedo.

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
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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

dual Msg5 con MAP quinasas en
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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.

Evaluacién y optimizacion
del caracter antimicrobiano
de peliculas basadas
en quitosano para su aplicacién
en envases activos y
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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-
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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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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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Salmonella spp. y
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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
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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
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Fusarium oxysporum - tomate
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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

Diciembre 2009

AcCtua

48:15



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
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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
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microorganismos indicadores
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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
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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

Diciembre 2009

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.
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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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