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n primer resumen de las actividades de nuestro gru-
po apareci6 el pasado afio en estas mismas pagi-
nas
, puesto que también
pertenecemos al grupo de «Biologia de los microorganismos
patogenos». En él se hacia referencia a la historia del gru-
po, ligado siempre al estudio de Streptococcus pneumoniae
(neumococo), uno de los principales patégenos y causa
principal de morbilidad y mortalidad en nifios y adultos de
todo el mundo. La enfermedad neumocécica invasiva (ENI)
viene precedida por el establecimiento del llamado «estado
de portador», es decir, la colonizacion de la nasofaringe.
Este proceso tiene lugar a través de una relacion compleja
huésped-parasito en la que también se dan interacciones
con otros microorganismos que ocupan el mismo habitat.
La mayoria de estas interacciones implican, por un lado,
a proteinas de la superficie bacteriana y, por otro, a los
mecanismos de defensa del huésped.

Uno de los temas tradicionales de trabajo en nuestro
laboratorio ha sido (y sigue siendo), el estudio de las murein-
hidrolasas que hidrolizan enlaces especificos de la pared
celular. Estas enzimas pertenecen a una familia de proteinas
de superficie denominada «Choline-binding proteins» o CBPs,
que se caracterizan por la union especifica y no covalente al
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aminoalcohol colina que forma parte de los acidos teicoicos
y lipoteicoicos de la envuelta celular. Las CBPs mas estudia-
das han sido: a) LytA, la principal autolisina de neumococo;
b) LytB, una glucosaminidasa responsable de la separacion
de las células hijas; c) LytC, una lisozima implicada, entre
otras funciones, en la autolisis a 30°C; d) Pce, una fosforil-
colinesterasa que degrada los residuos de fosforilcolina de
la superficie celular. Estas proteinas se investigaron, inicial-
mente, desde el punto de vista del papel fisiolégico que des-
empeian en la célula. Al disponer de suficientes cantidades
de estas proteinas se ha podido profundizar en la relacion
estructura-funcion de varias de ellas, tanto bacterianas como
fagicas (véase mas adelante), a través del estudio de sus
propiedades fisico-quimicas y de sus estructuras tridimensio-
nales. Estos trabajos se vienen llevando a cabo en estrecha
colaboracién con los grupos de Margarita Menéndez y Juan
Hermoso del Instituto Rocasolano del CSIC.

Actualmente, determinadas cepas de neumococo han
alcanzado la categoria de «supergérmenes», bacterias cada
vez mas dificiles de erradicar con antibidticos. Ademas,
las vacunas actuales no cubren todas las necesidades de
prevencion y se esta comprobando un incremento en la
incidencia de ENI causada por neumococos de serotipos no
vacunales. Es evidente, por tanto, que se necesitan urgen-



temente nuevos farmacos efectivos basados en nuevas dia-
nas terapéuticas. En nuestro laboratorio se esta estudiando
la implicacion de estas CBPs en la colonizacion, el esta-
blecimiento de la ENI y la respuesta inmune del huésped.
Para ello, se han puesto a punto diversas técnicas in vitro
—como los biofilmes o los cultivos celulares— y modelos
animales de infeccién. Hace unos afios desarrollamos un
modelo experimental de formacion de biofilm por neumoco-
co usando placas multipocillo. Se observo que dichos bio-
filmes eran estructural y funcionalmente complejos ya que
en su formacion estan implicados maltiples genes, algunos
de ellos de funcién desconocida. Asimismo, se demostr6
que el DNA y determinadas proteinas y polisacaridos son
componentes de la matriz extracelular de estos biofilmes.

En cuanto a los compuestos con actividad antibacte-
riana, se estan estudiando diferentes grupos de moléculas
que se pueden resumir asi:

a) Esteres de aminas biciclicas que se comportan como
analogos de colina ya que interaccionan fuertemente
con el modulo de union a colina de las CBPs ocupan-
do sitios de unién del aminoalcohol. A concentra-
ciones bajas (mM), algunos de estos compuestos no
solo inhiben la actividad enzimatica de LytA y otras
murein-hidrolasas, deteniendo el crecimiento, sino que
también son capaces de reducir la viabilidad del cul-
tivo. Este comportamiento puede ser imitado si estos
compuestos se cargan en un tipo de nanoparticulas
denominadas dendrimeros. Este trabajo se esta reali-
zando en colaboracion con el grupo de Jesls M. Sanz
de la Universidad Miguel Hernandez de Elche.

b) A partir de una quimioteca de mas de un millar de
farmacos aprobados por la FDA, se han seleccionado
algunos compuestos con elevada capacidad bacteri-
cida sobre neumococo y otras bacterias patégenas, a
concentraciones submilimolares. Los compuestos que
muestran mejor efecto bactericida se estan probando
también en su forma encapsulada como nanoparticulas.

c) Las cerageninas (derivados del acido célico) son
compuestos cuya diana es la membrana bacteria-
na y que recuerdan a los péptidos antimicrobianos
enddgenos. En concreto, la ceragenina CSA-13 es
muy activa lisando in vitro a neumococos (inclu-
so aislados multirresistentes) al disparar la accion
autolitica de LytA.

d) Las lisinas fagicas (endolisinas) son enzimas que se
sintetizan en el citoplasma bacteriano durante la fase
tardia del ciclo litico con la finalidad de degradar la
pared celular facilitando asi la liberacién de la proge-
nie. Estas enzimas, también denominadas enzibidticos,
muestran un potente efecto bactericida y suelen ser
muy especificas ya que, normalmente, s6lo matan a las
bacterias de las que procede el fago que codifica dicha
enzima. En nuestro laboratorio se probaron inicialmente
la lisozima Cpl-1 y la amidasa Pal (codificadas por los
fagos Cp-1y Dp-1, respectivamente) que son también
(CBPs. Los resultados obtenidos in vitro se validaron en
un modelo murino de sepsis. También se ha demostrado

que la lisozima Cpl-7 —con un dominio catalitico simi-
lar al de Cpl-1 pero con el de union al sustrato total-
mente distinto— es activa no sélo contra neumococo
(incluidas las cepas multirresistentes) sino contra otros
patdgenos Gram-positivos como Streptococcus pyogenes
o0 Enterococcus faecalis. En esta ocasion, la validacion
de los resultados se hizo en un modelo de embriones
de pez cebra. Asimismo, todos los enzibidticos ensaya-
dos consiguieron disgregar eficazmente los biofilmes de
neumococo con un importante efecto bactericida aso-
ciado. Mas recientemente se ha construido una enzima
quimérica combinando el dominio catalitico de Cpl-7 y
el de unién al sustrato de Cpl-7 con el resultado de que
la nueva enzima, Cpl-711, es la que demuestra mayor
letalidad contra neumococo. Como todas estas endolisi-
nas son modulares, se puede pensar en la posibilidad de
disefiar enzimas «a la carta» frente a diferentes patoge-
nos, especialmente los que se muestran mas refractarios
al actual arsenal de antibiéticos.

Estas y otras lineas de investigacion se llevan a cabo,
ademas, en colaboracion con los grupos de J. Yuste, A.
Fenolly A. G. de la Campa del Centro Nacional de Microbio-
logia (ISCIII) y el de C. Ardanuy y J. Lifiares del Hospital
Universitari de Bellvitge-IDIBELL.

Ardanuy C, de la Campa AG, Garcia E, Fenoll A, Calatayud L, Cercenado
E, Pérez-Trallero E, Bouza E, Lifiares J. (2014). Serotype 8 Strep-
tococcus pneumoniage multidrug-resistant recombinant clone Swede-
n'*A-ST63: dissemination in Spain. Emerg Infect Dis doi:10.3201/
€id2011.131215.

Moscoso M, Esteban-Torres M, Menéndez M, Garcia E. (2014). In vitro
bactericidal and bacteriolytic activity of ceragenin CSA-13 against
planktonic cultures and biofilms of Streptococcus pneumoniae and
other pathogenic streptococci. PLoS One 9: e101037.

Sotillo A, Pedrero M, de Pablos M, Garcia JL, Garcia E, Garcia P, Pingarrén
JM, Mingorance J, Campuzano S. (2014). Clinical evaluation of a dis-
posable amperometric magneto-genosensor for the detection and iden-
tification of Streptococcus pneumoniae. J Microbiol Methods 103:25-28.

Domenech M, Araiijo-Bazan L, Garcia E, Moscoso M. (2014). In vi-
tro biofilm formation by Streptococcus pneumoniae as a predictor
of post-vaccination emerging serotypes colonizing the human naso-
pharynx. Environ Microbiol 16:1193-1201.

Silva-Martin N, Retamosa MG, Maestro B, Bartual SG, Rodes MJ, Gar-
cia P, Sanz JM, Hermoso JA. (2014). Crystal structures of CbpF com-
plexed with atropine and ipratropium reveal clues for the design
of novel antimicrobials against Streptococcus pneumoniae. Biochim
Biophys Acta 1840:129-135.

Diez-Martinez R, de Paz H, Bustamante N, Garcia E, Menéndez M,
Garcia P. (2013). Improving the lethal effect of Cpl-7, a pneumo-
coccal phage lysozyme with broad bactericidal activity, by inverting
the net charge of its cell wall-binding module. Antimicrob Agents
Chemother. 57:5355-5365.

Domenech M, Ramos-Sevillano E, Garcia E, Moscoso M, Yuste J.
(2013). Biofilm formation avoids complement immunity and phago-
cytosis of Streptococcus pneumoniae. Infect Immun 81:2606-2615.

Domenech M, Garcia E, Prieto A, Moscoso M. (2013). Insight into the
composition of the intercellular matrix of Streptococcus pneumoniae
biofilms. Environ Microbiol 15:502-516.

NUMERO

a|d



DIC

Bustamante N, Rico-Lastres P, Garcia E, Garcia P, Menéndez M.
(2012). Thermal stability of Cpl-7 endolysin from the Streptococ-
cus pneumoniae bacteriophage Cp-7; cell wall-targeting of its CW_7
motifs. PLoS One 7: e46654.

Ramos-Sevillano E, Moscoso M, Garcia P, Garcia E, Yuste J. (2011).
Nasopharyngeal colonization and invasive disease are enhanced by

the cell wall hydrolases LytB and LytC of Streptococcus pneumoniae.
PLoS One 6: €23626.

Pérez-Dorado I, Gonzalez A, Morales M, Sanles R, Striker W, Vollmer W,
Mobashery S, Garcia JL, Martinez-Ripoll M, Garcia P, Hermoso JA.
(2010). Insights into pneumococcal fratricide from the crystal struc-
tures of the modular killing factor LytC. Nat Struct Mol Biol 17:576-581.

Estudio del Microbioma Humano

en

Pedro Belda, Ralll Cabrera, Anny Camelo, Mariam Ferrer, Arantxa L6pez,
Aurea Simén y Alex Mira

Fundacion FISABIO, Centro Superior de Investigacion en Salud Publica,
Avda Cabaluna 21, 46020 Valencia

). Laboratorio para el Estudio del Microbioma Humano, integrado por Luis Alcaraz (actualmente en la UNAM, México),
Pedro Belda, Alex Mira, Aurea Simén, Raul Cabrera (actualmente en el IATA-CSIC) (de izquierda a derecha en la foto principal), Anny
Camelo, Arantxa Lopez, Alba Boix, Mariam Ferrer y César Bernabé (fotos inferiores, de izquierda a derecha).

| Laboratorio para el Estudio del Microbioma Humano
esta dirigido por el Dr. Alex Mira Obrador, y se cre6 en
el afio 2009, al integrarse en el Area de Gendmica y
Salud de la Fundacion FISABIO. La investigacion del grupo
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se centra en caracterizar la microbiota humana comensal y
patdgena desde una aproximacion mixta de bioinformaticay
trabajo experimental en gendmica y metagendmica. Se trata
de un equipo multidisciplinar que incluye microbidlogos,



