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| género Colletotrichum engloba a un gran

numero de especies y constituye uno de los
hongos fitopatégenos mas importantes en
todo el mundo. Uno de los cultivos afectados
por este hongo es el cultivo de fresa, en el cual
tres especies han sido descritas como responsa-
bles de causar la enfermedad conocida como
antracnosis, C. acutatum, C. fragariae y C. gloeos-
porioides. Este hongo es responsable de mas del
80% de la muerte de las plantas en los inverna-
deros, y ocasiona pérdidas que alcanzan los 100
millones de euros al afio en el suroeste de
Espafia (Huelva y Cadiz).

En primer lugar se realizé un muestreo de
las provincias de Huelva y Cadiz, donde se toma-
ron muestras de plantas y frutos presentando
sintomas tipicos de antracnosis. Se aislaron mas
de 300 cultivos monoconidiales y se identifica-
ron mediante PCR. Se puso de manifiesto que C.
acutatum era la especie responsable de la
antracnosis en fresa en esta regién. Se realizé
una caracterizacién morfoldgica de los aislados
y se estudid la patogenicidad de C. acutatum y
C. gloeosporioides mediante un bioensayo in
planta, en las variedades de fresa Fragaria ana-
nassa var. Camarosa y var. Ventana. Las cepas
de C. acutatum presentaban niveles similares de
patogenicidad y las cepas de la especie C. gloe-
osporioides presentaron una mayor patogenici-
dad que las de C. acutatum.

Una amplia coleccidn de cepas de C. acuta-
tum procedentes de diferentes origenes geo-
graficos fue estudiada y caracterizada usando
tres estrategias o metodologias: i) andlisis d del
gen 5.8S y los espaciadores ITS1-ITS2; ii) estudio
de la variabilidad genética mediante la hibrida-
cién Southern-blot usando una sonda especifica
para la secuencia telomérica y iii) establecimien-
to del cariotipo electroforético mediante elec-
troforesis en campo pulsante (PFGE). El analisis
de PFGE establecié que las cepas presentaron
entre seis y nueve cromosomas, con tamafios
gendémicos totales entre 36 y 29 Mb. El andlisis
de los patrones de bandas obtenidos mediante
la hibridacién Southern-blot corrobord los resul-
tados anteriores.

Tras la caracterizacion molecular, se realizd
el disefio y la optimizacién de un protocolo para
la identificacién y detecciéon temprana de
Colletotrichum, y que supusiera una mejora en
tiempo y sensibilidad de los métodos emplea-
dos hasta la fecha. La metodologia elegida fue
la PCR a tiempo real, con tecnologia TagMan®.

La deteccidén e identificacion de Colletotrichum
spp. se completd con la optimizacién de un pro-
tocolo de extraccién de ADN directamente de
material vegetal. La sensibilidad del nuevo
método de deteccién fue del orden de 10 a 100
veces mas sensible que los protocolos de PCR
convencional publicados hasta la fecha. Este
nuevo sistema de deteccién se comparé con la
metodologia de deteccién existente para la
especie C. acutatum basandose en el ensayo
inmunosorbente ligado a enzima (ELISA), y se
puso de manifiesto la mayor robustez y fiabili-
dad que supone el nuevo protocolo frente a los
disponibles hasta la fecha para la deteccién de
este hongo, incluso directamente de material
vegetal.

Parte de este trabajo ha sido publicado en:
Garrido et al., European J. of Plant Pathology,
DOI 10.1007/s10658-007-9224-7.
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os promotores de los genes gnt de
’_Corynebacterium glutamicum han servido
para controlar la expresién de genes esenciales
en este microorganismo. Utilizando estos pro-
motores se ha conseguido reducir la expresion
del gen esencial divIVA, obteniéndose cepas con
morfologia cocoide como consecuencia de una
ausencia total de crecimiento polar. La falta de
DivIVA en las cepas de expresién reducida de
C. glutamicum sélo fue complementada por
DivIVAs de otros actinomicetos, pero no por
proteinas DivIVA de Bacillus subtilis o
Streptococcus pneumonide. Las cepas de corine-
bacterias de expresién reducida también pudie-
ron ser complementadas por proteinas DivIVA
quimera que presentaban un dominio de DivIVA
de B. subtilis, a pesar de las diferencias de tama-
flo entre las respectivas regiones coiled-coil. Los
cambios en la expresién del gen divIVA conduci-
an a una segregacion aberrante del cromosoma,
aunque la proteina DivIVA no parecia estar
directamente implicada en este proceso ya que
se localizaba en el septo de divisién una vez ini-
ciada la biosintesis de peptidoglicano y cuando
los nucleoides se encontraban totalmente
segregados. Ademéds, se ha observado que en
C. glutamicum la localizacién de FtsZ en el septo
de divisién no esta regulada por el sistema de
oclusién por nucleoide o por cualquier otro
regulador temporal o espacial conocido.
Finalmente, como aplicacién practica de los
resultados obtenidos, se ha utilizado el gen
divIVA como diana de amplificacién por PCR con
objeto de identificar corinebacterias patdge-
nas.
The gnt promoters from Corynebacterium
glutamicum were used to control the expres-

sion of essential genes in this microorganism.
Using these promoters we obtained partially
depleted DivIVA strains, which showed coccoid
morphology as a consequence of the total lack
of polar growth. The partial depletion of DivIVA
in C. glutamicum was complemented by DivIVAs
from actinomycetes, but not by DivIVAs from
Bacillus subtilis or Streptococcus pneumoniae.
The partially depleted Corynebacterium strains
were also complemented by quimeric versions
of the DivIVA protein, in which a conserved
region was exchanged with the corresponding
domain of DivIVA from B. subtilis, despite the
great difference in size of the respective coiled-
coil regions. Changes of the divIVA level of
expression lead to an aberrant chromosome
segregation, but DivIVA seems to be indirectly
involved in this process because it localizes at
the midcell only when the peptidoglycan syn-
thesis has started and nucleoids are completely
segregated. In addition, in C. glutamicum the
localization of FtsZ at the septum is not nega-
tively regulated by nucleoid occlusion or other
temporal and spatial known regulators. Finally,
as a practical application of these results, the
divIVA gene was used as a target for PCR ampli-
fication in order to identify pathogenic
corynebacteria.
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umerosas clases de antimicrobianos, parti-
Ncularmente los macrdlidos y algunas quino-
lonas han demostrado poseer efectos modula-
dores en células inflamatorias. El creciente
nimero de estudios clinicos y experimentales
llevados a cabo ha demostrado la relevancia de
los efectos inmunomoduladores de los agentes
antimicrobianos en la terapia de infecciones,
principalmente en las del tracto respiratorio. La
telitromicina es el primer miembro de una
nueva familia de antibidticos, los ketdlidos,
estructuralmente relacionados con los macrdli-
dos. Fue disefiada especificamente para el tra-
tamiento de infecciones del tracto respiratorio.
En el presente estudio se demuestra que la teli-
tromicina, independientemente de su actividad
antimicrobiana, posee una interesante actividad
antiinflamatoria. La telitromicina inhibe la pro-
duccién de mediadores de inflamacidn, entre
los que se encuentra la citokina proinflamatoria
TNF-a o la quimioquina murina MIP-2, homdlo-
ga de la IL-8 humana, por macrdéfagos y por
células epiteliales; también modifica la produc-
cion de radicales oxidantes como el NO. Esta
actividad antiinflamatoria la ejerce actuando a
nivel de la activacién de los factores de trans-
cripcién implicados en la respuesta inflamatoria,
como es NF-KB entre otros; ademas favorece la
apoptosis, implicada en la resolucién de los pro-
cesos inflamatorios.
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as bifidobacterias constituyen una de las
Lpoblaciones microbianas dominantes en el
intestino humano y de otros animales, donde
ayudan a mantener el equilibrio microbiano por
medio de sus variadas actividades metabdlicas y
contribuyen a preservar el estado de salud. El
conocimiento de los mecanismos de probiosis
es fundamental para apoyar cientificamente su
accién beneficiosa, asi como para la utilizacion
racional de las bifidobacterias en el disefio de
productos probidticos. Para llevar a cabo estos
propdsitos son necesarias diversas herramien-
tas genéticas, cepas hospedadoras adecuadas y
mecanismos eficientes de transferencia de
ADN. En estos momentos, los plasmidos son la
Unica fuente de replicones para el género
Bifidobacterium. De esta forma, el conocimiento
de éstos y su caracterizacién molecular se reve-
la fundamental para el desarrollo de nuevas y
mads versdtiles herramientas genéticas.

En esta Tesis, analizamos en busca de plas-
midos una serie de 72 aislados intestinales per-
tenecientes a siete especies distintas. Se encon-
traron plasmidos en 19 aislados con 6 perfiles
distintos: dos perfiles con un solo plasmido y
cuatro con, al menos, dos. Debido a su pequefio
tamafio, el buen rendimiento plasmidico de la
cepa portadora y su estabilidad, el plasmido
pBC1 de la cepa Bifidobacterium catenulatum
L48 fue seleccionado para una posterior carac-
terizacién. Su secuenciacion revelé una molécu-
la circular de 2.540 pb con un contenido G+C del
64%. En el origen de replicacién se identificaron
una repeticién de 24 nucleétidos repetida tres
veces y media y cinco repeticiones invertidas,
con una organizacion similar a la de los plasmi-
dos que replican por el modo theta. El analisis
de la secuencia revel6 también la presencia tres
ORFs capaces de codificar péptidos de mds 50
aminodcidos: repB, que codifica una replicasa
de 315 aminodcidos, un gen transcripcionalmen-
te acoplado (orfX-like) similar a los genes orfX
de los pldsmidos de lactococos, y copG-like con
un dominio conservado de las proteinas de la
familia CopG. La homologia de RepB de pBC1
mostré una gran similitud con la de los pldsmi-
dos pMB1y pDOJH10S de B. longum, y un paren-
tesco lejano con la de los plasmidos theta-repli-
cativos ColE2 de Escherichia coli y pXZ10142 de
Corynebacterium glutamicum. Mediante hibrida-
cién se demostré que el replicén de pBCt no
estaba relacionado con el resto de los pldsmi-
dos detectados.

Para determinar el replicén minimo de pBC1
y la funcionalidad de las distintas ORFs y secuen-
cias, se amplificaron fragmentos del plasmido
mediante PCR y se clonaron en el vector pBif
(derivado de pUC que no replica en las bifido-
bacterias). Todos los derivados que inclufan

repB y las regiones inmediatas anteriores repli-
caban en bifidobacterias. Sin embargo, la inte-
rrupcién de repB suponia la pérdida de la repli-
cacioén. El nimero de copias de pBC1 se determi-
no por PCR cuantitativa en tiempo real y resultd
ser de 30 por cromosoma equivalente. Alguno
de los derivados, sin embargo, presentaba un
ndmero de copias menor (entre 3 y 23), de lo
que dedujimos que orfX-like y copG-like juegan
un papel importante en la replicacién y estabili-
dad del plasmido.

Basados en pBC1, se desarrollaron varios
vectores de clonacién; capaces, la mayoria, de
replicar en E. coli y bididobacterias. Todas las
construcciones mostraron una estabilidad
segregacional y un nimero de copias similar a
los del plasmido original. El vector pAM4 se
introdujo en ocho especies de bifidobacterias,
incluyendo B. dentium, B. pseudolongum, B. lon-
gum, B. breve, B. pseudocatenulatum, B. thermo-
philus, B. animalis y B. adolescentis. Con el pro-
posito de comprobar la funcionalidad de los
vectores, el gen de la a-L-arabinofuranosidasa
de B. longum B667 se cloné en pAM1y se expre-
sé en cepas de E. coliy B. pseudocatenulatum, en
las que presenté una actividad enzimdtica unas
100 veces mayor que en la cepa original.
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lar en Saccharomyces cerevisiae
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Directores: Victor Jiménez Cid y
Maria Molina Martin
Departamento de Microbiologia I,
Facultad de Farmacia, Universidad
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a levadura Saccharomyces cerevisiae respon-

de a dafios en la pared celular y otros estre-
ses gracias a la activacion de la ruta de integri-
dad celular. Esta ruta consiste en un mdédulo de
tres quinasas que consta de la MAPK Slt2, las
MAPKKs Mkk1y Mkkz2 y la MAPKKK Bck1, que es
activada por la protein quinasa C, Pkc1. La acti-
vacién de esta ruta da lugar a la expresién de
genes necesarios para el mantenimiento de la
homeostasis de la pared celular. Esta ruta de
MAPKs es la tnica en S. cerevisiae que presenta
dos MAPKKs. En este trabajo hemos comproba-
do que tanto Mkk1 como Mkk2, asi como prote-
fnas quiméricas obtenidas por el intercambio de
sus dominios cataliticos y regulatorios, son
capaces de mantener eficientemente la trans-
misién de la sefial, confirmando que ambas tie-
nen una funcién equivalente en la ruta. Ademads,
en respuesta a la activacion de esta ruta, Mkk1y
Mkk2 son fosforiladas de manera dependiente
tanto de sus activadores como de su propia
diana de fosforilacién, la MAPK Slt2. Hemos
demostrado que Slt2 es capaz de fosforilar in
vitro a Mkk1 y Mkk2 y que la serina en 50 de
Mkk2 es una diana directa de esta fosforilacion.
Sin embargo, Mkk2 es fosforilada en otros resi-
duos adicionales que, aunque diferentes de los
residuos consenso de fosforilacién por MAPK,
(S/T)-P, dependen también de Slt2. Se ha carac-
terizado un dominio D (Docking) de interaccidn
con MAPKs en el extemo N-terminal de Mkk2,

esencial para su interaccién con Slt2 y para la
retrofosforilacién. Nuestros datos demuestran
que las MAPKKs de la ruta de integridad celular
son sustratos de su MAPK, sugiriendo la exis-
tencia de un complejo mecanismo de regulacién
por retroalimentacidn a este nivel.

El bucle microbiano en las
lagunas someras esteparias de
Castilla y Leén: importancia
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sta tesis aborda el estudio del bucle micro-

biano en lagunas someras esteparias de
Castilla y Ledn. El objetivo fue estudiar como
influye la eutrofizacién asi como el porcentaje
del volumen de la laguna ocupado por macrdéfi-
tos sumergidos (PVI) en la estructura de la red
tréfica microbiana (MFW) y en sus relaciones
con el resto de organismos planctdnicos. Para
ello se seleccionaron 34 lagunas situadas en un
amplio rango de valores de fésforo total (PT) y
clorofila a plancténica (Cla). Los muestreos se
realizaron en el verano de los afios 2003 (34
lagunas) y 2004 (23 lagunas). El analisis de abun-
dancia y biomasa de bacterias se realizd
mediante tincién DAPI y andlisis de imagen, y el
andlisis de la comunidad se efectué mediante
CARD-FISH. La cuantificaciéon de flagelados
heterétrofos (HNF) se realizé mediante tincién
con primulina y el andlisis de ciliados mediante
QPS. Los principales resultados de la tesis indi-
can que: 1) La Cla es mas importante que la con-
centracién de PT al describir las variaciones de la
biomasa de los componentes del MFW. 2) En las
lagunas mds eutrofizadas, la alta depredacién
de los protozoos sobre las bacterias no sdlo
controla su biomasa sino que parece contribuir
al desarrollo de bacterias de mayor tamano
resistentes a la depredacién. 3) Las variables
que determinan la composicion de la comuni-
dad bacteriana dependen del estado tréfico de
las lagunas asi como del PVI. Los ciliados y los
cladéceros son los principales grupos depreda-
dores que condicionan la estructura de la comu-
nidad bacteriana. 4) Los HNF parecen estar con-
trolados fundamentalmente por depredacién
por claddceros en las lagunas menos eutrdficas,
mientras que las bacterias y la competencia con
los ciliados serian las variables de control en las
lagunas mas eutrdficas. 5) El PVI condiciona los
efectos de la eutrofizacidn sobre los valores de
diversidad y riqueza de taxones de la comuni-
dad de ciliados. 6) El valor de la pendiente de la
recta de regresién entre la abundancia de cilia-
dos y la Cla indica que en las lagunas someras
analizadas existe una mayor abundancia de cilia-
dos para una misma concentracién de Cla con
respecto a los lagos de latitudes mayores,
halldandose valores mas parecidos a los encon-
trados en lagos de zonas subtropicales. 7) Tanto
en PVI como el estado tréfico de las lagunas
condiciona la estructura de la comunidad de
ciliados, la cual se define fundamentalmente
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por variables relacionadas con los recursos. La
depredacidn, especialmente por cladéceros,
parece tener importancia en la estructura de los
tamafios de los ciliados. 8) Los cladéceros domi-
nan la biomasa del zooplancton en las lagunas
menos eutrofizadas, siendo responsables fun-
damentales en la estructura de las comunidades
de ciliados, asi como del control de las poblacio-
nes de HNF. 9) Los protozoos, y de forma espe-
cial los ciliados, tienen su principal papel en
ambos extremos del gradiente de Cla, y de
forma especial en las lagunas mds hipereutrofi-
cas donde llegan a suponer el hasta 70% de la
biomasa del zooplancton. Dado el cardcter
somero y el uso agricola-ganadero de su entor-
no, el papel de las bacterias y sus depredadores
parece ser fundamental para la transferencia de
materia orgdnica y nutrientes inorgénicos hacia
niveles tréficos superiores. Obviar su estudio en
los andlisis del plancton supone un sesgo impor-
tante en los resultados que se obtengan.
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Haemoph”us parasuis is the etiological agent
of Glasser’s disease, but this bacterium cau-
ses other clinical outcomes and can also be iso-
lated from the upper respiratory tract of
healthy pigs. Isolates of H. parasuis differ in phe-
notypic features (e.g. protein profiles, colony
morphology or capsule production) and patho-
genic capacity. Differences among strains have
also been demonstrated at the genetic level.
Several typing methods have been used to clas-
sify H. parasuis field strains, but they showed
resolution or implementation problems. To
overcome these limitations, different DNA
sequence based techniques were evaluated.
Consequently, the final goal of this study was to
improve H. parasuis typing and examine the
association of groups of strains with disease
outcome.

In the first chapter of this work, a partial
sequence from the heat shock protein 60 KDa
(hsp60) gene was assessed as epidemiological
marker in a single locus sequence typing (SLST).
We compared enterobacterial repetitive inter-
genic consensus (ERIC)-PCR patterns, partial
sequences of hsp6o and 16S rRNA genes from
103 strains of H. parasuis and other related spe-
cies. In the second chapter of this work, we
developed a multilocus sequence typing (MLST)
system using partial sequences of the house-
keeping genes mdh, 6pgd, atpD, g3pd, frdB, infB
and rpoB. Eleven reference strains and 120 field
strains were included in this latter study.

Our results showed that hsp6o is a reliable
marker for epidemiological studies in H. para-
suis, and the analysis of its sequence is a better
approach than fingerprinting methods.
Surprisingly, the 16S rRNA gene showed enough

variability to be used, not only for species iden-
tification, but also for typing. Furthermore, the
analysis of the hsp6o and 16S rRNA sequences
revealed the presence of a separated lineage of
disease-associated strains. Both SLST and MLST
studies indicated the occurrence of lateral gene
transfer among H. parasuis and Actinobacillus
strains invalidating the use of single gene appro-
aches in the phylogenetic analysis of these spe-
cies. MLST analysis revealed the existence of 6
clusters. When the clinical background of the
isolates was examined, one cluster was statisti-
cally associated with nasal isolation, while ano-
ther cluster was associated with isolation from
lesions. The latter cluster was the same disease-
associated cluster identified by hsp6o and 16S
rRNA gene analysis. Finally, although a freely
recombining population structure was repor-
ted, two divergent branches were found when
a neighbour-joining tree was constructed with
the concatenated sequences. The latter, sup-
ports the results obtained by 16S rRNA gene
sequencing and indicate that H. parasuis is more
likely to have a cryptic speciation than a true
panmictic population structure.
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Facultad de Farmacia. Universidad
Complutense de Madrid.

e ha estudiado la diversidad microbiana de
Scinco manantiales de aguas mineromedicina-
les pertenecientes a los Balnearios de Serdn,
Sicilia y La Virgen, en la localidad de Jaraba
(Zaragoza). Las muestras se tomaron durante
las distintas estaciones del afo, en un periodo
de dos afos. Con el fin de conocer la composi-
cién y caracteristicas de la microbiota de interes
sanitario y ecoldgico de estos manantiales, se
han estudiado los microorganismos indicadores
de calidad asi como diferentes grupos microbia-
nos que intervienen en los ciclos biogeoquimi-
cos del carbono, nitrogeno y azufre. El nimero
de microorganismos totales ha sido bajo, con
valores entre 1 - 25 x 104 microorganismos por
mL, estando la mayoria vivos (71- 100 %), con un
valor medio de 90 %. Se observé muy poca fluc-
tuacién estacional, lo que evidencia una poobla-
ciéon microbiana constante en el tiempo. El
nimero de bacterias heterdtrofas aerobias ha
sido inferior a 14 ufc/mL, manteniéndose cons-
tante a lo largo de las estaciones del afio. No se
han detectado microorganismos de interés sani-
tario como: coliformes totales, coliformes feca-
les, enterococos, Clostridium sulfito reductores,
Salmonella, Legionella  pneumophila  ni
Staphylococcus aureus. El nimero de cepas de
bacterias heterétrofas aisladas ha sido de 478
de la que se han identificado el 87 % que corres-
ponden a bacterias Gram. negativas (66,1 %) y
bacterias Gram positivas (33,9%). En las bacte-
rias Gram negativas han predominado las
Gammaproteobacterias (45,7 %) Los géneros
principalmente identificados han sido: de los
bacilos Gram negativos, Enterobacter (34,7 %) y

Pseudomonas (29,5 %), de los cocos Gram positi-
vos, Staphylococcus (66,2 %), y de los bacilos
Gram positivos, Cellulomonas (8,3 %). La mayoria
de los manantiales presentan una gran diversi-
dad microbiana, excepto el manantial La Pefia.
En relacién a los microorganismos de interes
ecoldgico, los mas abundantes han sido los
amonificantes (media anual: 42 -296 NMP/100
mL), seguidos de los amiloliticos (media anual:
8,2 -100,9 NMP/100 mL,) y proteoliticos (media
anual: 11 - 61 NMP/100 mL). Los celuloliticos se
han detectado en nimero muy bajo (media
anual: 0,7 - 20 NMP/mL). No se han detectado
bacterias sulfato-reductoras. Las bacterias hald-
filas se han detectado en nimero muy bajo, con
un promedio anual entre 1y 5,8 ufc por 100 mL
de agua. Se han identificado como pertenecien-
tes a los géneros Halomonas, Photobacterium,
Micrococcus y Staphylococcus. Se han encontra-
do mohos en todos los manantiales en nimero
bajo, con un valor medio anual entre 0,8 - 5
ufc/100 mL. Los principales géneros aislados son
Penicillium, y Cladosporium. No se han detecta-
do actinomicetos en ninglin manantial. Se
encontraron algas y cianobacterias en los
manantiales San Vicente y San José, donde se
aislaron en otofio cianobacterias del género
Synechocystis y algas verdes del género
Chlorococcum. En los depdsitos calcareos for-
mados en los manantiales se han observado
microorganismos endoliticos, pertenecientes a
cianobacterias esféricas (Synechocystis y
Chroococcus) y filamentosas (Anabaena 'y

Lyngbya).
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de Microbiologia. Facultad de Ciencias
Bioldgicas, Universidad de Valencia.
Centro de Presentacién: Facultad de
Farmacia, Universidad de Valencia.

andida albicans es el principal hongo patdge-
Cno en el ser humano, principalmente en
pacientes en los que su sistema inmunitario estd
comprometido. En la actualidad la candidiasis
invasiva es la causa mds comun de infecciones
nosocomiales, asociada a una mortalidad del
40%. C. albicans es un hongo polimérfico que
presenta la facultad de crecer como levadura,
hifa y pseudohifa.

Uno de los aspectos por los que C. albicans
puede comportarse como comensal o como
agente patdgeno es su capacidad para respon-
der a los cambios del medio ambiente. Para
comprender los mecanismos de adaptacion en
hongos patdgenos a los cambios ambientales
continuos dentro del ser humano, es especial-
mente importante que factores transcripciona-
les y/o mediadores estén implicados.

Mediante un analisis in silico del genoma de
C. albicans, se han detectado 70 tedricos facto-
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res transcripcionales de la familia Zn(11)>Cyse.
Uno de ellos, IPF3781 (a partir de aqui Cwt1), se
eligié para su estudio dada la elevada homolo-
gia que presenta con el factor de transcripcién
Rds2 de Saccharomyces cerevisiae. El andlisis
fenotipico del mutante nulo cwti1/cwt1 indica de
Cwt1 estd implicado en la arquitectura de la
pared celular de C. albicans, asi como en la mor-
fogénesis de esta levadura, sobre todo en
medios sdlidos. Adicionalmente a los estudios
sobre pared celular realizados, se ha estudiado
la expresién y regulacién, mediante micromatri-
ces de ADN, de diferentes genes en las fases
exponencial y estacionaria de la curva de creci-
miento con el fin de poder elucidar mas fea-
cientemente el papel de Cwt1. Un total de 460
genes en fase exponencial y 666 genes en fase
estacionaria tenfan alterada su expresion, de los
que 121 genes eran comunes a ambas fases de
crecimiento de la levadura. Este distinto perfil
transcripcional podria explicar el pleiotropismo
encontrado en el mutante nulo cwti/cwti1. El
estudio in silico de las regiones promotoras de
los genes cuya expresién estaba alterada indica
que las secuencia AGGGCT/AGCCCT podria ser la
secuencia de unién de Cwt1a ADN.

Cabe sefalar que gran parte del estudio rea-
lizado versa sobre la pared celular, dada la
importancia que esta estructura tiene en los pri-
meros pasos de una infeccién, asi como para el
disefio de nuevos farmacos antiftingicos.

Deteccion molecular de Listeria
monocytogenes en carne de pollo.
Estudio de la diversidad genéticay

virulencia de cepas aisladas.

Jaime Navas Fernandez
Directores: Joaquin V. Martinez Suarez
y Victoria Lopez Alonso
Centro de realizacién: Instituto Nacional
de Investigacion y Tecnologia Agraria y
Alimentaria (INIA), Departamento de
Tecnologia de Alimentos.

Centro de presentacién: Universidad
Complutense de Madrid, Facultad de
Veterinaria.

ntre los factores importantes a tener en
Ecuenta alahoradellevar a cabo la deteccién
de Listeria monocytogenes en alimentos cabe
destacar:
a) La elevada incidencia de L. monocytogenes en
algunos alimentos (como los productos elabo-
rados con carne picada de pollo), en los cuales
suele estar presente, sin embargo, en nimeros
muy bajos.
b) La dificultad del cultivo de las células de
L. monocytogenes que pueden encontrarse
dafadas debido al procesado de los alimentos.
) La presencia en un mismo alimento contami-
nado de cepas diferentes, que pueden tener
diferente capacidad patogénica.

Teniendo en cuenta lo expuesto, el trabajo
presentado en esta tesis doctoral consistid en:
1. Detectar en carne de pollo células de
L. monocytogenes sometidas a tratamiento tér-
mico y de altas presiones, comparando la
deteccién mediante cultivo y PCR. Unicamente
mediante la combinaciéon de 24 horas de enri-

quecimiento selectivo y la deteccién por PCR
fue posible lograr un nivel de sensibilidad proxi-
mo al de los métodos microbiolégicos conven-
cionales. La deteccion de células de L. monocy-
togenes dafiadas subletalmente en carne de
pollo procesada mediante altas presiones se
logré empleando el medio cromogénico ALOA.
2. Analizar la contaminacién natural por
L. monocytogenes en productos comerciales
elaborados con carne picada de pollo, emple-
ando protocolos de enriquecimiento selectivo
y PCR a tiempo real. Se encontraron muestras
con resultados discrepantes entre ambos méto-
dos de deteccidn. El principal factor relacionado
con la obtencién de resultados negativos falsos
por PCR fue el bajo nimero de células de
L. monocytogenes presente en la muestra. La
presencia de un numero elevado de UFC de
otras especies de Listeria se pudo relacionar con
algunos resultados negativos falsos de la detec-
cién de L. monocytogenes por cultivo.

3. Estudiar la diversidad genética de cepas de L.
monocytogenes aisladas a partir de productos
frescos elaborados con carne de pollo. El andli-
sis de los subtipos moleculares de 120 aislados
mediante el estudio por PCR de los grupos de
serotipos principales y la técnica de electrofore-
sis en gel en campo pulsante, permitié diferen-
ciar 11 pulsotipos o cepas (R1-R11).

4. Caracterizar la capacidad patogénica de un
grupo de cepas genéticamente diferentes de
L. monocytogenes aisladas de hamburguesas
de pollo comerciales. La presencia de codones
prematuros de parada en la secuencia del gen
de la internalina A de tres de las cepas (R1, R8 y
R10) (40% de los aislados) se relacioné con la
ausencia de la proteina completa, asi como con
la escasa invasién de células humanas. La cepa
R10 (4’4% de los aislados) fue la dnica que care-
Cié de actividad hemolitica y lecitinasa, fue inca-
paz de multiplicarse intracelularmente en célu-
las en cultivo, y fue avirulenta en ratones inmu-
nocomprometidos. La secuenciacion del gen del
regulador central de la virulencia PrfA de la cepa
R10 reveld la existencia de una insercién de 7
nucledtidos en el coddn 171, mutacién que per-
mite explicar la pérdida de la capacidad patogé-
nica en esta cepa de L. monocytogenes aislada
de alimentos.

Estudio epidemiolégico y
caracterizacion genética del
virus de la hepatitis E
en explotaciones porcinas

M. Salceda Fernandez-Barredo y
del Amo

Directores: Maria Teresa Pérez Gracia

y Angel Garcia Mufoz

Departamento de Ciencias de la Salud,

Universidad Cardenal Herrera-CEU.

his study describes the distribution of

Hepatitis E virus (HEV) in a naturally infected
swine population and the genetic relatedness
of HEV strains on swine farms in Spain. Of fecal
and serum samples collected from 191 pigs and
manure-ditch samples collected from 21 farms,
HEV was detected in 19%, 12%, and 38%, respecti-
vely, for an overall prevalence rate of 25%. The
maximum prevalence rates for feces and serum

were in pigs 13 to 16 wk old. A high prevalence
of the virus in feces (18%) was observed in sows.
Gene sequencing was performed on 30 strains
from feces, serum, and manure ditch: the nucle-
otide identities varied from 85% to 99% when
compared with those of other strains of genoty-
pe 3 isolated from swine. This is the first study
in Europe to show the variation in virus distribu-
tion by age in feces and serum in a naturally
infected swine population.

Analisis genémico y molecular de
levaduras vinicas. Aplicacion ala
mejora del proceso de
fermentacion de vinos mediante
seleccion de levaduras autoctonas

Maria Esther Rodriguez Jiménez
Directores: Jesiis Manuel Cantoral
Fernandez y Laureana Rebordinos
Gonzilez.

Laboratorio de Microbiologia y
Genética, Facultad de Ciencias del Mar

y Ambientales, Universidad de Cadiz.

| empleo de cepas de levaduras autdctonas
Epara producir vinos con propiedades
organolépticas tipicas de una regién productora
es una practica que cada vez tiene mas impor-
tancia en las bodegas. Hasta el afio 2001, en una
Bodega situada en el suroeste de Espafia se
realizaban las fermenatciones de un vino joven
de la Tierra de Cadiz de forma espontanea.
Dada la importancia comercial de este vino
surgid la necesidad de controlar el proceso de
fermentacion mediante la selecciéon de
levaduras autéctonas y producir asi un vino con
propiedades sensoriales mejoradas.

Para este fin se llevé a cabo la caracterizacién
genética de las cepas de levaduras implicadas en la
fermentacién espontanea del vino objeto de estu-
dio mediante la utilizacién de la técnica molecular
de Electroforesis en Campo Pulsante (PFGE), y
tener asi un conocimiento mas amplio de las cepas
de levaduras mas representativas del proceso. Tras
este estudio se preseleccionaron cuatro cepas
pertenecientes a la especie Saccharomyces cerevisi-
ae de entre aquéllas que mostraron los patrones
moleculares o cariotipos electrofdreticos mas
abundantes.

Posteriormente, se aplicaron algunos crite-
rios de interés enoldgico como por ejemplo inhi-
bicién por etanol, poder fermentativo, factor
“killer” y capacidad de implantacidn para selec-
cionar, de las cuatro cepas elegidas inicialmen-
te, las mas adecuadas para conducir las fermen-
taciones en condiciones industriales. Se selec-
cionaron por tanto 3 cepas con cariotipos P2, P3
y P5 para inocular las fermentaciones durante 5
aflos consecutivos. El seguimiento de las leva-
duras inoculadas se realizé mediante la técnica
de PFGE, una vez finalizadas las vendimias, com-
probandose que la cepa con patrén P5 fue la
que predomind en las fermentaciones de tres
de las vendimias estudiadas, obteniéndose en
ellas un producto final con caracteristicas orga-
nolépticas mejoradas con respecto al obtenido
de las fermentaciones espontdneas.

A medida que se fueron obteniendo los
resultados de las fermentaciones inoculadas y
se mostré el comportamiento de las cepas de
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levaduras seleccionadas en condiciones indus-
triales fueron surgiendo nuevas cuestiones,
como por ejemplo, si estas cepas se mantenian
estables genéticamente durante las fermenta-
ciones. Analizando la estabilidad del cariotipo
de las levaduras seleccionadas se comprobd
que la de patrén Ps era estable genéticamente.
Por otro lado, ante la posibilidad de que, duran-
te las fermentaciones inoculadas, la cepa selec-
cionada no fuera la conductora de la fermenta-
cién, fue necesario aplicar un método de con-
trol microbiolégico que nos pusiera de mani-
fiesto si la cepa inoculada era la que estaba lle-
vando a cabo la fermentacién o no. La técnica
molecular del Polimorfismo para la Longitud de
los Fragmentos de Restriccion del ADN mito-
condrial (RFLP-ADNmt) a muestras tomadas
directamente del mosto fermentando sin nece-
sidad de realizar aislamientos fue decisiva para
este fin y tener un mayor control del proceso.

Respuesta inmunitaria protectora
frente a Candida albicans. Andlisis
del transcriptoma, proteoma y
trafico intracelular tras su
interaccion con el macréfago.

Elena Fernandez-Arenas Hervas

Directora: Concha Gil Garcia.
Departamento de Microbiologia I,
Facultad de Farmacia. Universidad
Complutense de Madrid.

andida albicans es un hongo patégeno opor-

tunista capaz de causar varios procesos
infecciosos que dependen del estado inmunita-
rio del paciente (1). Especial importancia tiene la
contribucién de las respuestas innata (macréfa-
gos) y adaptativa celular en la resolucién de las
candidiasis sistémicas (2), sin embargo, actual-
mente la contribucién de la respuesta humoral
estd siendo reevaluada (3).

En un primer lugar se analizé el papel de los
anticuerpos en la resolucién de las candidiasis
sistémicas utilizando un modelo murino de
infeccion sistémica y diferentes cepas avirulen-
tas del hongo, como posibles “cepas vacuna-
les”. Con estos experimentos se demostrd que
no todas las cepas de baja virulencia presentan
una capacidad para vacunar, indicando que la
estimulaciéon de una respuesta inmune protec-
tora es debida a la expresion de determinados
epitopos antigénicos dependientes del fondo
genético de la cepa mutante empleada. Es mas,
ensayos de vacunacién con el mutante de
C. albicans de baja virulencia CNC13 se puso de
relieve la importancia de la colaboracién entre
las respuestas inmunitarias celular y humoral en
la induccién de una proteccién duradera.

En paralelo, mediante el empleo de técnicas
protedmicas (2D-PAGE [geles bidimensionales]
en combinacién con “immunoblotting” y espec-
trometria de masas) se definié por primera vez
un inmunoma protector de C. albicans. Algunas
de estas proteinas antigénicas identificadas
podrian ser posibles candidatos en el disefio de
una futura vacuna o ser empleados como mar-
cadores de diagnéstico (4, 5).

Para entender mejor la compleja interac-
cién entre Candida y el hospedador, se estudid
larespuesta del hongo tras su interaccién con el

macréfago. Para ello se puso a punto a) un
modelo in vitro de fagocitosis, b) un método de
tincion diferencial para poder distinguir entre
levaduras internalizadas y no-internalizadas, y c)
un protocolo de enriquecimiento en las levadu-
ras fagocitadas. En dicha muestra se realizé por
primera vez un andlisis conjunto del transcripto-
ma y del proteoma de Candida y asi obtener una
visién global e integrada de los estadios iniciales
del proceso infeccioso. Mediante la integracion
de los datos gendmicos y proteédmicos junto
con el empleo de herramientas bioinformaticas
(redes de interaccién):

-hemos descrito como diferentes procesos
biolégicos (metabolismo y energia, defensa
frente a estrés oxidativo y morfogénesis y dife-
renciacion celular) modulan su expresién, en un
intento de adaptacién de la levadura al entorno
hostil que la rodea (el fagosoma).

-ademas, hemos formulado por primera vez
un modelo hipotético de muerte celular por
apoptosis de Candida tras interaccionar con el
macréfago, poniendo de relieve la intercone-
xién entre el citoesqueleto de actina, la mito-
condria y la autofagia en la regulacién de dicho
proceso (6).

Por ultimo, y con objeto de profundizar en
el estudio de la interaccién Candida-macréfago
(comentado previamente), e investigar el papel
de diferentes factores de virulencia en el proce-
so de maduracién del fagosoma, realizamos un
estudio comparativo del trafico intracelular de
dos cepas (virulenta/avirulenta) de C. albicans
mediante microscopia confocal. Dicho estudio
nos permitié definir:

-mecanismos de supervivencia comunes a
ambas cepas relacionados con el proceso de
maduracién del fagosoma (bloqueo de la acidi-
ficacién e inhibicién de la sintesis de éxido nitri-
co).

-mecanismos de supervivencia especificos

de la cepa virulenta ligados a su capacidad de
filamentacién (rotura de la membrana fagoso-
mal y plasmética del macréfago) y de bloqueo
de la fusién del fagosoma con el lisosoma
(Ferndndez-Arenas E. et al., enviado).
BIBLIOGRAFIA:
(1) Pfaller,M.A. and Yu,W.L. (2001). Infect. Dis. Clin.
North Am. 15, 1227-1261. (2) Romani,L. (1999). Curr.
Opin. Microbiol. 2, 363-367. (3) Cassone,A., et al.,
(2005). Curr. Mol. Med. 5, 377-382. (4) Fernandez-
Arenas, E., et al., (2004). Proteomics 4 (10),1204-1215.
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Factores de virulencia 'y
patogénesis de Vibrio vulnificus
biotipo 2 serovar E

Esmeralda Valiente Conejero
Directores: Carmen Amaro Gonzalez
y Jesus Lamas Fernandez
Departamento de Microbiologia vy
Ecologia, Universidad de Valencia.

brio vulnificus biotipo 2 comprende las
\/’cepas de Vibrio vulnificus capaces de causar
vibriosis en peces. En los Ultimos afios, se han
realizado avances importantes en el conoci-
miento de la biologia de este patdgeno, sin
embargo, no se han estudiado los factores de
virulencia importantes en la patogénesis de la

vibriosis producida por esta bacteria. En la pre-
sente Tesis Doctoral hemos estudiado el papel
del plasmido pR99, recientemente descrito, y el
de factores de virulencia seleccionados, la cap-
sula, el LPS y la metaloproteasa Vvp en la pato-
génesis de la vibriosis causada por este patdge-
no. Para ello se ha obtenido una cepa deficiente
en el pldsmido pR99, asi como cepas deficien-
tes en cada uno de los factores y se han compa-
rado con la cepa parental en ensayos de virulen-
cia asi como de colonizacién y de resistencia a
las defensas innatas de la anguila.

Hemos demostrado que la metaloproteasa en
V. vulnificus biotipo 2 es un factor de coloniza-
cién que media quimiotaxis hacia el moco que
recubre la agalla, probablemente al unirse a
mucina y degradarla. Los estudios histopatold-
gicos realizados con el mutante en metalopro-
teasa nos indican que esta proteina no tiene nin-
gun papel en la produccién de hemorragias. El
antigeno-O tiene un papel en el establecimiento
de agrupaciones bacterianas en la superficie de
las agallas que, al estar recubiertas de moco,
resistirdn mejor las condiciones adversas. En
contraposicidn, la capsula no tiene un papel tan
claro en la colonizacién de la superficie externa.
Ambas estructuras de naturaleza polisacaridica
son muy importantes en el proceso de coloniza-
cién del medio interno. Con respecto al plasmi-
do, éste codifica para un sistema de resistencia
a los mecanismos de inmunidad innata que es
especifico de hospedador.

También, hemos demostrado que Vibrio vul-
nificus produce autoinductores del tipo acil-
homoserinas lactonas (AHL) implicados en el
sistema de quorum sensing. Estos compuestos
se producen cuando se simulaban las condicio-
nes de supervivencia en el medio natural y se
sobreexpresan afiadiendo compuestos de la
sangre que la bacteria puede utilizar como fuen-
te de hierro para crecer, pudiendo tener un
papel en la virulencia. Los intentos por demos-
trar la base genética para la produccién de AHL
en la especie fueron infructuosos, aunque los
resultados sugieren que podrian radicar en
genes completamente nuevos. Finalmente
demostramos que todos los biotipos pueden
producir Al-2, detectando en ellos el gen luxS. El
arbol construido a partir de las secuencias
reportadas en varias especies de vibrios para
este gen reconstruye el arbol filogenético de los
vibrios lo que sugiere que puede tratarse de un
gen ancestral conservado a nivel de especie.

El patégeno causa una vibriosis que se dife-
rencia de la vibriosis cldsica en que la sintoma-
tologia estd asociada a muy pocas bacterias.
Esta consiste en hemorragias externas e inter-
nas. Los sintomas principales de esta vibriosis
pueden ser simulados inyectando los productos
extracelulares, lo que sugiere que los factores
téxicos que produce la bacteria durante su cre-
cimiento in vivo estan presentes en los produc-
tos extracelulares y que no se requiere de la
bacteria viva para simular el proceso infeccioso.

Con el objeto de detectar portadores sanos
y disminuir el riesgo para el consumidor que la
presencia de una bacteria zoondtica puede
suponer en el pescado, hemos puesto a punto
un método de deteccidon que no requiere el
sacrificio del animal.

En conclusidn, los factores de virulencia
estudiados juegan un papel importante en la
virulencia de V. vulnificus biotipo 2 serovar E.
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Este patégeno desarrolla diversas estrategias
para la invasién de su hospedador generando
fuertes hemorragias en los tejidos. Un método
de deteccidn rapido y eficaz que no requiere el
sacrificio del animal supone un gran avance
para la lucha frente a este patégeno en anguili-
cultura.

Glicoproteinas y viabilidad celular

en Campylobacter jejuni. Relacién

del proceso de glicosilacion con el
proceso de supervivencia

Cecilia Girbau Iturralde

Directores: Aurora Fernandez-Astorga
y Rodrigo Alonso Monsalve

Dpto. Inmunologia, Microbiologia y
Parasitologia. Facultad de Farmacia.
Universidad del Pais Vasco (UPV/EHU)

ampylobacter jejuni estd considerado como
Cuna de las principales causas de gastroente-
ritis de origen microbiano en humanos. Bajo
condiciones ambientales adversas, como la limi-
tacién nutricional o las bajas temperaturas,
C. jejuni es capaz de entrar en el estado viable
no cultivable (VNC) como estrategia de supervi-
vencia. Bajo este estado pierde la capacidad de
crecer en los medios de cultivo no selectivos en
los que normalmente crece pero mantiene acti-
vidad metabdlica detectable. Ademds del inte-
rés cientifico intrinseco, el estudio del estado
VNC cobra interés a la hora de valorar sus reper-
cusiones en salud publica.

Durante mucho tiempo la glicosilacién pro-
teica ha sido considerada un fenédmeno especi-
ficamente eucariota, sin embargo en la actuali-
dad la existencia de glicoproteinas procariotas
es un hecho firmemente establecido. C. jejuni
posee dos sistemas de glicosilacién proteica: el
sistema de glicosilacién de la flagelina y el siste-
ma de glicosilacién general o N-glicosilacién, en
la que se centra este trabajo.

Los genes responsables de la N-glicosilacién
estdn englobados en el locus genético pgl. El
enzima clave de este sistema de glicosilacion es
la proteina PgIB, que probablemente actie
como una oligosacdrido transferasa responsa-
ble de la transferencia del aztcar a la cadena
peptidica.

Estd demostrado que la lectina SBA se une
especificamente a los residuos N-acetilgalacto-
samina de las N-glicoproteinas de C. jejuni. Este
hecho ha permitido elaborar utiles herramien-
tas para la purificacién de N-glicoproteinas.

El objetivo global de esta Tesis Doctoral ha
sido estudiar la relacién existente entre la N-glico-
silacién y la supervivencia de C. jejuni en condicio-
nes adversas de nutrientes y baja temperatura.

Para la consecucidon de este objetivo se
construyd una cepa de C. jejuni con el gen pglB
inactivado por la insercién de un casete de resis-
tencia a kanamicina. Posteriormente se estudia-
ron los efectos derivados de dicha inactivacion
sobre el crecimiento y la capacidad de supervi-
vencia de la cepa mutante y de su homdloga sal-
vaje. Mientras que la inactivacién del gen pglB
no afectd a los pardmetros de crecimiento de la
cepa mutante, si afecté negativamente a su
capacidad de supervivencia, acortando el tiem-

po promedio de entrada en el estado VNC. Estos
resultados son, por tanto, indicativos de la impli-
cacién de la N-glicosilacién proteica en la super-
vivencia de C. jejuni.

Otro de los objetivos de esta Tesis Doctoral
fue la caracterizacién del glicoproteoma de
C. jejuni mediante el analisis comparativo de los
perfiles de glicoproteinas reactivas frente a la
lectina SBA, asi como la identificacién de glico-
proteinas mediante espectrometria de masas
MALDI-TOF en células cultivables y viables no
cultivables.

El estudio comparativo de los perfiles de gli-
coproteinas puso de manifiesto una clara dismi-
nucién de la capacidad de glicosilar proteinas en
la cepa mutante, confirmando la implicacién del
gen pglB en el proceso de N-glicosilacién. La
ausencia de glicosilacién en la cepa mutante de
ciertas protefnas como serin-proteasa HtrA,
SucD o PEB3, si glicosiladas en la cepa salvaje,
justificaria la menor capacidad de supervivencia
de la cepa mutante. De este modo, se establece
una relacién entre la N-glicosilacién proteica y la
supervivencia bajo condiciones adversas de
nutrientes y baja temperatura en C. jejuni.

La identificacién de las proteinas ADK,
DnaK, CheW, PEB4, Ycel, RibH, serin-proteasa
HtrA y SucD, no descritas hasta este trabajo
como N-glicoproteinas de C. jejuni, contribuye a
la ampliacién del conocimiento del glicoproteo-
ma de este organismo, poniendo a su vez de
manifiesto la necesidad futura de un estudio
mas pormenorizado en el campo de la N-glicosi-
lacién.

Estudio de la lisogenia doble de
fagos-STX2

Ruth Serra Moreno
Directores: Joan Jofre Torroella y Maite
Muniesa Pérez

Universitat de Barcelona.

scherichia coli productora de toxina Shiga
E(STEC) es agente causal de enfermedades
como la colitis hemorragica, el Sindrome de
Uremia Hemolitico y la Purpura Trombdtica
Trombocitopénica.

Su principal reservorio es el ganado de
vacuno y la via de transmision al hombre es por
consumo de alimentos contaminados o mal
cocinados.

El principal factor de virulencia de STEC es
la toxina Shiga. Estructuralmente es similar a la
que expresa Shigella dysenteriae serotipo I. Esta
toxina se encuentra codificada en el genoma de
fagos de tipo lambdoide, que se establecen
como profagos en STEC (fagos-stx) y se expresa
tras la activacién del ciclo litico.

Cierto porcentaje de las STEC aisladas de
medio ambiente y/o de alimentos es portador
de mds de un profago-stx en su genoma, lo que
hace necesario el estudio de la doble lisogenia
en estas cepas, asi como posibles interacciones
entre estos fagos y sus repercusiones en la
patogenicidad.

Por este motivo los objetivos de la tesis
doctoral fueron:

1. Caracterizar fagos-stx de origen animal aten-
diendo a su morfologia, tamafio del genoma,
patrén RFLP, secuencia del gen stx, espectro de
huéspedes y capacidad de conversién lisogéni-

ca en cepas de laboratorio. Los resultados
muestran heterogeneidad de los fagos analiza-
dos, si bien el gen stx estaba muy conservado
(Muniesa et al., 2004. Microbiol).

2. Obtencién de fagos-stx recombinantes, a los
que se les introdujo un gen de resistencia a anti-
bidtico que permitiera la mejor seleccién de lisé-
genos y que a su vez pudiera hacer distinguible
un fago-stx de otro (recombinante). Serra-
Moreno et al., 2006. BMC Mol. Biol.)

3. Estudio de la lisogenia doble de fagos-stx. A
partir de este conjunto de fagos pudimos reali-
zar experimentos de conversidn lisogénica en
los que seleccionamos la presencia del fago
recombinante. Nuestros resultados muestran
que en la mayoria de los casos la incorporacion
del segundo profago estd mds favorecida que si
éste mismo se incorporara en la misma cepa,
pero sin el primer profago. Con una frecuencia
similar se observd la sustitucion del primer fago-
stx por el segundo. Y en sélo tres casos de
ochenta la incorporacién del fago recombinan-
te en la cepa sin profago-stx fue superior. Esto
nos indicé que, existia algtin tipo de interaccion
génica entre los dos profagos que facilitaba la
insercion del segundo (en los casos en que la
doble lisogenia era favorecida). Los analisis pos-
teriores de mutagénesis dirigida demostraron
que el gen cl del primer profago estd implicado
en esta funcién. Su eliminacién implicaba la no
generacién de dobles liségenos mientras que su
complementacidn restituia los valores iniciales.
Ademéds se observé que los dobles liségenos tie-
nen una tasa menor de induccién del ciclo litico,
lo que supone una menor produccién de parti-
culas viricas y de toxina Shiga, tal y como mos-
traron nuestros andlisis. (Serra-Moreno et al.,
2008. J. Bacteriol. en revisién).

4. Lugares de insercién ocupados por los fagos-
stx. Se analizaron los lugares de insercién ocu-
pados por los fagos caracterizados en sus cepas
de origen STEC y en distintas cepas de laborato-
rio. Se observé que podian ocupar loci diferen-
tes dependiendo de la cepa, el mismo hecho se
repetia en el caso de los dobles liségenos. En
este caso si dos profagos solian ocupar el
mismo loci (en sus respectivos liségenos sim-
ples), en el liségeno doble uno de los fagos
pasaba a ocupar wun loci secundario.
Experimentos de mutagénesis en los que se eli-
mind uno de los lugares preferentes de inser-
cién demostraron que, independientemente del
tipo de tirosin recombinasa que posea el fago,
éste se integra en un loci determinado depen-
diendo de su disponibilidad y accesibilidad en la
cepa huésped (Serra-Moreno et al., 2007. J.
Bacteriol)

Las conclusiones que de este trabajo se
derivan es que la presencia de dos profagos en
el genoma de STEC es un hecho frecuente y que
puede ser un elemento de diversificaciéon en
estas cepas, puesto que al disminuir su capaci-
dad de induccién del ciclo litico disminuye la
expresion de la toxina y por tanto su patogeni-
cidad, pero al mismo tiempo mantienen el
cardacter stx, que de otra manera la expresion de
la toxina implica en ultima instancia la muerte
bacteriana. Por tanto la doble lisogenia podria
actuar como un primer paso para la incorpora-
cién del nuevo material genético, lo que puede
aumentar la eficacia biolégica de la cepa a corto
plazo.
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