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BUSQUEDA DE GENES IMPLICADOS EN LA INTERRUPCION DE LA COMUNICACION BACTERIANA EN UN AMBIENTE HIPERSALINO
MEDIANTE UN ESTUDIO METAGENOMICO

marta.torres-bejar@i2hc.paris-saclay.fr
Marta Torres?, Inmaculada Llamas® illamas@ugr.es
aCentre National de la Recherche Scientifique (CNRS). *Universidad de Granada

La expresion de muchos factores de virulencia esta regulada por sistemas de comunicacion dependientes de la densidad celular o quorum
sensing (QS). Se basan en la produccion, acumulacion y reconocimiento de moléculas sefas o autoinductores, siendo las N-acilhomoserin
lactonas (AHLs) las principales moléculas sefal de las bacterias Gram negativas. Debido a ello, muchos de los organismos competidores
han desarrollado diversas estrategias para defenderse, tales como la inactivacion enzimatica de los autoinductores, conocida como quorum
quenching (QQ).

En las Ultimas décadas, los sistemas QS y QQ se han descrito en bacterias procedentes de diferentes ecosistemas, pero son muy €scasos
los estudios relativos a las bacterias extremdfilas, y especialmente a los haldfilos, microorganismos caracterizados por vivir en ambientes con
una elevada salinidad, niveles bajos de oxigeno y a veces alta alcalinidad.

En este trabajo hemos construido una libreria metagenémica generada a partir de un suelo hipersalino de Rambla Salada (Murcia), en la
que se selecciond un dnico clon con actividad QQ tras el ensayo de 250.000 clones. El cribado de la libreria metagendmica y su posterior
andlisis in silico permitid identificar un Unico gen (hqid, de hypersaline quorum-quenching isochorismatase) capaz de conferir a Escherichia
colila capacidad de degradar AHLs. La caracterizacion quimica mediante HPLC/MS de la actividad enzimatica codificada en el gen hgiA puso
de manifiesto una actividad de tipo lactonasa, que se caracteriza por degradar un amplio rango de moléculas AHLS con y sin sustituciones
quimicas. Hasta la fecha se habian descrito varios tipos de lactonasas (la mayoria identificadas mediante estrategias dependientes de cultivo),
las cuales se agrupan en dos familias, las metalohidrolasas de zinc y las o/B-hidrolasas. El andlisis in silico reveld que HaiA no tiene homologia
con ninguna de las enzimas lactonasas ya descritas, sino que posee homologia con las enzimas de tipo isocorismatasas y N-carbamoilsarcosina
amidasas del grupo de las cisteina-hidrolasas.

Aunque el papel fisioldgico de las enzimas QQ atn permanece indeterminado, éstas representan una alternativa prometedora al uso de
productos quimicos y antibidticos para el tratamiento de enfermedades reguladas por QS en sectores como la acuicultura y en agricultura.
De hecho, nuestros ensayos muestran que la enzima HgiA interfiere la produccion de AHLs en bacterias patdgenas cuya virulencia esta regu-
lada por QS. En la Figura se observa como la expresion de hgiA en el fitopatdgeno Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum CECT
2257 evita la aparicidn de sintomas de podredumbre, mientras que la cepa silvestre y el control con el plasmido vacio pME6010 causan una
maceracion importante.

Este estudio constituye la primera descripcion de una enzima degradadora de AHLS en un ambiente hipersalino, probablemente perteneciente
a una bacteria haldfila. La caracterizacion genética y quimica de este clon ha permitido la identificacion de una nueva clase de enzima degra-
dadora de AHLs (isocorismatasa HqiA) no relacionada con otros tipos de enzimas descritos previamente. Los resultados obtenidos reivindican la
interferencia de la comunicacion intercelular bacteriana como una estrategia eficaz para combatir las enfermedades infecciosas en la agricultura.

Torres, M., Uroz, S., Salto, R., Fauchery, L., Quesada, E., Llamas, . 2017. HgiA, a novel quorum-quenching enzyme expanding the family of AHL lactonases. Scientific Reports 7: 943.

Efecto de la expresion de hgiA en la podredumbre producida por P, carotovorum subsp. carotovorum en un ensayo en patata.
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LA “REVOLUCION DE LA EVOLUCION”: CLAVES GENOMICAS DE LA EVOLUCION ADAPTATIVA DE BACTERIAS PATOGENAS
EN EL PULMON DE LOS PACIENTES QUE SUFREN ENFERMEDAD PULMONAR OBSTRUCTIVA CRONICA (EPOC)

Ariadna Fernandez-Calvet' y Junkal Garmendia'?
'Instituto de Agrobiotecnologia, CSIC-Gobierno Navarra, Mutilva, Spain. ?Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades
Respiratorias (CIBERES), Madrid, Spain

Los pulmones se consideraron “estériles” hasta principios de esta década, cuando la utilizacion de técnicas de secuenciacion masiva de
ADN mostrd la existencia de un microbioma pulmonar humano. Este avance tecnoldgico abri6 paso al estudio de las claves gendmicas de
pato-adaptacion. Asi, la evidencia de rasgos gendmicos de la evolucion adaptativa de patdgenos oportunistas procedentes de reservorios
naturales como son Pseudomonas aeruginosay Burkholderia dolosa durante la infeccion pulmonar cronica de pacientes que sufren fibrosis
quistica es paradigmatica en este campo de estudio.

El trabajo liderado por la Dra. Junkal Garmendia, miembro del grupo especializado de Microbiologia Molecular de la SEM, realizado en cola-
boracion con investigadores del Hospital Universitario de Bellvitge (HUB), Universidad de Drexel (USA) y Centro de Investigaciones Bioldgicas
(CIB-CSIC), va un paso mas alla y determina las claves gendmicas de pato-adaptacion de la bacteria Haemophilus influenzae. H. influenzae forma
parte del microbioma respiratorio humano, y es también un patdgeno oportunista causante de infeccion pulmonar persistente en pacientes que
sufren enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC). Segun la Organizacion Mundial de la Salud, la EPOC es la tercera causa de muerte
mas frecuente a nivel mundial, por lo que entender las bases bioldgicas de su infeccion cronica concomitante es clave para dirigir nuevos
desarrollos terapéuticos.

Para identificar la variacion genomica bacteriana asociada a la infec-
cion del pulmén EPOC, los investigadores secuenciaron el genoma de
92 cepas de H. influenzae aisladas de muestras de esputo recogidas
de 13 pacientes EPOC durante visitas médicas sucesivas entre los
afos 2000 y 2014. Establecieron linajes clonales de H. influenzae, la genbrmico Secuenciacion
relacion filogendmica de los mismos, y buscaron genes con mutaciones
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guia en futuros desarrollos terapéuticos frente a la EPOC.

Resumen del trabajo. En la parte inferior, se muestra un modelo que ilustra

el antagonismo pleiotropico de FadL durante la infeccion persistente de H.

Moleres, Fernandez-Calvet et al., MBio. 2018 Sep 25;9(5). pii: €01176-18. doi: 10.1128/  influenzae en el pulmdn de pacientes que sufren EPOC. Modificado de Moleres
mBio.01176-1. etal., mBio 2018.
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REGULACION POR PEQUENOS ARNS EN BACTERIAS. IMPLICACION DE UNO DE ELLOS
EN LA REPRESION CATABOLICA DE UNA RUTA DE DEGRADACION ADQUIRIDA

Inmaculada Garcia-Romero

La represion catabdlica es un mecanismo de regulacion global por el que la presencia de una fuente de carbono preferencial impide la expresion
de los sistemas catabélicos implicados en la utilizacion de sustratos secundarios. Este mecanismo de regulacion se ha estudiado ampliamente
en bacterias modelo, tales como Escherichia coliy Bacillus subtillis, pero muy poco en otras que son de interés medioambiental como las perte-
necientes a la familia Sphingomonadaceae. Sphingopyxis granuli estirpe TFA es una bacteria oligotrofa perteneciente a la familia anterior cuyo
genoma se ha secuenciado recientemente (Garcia-Romero et al., 2016). Una de las principales caracteristicas metabdlicas de esta bacteria es
su capacidad para mineralizar la tetralina al utilizarla como Unica fuente de carbono y energia. La tetralina es un solvente toxico debido tanto a
su caracter lipofilico, lo que permite la interaccidn con las membranas bioldgicas, como a la formacion de hidroperdxidos en el interior celular.

Tanto la ruta de degradacion de la tetralina como la regulacion especifica de los genes estructurales (genes thn) han sido completamente
caracterizadas previamente en TFA por miembros de nuestro laboratorio. El andlisis genémico indica que esta ruta fue adquirida por TFA por
transferencia horizontal. Ademas de la induccion especifica por tetralina, se ha demostrado que la expresion de estos genes es menor en
presencia de una fuente de carbono preferencial, atn estando presente la tetralina en el medio, lo que supone que estan sujetos a represion
catabolica.

En nuestro trabajo mas reciente realizamos un analisis global de la expresion génica en TFA en distintas fuentes de carbono junto con la
deteccion de los inicios de la transcripcion a través de dRNA-seq. La informacion obtenida combinada con la anotacion a través del software
Infernal revela la expresion de 91 posibles pequefios ARNs en las condiciones analizadas. Entre ellos se detecta un pequefio ARN perteneciente
a la familia Rfam SuhB (RF00519) el cual se expresa en condiciones de crecimiento rapido para TFA (Figura 1A) y que se codifica por un gen
no asociado a los de la ruta de degradacion de tetralina. El andlisis de la expresion de los genes thn en un mutante carente de SuhB revela
que estos se desreprimen en condiciones de represion catabdlica (Figura 1B) y que, ademas, el regulador especifico de la ruta, ThnR, se
encuentra en mayor cantidad en dicho mutante. Se confirma que SuhB interacciona con el ARN mensajero de thnR en la region de union del
ribosoma, lo cual podria bloquear la traduccion del regulador, siendo este uno de los mecanismos de accion mas descrito para los pequefios
ARNSs reguladores. Ademas, experimentos de co-inmunoprecipitacion junto con ensayos de fluorescencia y el analisis de expresion de los genes
thnen un mutante carente de la proteina Hfq sugieren la participacion de esta chaperona de ARN en la unién entre SuhB'y el 5°UTR de thnR.

Estos resultados demuestran que SuhB, con la intervencion de Hfq, afecta negativamente a la expresion del regulador hnR, lo cual se tra-
duce en una falta de expresion de los genes thn en condiciones en las que se expresa el pequefio ARN, como son las de represion catabolica
de los genes thn.

Garcia-Romero, I., Forstner, K. U., Santero, E. and Floriano, B. (2018), SuhB, a small non-coding RNA involved in catabolite repression of tetralin degradation genes in Sphingopyxis
granuli strain TFA. Environ Microbiol. doi:10.1111/1462-2920.14360
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Figura 1: (A) Northern blot para la deteccion de
SuhB en células de TFA crecidas en tetralina (THN),
B-hidroxibutirato 40 mM (B-HB 40 mM) y en
condiciones de represion catabolica (3-HB 40 mM +
THN). (B) Crecimiento (linea continua) y expresion de
los genes thn (lin ea punteada) en la estirpe silvestre
de TFAy el mutante carente de SuhB en condiciones
de represion catabdlica.
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Para sobrevivir y proliferar en ausencia de oxigeno, muchos patdgenos intestinales llevan a cabo un tipo de respiracion anaerdbica en la cual
usan nitrato en vez de oxigeno. Las proteinas llamadas nitrato reductasas reducen el nitrato a nitrito — un compuesto nocivo — que normal-
mente es detoxificado por enzimas especializadas. Sin embargo Vibrio cholerae, la bacteria causante del colera acumula el nitrito y detiene
su crecimiento. Este hecho llevo a pensar por muchos afnos que la reduccion de nitrato, carecia de importancia bioldgica para V. cholerae.

El laboratorio de Felipe Cava (MIMS/Umed University, Suecia) observé algo completamente inesperado: aunque V. cholerae crecia claramente
menos en presencia de nitrato, esta condicion le permitia sobrevivir mucho mejor que sin nitrato. Pero, ;de qué modo sucedia esto?

El equipo identificd un mutante que era capaz de crecer en ausencia de nitrato. El mutante en cuestion tenia afectada su capacidad fermen-
tativa, una ruta metabdlica que genera energia para crecer en la ausencia de oxigeno pero que a cambio acidifica el medio en esta bacteria.
Este resultado sugeria que la acidificacion era en realidad el factor que afectaba la viabilidad de V. cholerae, mientras que la acumulacion de
nitrito actuaba como un “freno metabdlico” que prevenia la sobre-acidificacion del medio y como consecuencia la muerte celular.

Tirando del hilo, los autores observaron que cuando el pH del medio era alcalino V/ cholerae era capaz de crecer anaerébicamente con nitrato, siendo
asi capaz de ganar la carrera a las bacterias comensales del intestino. Este hecho es particularmente relevante a la hora de comprender mejor como
sucede el proceso infectivo. De hecho, este novedoso sistema de regulacion del crecimiento/viabilidad por anoxia, nitrito y pH no es exclusivo de V/
cholerae. Los autores han observado resultados similares en patdgenos entéricos como Salmonella typhimurium, Escherichia coli EHEC) y Citrobacter
rodentium 10 que anima a pensar que este trabajo pueda inspirar nuevas estrategias que permitan el control de infecciones intestinales.

Emilio Bueno, Brandon Sit, Matthew K. Waldor, and Felipe Cava (2018): Anaerobic nitrate reduction divergently governs population expansion of the enteropathogen Vibrio cholerae.
Nature Microbiology (1st October 2018) 10.1038/s41564-018-0253-0

Contacto: www.cavalab.site ® http://www.mims.umu.se/groups/felipe-cava.html e Phone: +46 (0) 90 785 6755
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Emilio Bueno presenta su proyecto de investigacion en la conferencia Nordic EMBL Funciones respiratorias dependiente de pH en V. cholerae; Cuando el pH es bajo
Partnership for Molecular Medicine en Oslo, 13-14 de septiembre de 2018. (region préximal del intestino delgado), V. cholerae usa la reduccion de nitrato para

parar el crecimiento y sobrevivir. Por el contrario, cuando el pH es alto (region distal
del intestino delgado), la reduccion de nitrato es usada para crecer masivamente y
colonizar el huésped causando colera.
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ESTRATEGIAS DE ADAPTACION AL ESTRES POR METALES: AMPLIFICACION CROMOSOMICA
REVERSIBLE Y CREACION DE NUEVOS GENES PARALOGOS juancar@bio.ucm.es

Juan Carlos Gutiérrez
Dpto. Genética, Fisiologia y Microbiologia. Facultad de Biologia. Universidad Complutense (UCM). 28040 Madrid. Spain. Dept. Molecular
Genetics and Cell Biology. University of Chicago. Chicago. IL 60637. USA

Los contaminantes pueden ejercer un estrés
selectivo sobre 10s seres vivos, y estos pueden cepa Cd-adaptada
experimentar cambios genéticos para adaptar- —; |
se a dichas condiciones de estrés. Los pro-
tozoos ciliados, como el modelo Tetrahymena
thermophila, debido a su elevada ploidia en el
macroncleo constituyen un magnifico modelo
microbiano-eucariota para estudios de adap-
tacion gendmica al estrés ambiental. Durante
un extenso periodo (~2 afios) de adaptacion
a concentraciones crecientes de metal (Cd,
Cu o Pb), se han aislado cepas resistentes
a concentraciones extremas de los mismos.
Igualmente, se han obtenido y analizado tres
cepas knockout (KO) y/o knockdown (KD) para
los genes MTTT1 y/o MTT5, codificantes de
metalotioneinas (MTs), que son proteinas que- | . enBDP- MTT1- MTT3 -
ladoras de metal. El MTT5 es un gen esencial
(de Francisco et al., 2017), por lo que solo se
puede obtener una cepa KD para este gen. Esquema de las estrategias genéticas de adaptacion.
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Dos tipos diferentes de estrategias genéticas se han detectado y analizado; una de ellas como respuesta celular frente a la adaptacion al Cd
exclusivamente (cepa Cd-adap) y la otra frente a la disminucion (~98%) del nimero de copias del gen esencial MTT5 (cepa MTT5KD). En la cepa
Cd-adap hemos detectado el incremento (5 veces) del nimero de copias de tres genes localizados en el mismo fragmento sub-cromosémico
macronuclear. Dos de los cuales codifican MTs (MTT7y MTT3), mientras que el resto de los genes MT (MTT5, MTT2y MTT4), localizados en otros
fragmentos sub-cromosémicos del macrontcleo de este ciliado, mantienen el nimero de copias de la cepa silvestre (45C). La amplificacion exclu-
siva de este sub-cromosoma es reversible, y reproducible, dependiendo de la presencia o ausencia del metal (Cd) en el medio. En unos 7 meses
(sin Cd) esta cepa pasa de 225C a 45C, mientras que en una sola semana (bajo una nueva exposicion al Cd) vuelve a amplificar este fragmento
sub-cromosdmico de 45C a 165C. La amplificacion del gen MTT7 en la cepa Cd-adap contribuye a su mayor expresion basal (28x) respecto de la
cepa silvestre, a diferencia de 1o que ocurre con el gen MTT3, cuya expresion no se ve incrementada. Esto se podria deber a la existencia de una
regulacion negativa de su expresion, basada en un mecanismo similar al de compensacion de la dosis génica descrito en los cromosomas sexuales
de algunos organismos. No conocemos aun el mecanismo molecular por el que la ADN polimerasa amplifica especificamente, bajo estrés por Cd,
este sub-cromosoma frente al resto del genoma, aunque una posibilidad podria ser un reconocimiento epigenético del mismo.

La segunda estrategia, exclusiva de la cepa MTT5KD, implica la creacion de 4 nuevos genes paralogos a partir del gen MTT7. Este gen presenta
dos pares de motivos idénticos y repetidos de 12 pb (5'GGATGTTGCTGC3"y 5'GGATGCAAATGT3), que corresponden a dos dominios ricos en
cisteina (Cys); Gly-Cys-Cys-Cys y Gly-Cys-Lys-Cys, respectivamente, y conservados entre las Cd-MTs de Tetrahymena (Gutiérrez et al., 2009).
Estas dos secuencias intervienen, por recombinacion homologa entre ellas, en la creacion de los cuatro nuevos genes paralogos (MTT1a, MTT1b,
MTT1cy MTT1d) derivados del MTT1. Estos nuevos genes han sido aislados como ADNc en la cepa MTT5KD tratada con Cd, y nuestra hipdtesis
€s que estas nuevas especies génicas ayudan a compensar la reduccion drastica del nimero de copias del gen esencial MT75 en esta cepa.

En resumen, al menos dos diferentes mecanismos avalan la existencia de una gran plasticidad genémica macronuclear en respuesta directa
o indirecta al estrés inducido por metales. La segunda estrategia, que compensa la drastica reduccion de un gen esencial, representa, por lo
(ue conocemos, un NUEVO mecanismo en microbiologia eucariota.

De Francisco P, Martin-Gonzalez A, Turkewitz AP, Gutiérrez JC. Genome plasticity in response to stress in Tetrahymena thermophila: selective and reversible chromosome ampli-
fication and paralogous expansion of metallothionein genes. Environmental Microbiology. (2018). doi: 10.1111/1462-2920.14251.
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Cayo Ramos

Tradicionalmente el estudio de enfermedades de plantas se ha centrado en la caracterizacion
de su agente causal (virus, bacterias y hongos) y de los efectos que éstos generan en las
plantas que infectan; sin embargo, existen cada vez mas evidencias de que los patdgenos se
integran en complejas comunidades microbianas. En este sentido, la tuberculosis del olivo, en
cuyo microbioma se han identificado 29 géneros bacterianos diferentes, es un modelo para la
caracterizacion de las interacciones microbianas en enfermedades de plantas lefiosas. Este
articulo analiza en profundidad la influencia en la sintomatologia de la enfermedad (tumores
0 “verrugas” generados en las ramas de olivo) del mecanismo de comunicacion intercelular
quorum sensing, entre el agente causal de la tuberculosis (la bacteria Pseudomonas savasta-
noi) y otra de las especies integrantes del microbioma de esta enfermedad (Erwinia toletana).
El articulo, publicado en la revista Applied and Environmental Microbiology, de la American
Society for Microbiology, es fruto de una colaboracion entre investigadores de la Universidad
de Malaga (UMA) integrados en el Instituto de Hortofruticultura Subtropical y Mediterranea
(IHSM-UMA-CSIC) “La Mayora” (Eloy Caballo Ponce y Cayo Ramos), el International Centre for
Genetic Engineering and Biotechnology (Trieste, Italia: Xianfa Meng, Gordana Uzelac, Daniel
Passos da Silva y Vittorio Venturi.), el CBM S.c.r.l. (Trieste: Danilo Licastro) y la Universidad de
Nottingham (Nigel Halliday y Miguel Camara).

Quorum sensing in Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi and Erwinia toletana: role in virulence and interspecies
interactions in the olive knot. Appl. Environ. Microbiol. 84 (18): e00950-18. doi: 10.1128/AEM.00950-18

En la foto superior se muestra un tumor generado en una planta de olivo cultivada in vitro; en la inferior, el agente
causal y la bacteria cooperante se visualizan mediante fluorescencia verde y roja, respectivamente.

Marina Robas Mora

El suelo es un microcosmos dominado por bacterias que desemperian funciones de enorme importancia en su productividad, pero gue son, sin embargo,
muy sensibles a las perturbaciones, pudiendo alterarse su diversidad y actividad (Ouni et al. 2013). Por ello, estudiamos las posibles influencias que
los distintos tipos de manejos agrarios pueden tener sobre el microbioma rizosférico de la especie Vitis vinifera. Buscamos, asi, responder a la cuestion
subyacente de hasta qué punto y de qué modo el uso del suelo puede afectar a la funcionalidad y actividades de los microorganismos edaficos.

Para estudiar la estructura funcional microbiana edafica (diversidad metabolica), hemos evaluado el perfil metabolico (CLPP: comunity level
physiological profile) mediante el empleo de placas Biolog ECO®. Los resultados permiten afirmar que el perfil metabolico (diversidad, cinética
de crecimiento y CLPP) de suelos no explotados agrariamente difiere de aquellos que han sido sometidos a presion antrpica.

Por otro lado, entre todas las actividades microbianas que pueden verse afectadas por el uso de 10s suelos, se encuentra la posible influencia
sobre los mecanismos de resistencia a antibioticos, sus niveles de expresion y perfiles fenotipicos de resistencia.

Recordemos que la microbiota del suelo en uno de los mas importantes reservorios de genes de resistencia (Aminov, 2009). El evidente
incremento de microorganismos ambientales resistentes a distintos antibiéticos supone un riesgo de que sean transferidos a patdgenos. Esto
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nos hace plantearnos el efecto que pueden tener los distintos manejos agrarios, especialmente la irrigacion con aguas de distintos origenes,
sobre la potencial aparicion de resistencia a antibiéticos de uso clinico en animales y personas a través de la cadena tréfica. Para responder
a esta cuestion, entre otras, es necesario alcanzar un mayor conocimiento de 1os genes responsables de dicha resistencia, como se seleccio-
nan, movilizan hacia bacterias patogenas (Wright, 2010) y su propagacion por el entorno (Petrovic et al., 2003). Esto genera la necesidad de
encontrar criterios de interpretacion de la resistencia a antibiéticos en comunidades microbianas ambientales.

Asi surge el concepto Cenofenorresistoma, como una aproximacion metodoldgica para evaluar la resistencia antimicrobiana global de
comunidades bacterianas complejas, ajustando técnicas tradicionalmente empleadas para la evaluacion del antibiograma en poblaciones

monoespecificas. Los resultados del estudio demuestran que el Cenofenorresistoma se postula como un buen bioindicador de la respuesta
del suelo a las perturbaciones ambientales.

Robas Mora, M., Probanza Lobo, A., Jiménez Gomez, P.A. (2017). Effect of the Type of Vitis vinifera Cultivation in the Cenophenoresistome and Metabolic Profiling (CLPP) of Edaphic
Bacterial Communities. J. Agr. Sci. Tech. 7:522-536. doi: 10.17265/2161-6256/2017.08.002

¢DIFUNDEN LOS BACTERIOFAGOS A TRAVES DE LOS BIOFILMS BACTERIANOS?

Silvia Gonzalez, Lucia Fernandez y Ana Rodriguez

Los biofilms son estructuras complejas en los que las células micro-
bianas se encuentran protegidas de la accion de agentes externos
(desecacion, luz UV, calor, antimicrobianos, etc). Cuando los biofilms

Etapa 1: Formacion del Biofilm.

estan formados por bacterias patégenas, su eliminacion constituye un o s o 1tk
serio problema, siendo la causa de infecciones recurrentes. Una posi- [ | —

ble alternativa a los antibioticos y desinfectantes convencionales es la
utilizacion de bacteridfagos (o fagos), que son 10s virus que infectan
a las bacterias. Durante el proceso de infeccion, los bacteriéfagos se
unen a la bacteria y se replican dentro de ella para, finalmente, des-
truirla'y liberar nuevos fagos. El desarrollo de una estrategia de elimi-
nacion de biofilms exitosa basada en fagos requiere un conocimiento
adecuado de parametros tales como la difusion, la propagacion y la
viabilidad de los bacteritfagos a través de los biofilms bacterianos.

Pocillo Biofilm formado en

Inerto la membrana

Membrana de policarbonato

Etapa 2: Tratamiento con la suspension fagica.

Transferirinserto a un

Con este fin, el grupo DairySafe del Instituto de Productos Lacteos de
Asturias (IPLA-CSIC) ha desarrollado recientemente una técnica que
permite estudiar en mayor profundidad dichas caracteristicas. Asi, se
ha establecido un protocolo sencillo (Figura 1) basado en la formacion
de biofilms bacterianos sobre una membrana de policarbonato, la
cual separa una camara superior (a la que se afiade la suspension
fagica) de una camara inferior (en la que posteriormente se recoge el
fago que haya atravesado el biofilm). En este estudio, se obtuvieron
biofilms de distintas especies bacterianas (Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidisy Lactobacillus plantarum) y se afiadieron
dos bacteriéfagos que infectan a las dos especies de Staphylococcus.
Los resultados obtenidos confirmaron que ambos bacteriéfagos son
capaces de difundir a través de los biofilms de las tres especies
y ademas de propagarse en el interior de la estructura cuando en
ella hay bacterias susceptibles. La utilizacion de esta técnica permite
evaluar y comparar bacteridfagos cuyas caracteristicas apoyen su
utilizacion como agentes antibiofilm.

Gonzdlez, S., Fernandez, L., Campelo A.B., Rodriguez, A., and Garcia, P. (2018). Analysis
of Different Parameters Affecting Diffusion, Propagation and Survival of Staphylo-
phages in Bacterial Biofilms. Front. Microbiol., 28 September 2018. hitps://doi
0rg/10.3389/fmich.2018.02348
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Etapa 3: Recoleccion y titulacion del bacteriéfago.
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Esquema representativo del protocolo de difusion de bacteriéfagos a través de un
biofilm bacteriano. Tomada y modificada de: Front. Micrabiol., 28 de septiembre de
2018.
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