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os Escherichia coli verotoxigénicos (ECVT)
Lson importantes patégenos emergentes
para los seres humanos, responsables de graves
procesos patolégicos como la colitis hemorragi-
ca o el sindrome urémico hemolitico. En los ulti-
mos afios se ha detectado un gran nimero de
brotes, mayoritariamente en paises anglosajo-
nes y Japdn, aunque existen referencias tam-
bién en nuestro pais. Si bien esta claramente
establecido que el ganado bovino y los peque-
fios rumiantes constituyen su principal reservo-
rio, de forma que el consumo de alimentos con-
taminados a partir de heces de animales porta-
dores, en particular carne, leche y vegetales, es
su principal via de transmisién, apenas existe
informacion acerca de la colonizacién de mane-
ra natural de los ovinos por ECVT durante largos
periodos de tiempo y de su ecologia en las pro-
pias explotaciones.

Para abordar estos aspectos, se estudi6 la
evolucién de la prevalencia de ECVT en mues-
tras fecales de ganado ovino tomadas mensual-
mente en 12 explotaciones de La Serena
(Extremadura) a lo largo de 1 afio, entre noviem-
bre de 2003 y octubre de 2004. Se aislaron ECVT
en el 74,1% del total de muestras analizadas,
98,6% de los animales examinados y 100% de las
explotaciones de procedencia, confirmando
que el ganado ovino es un importante reservo-
rio de ECVT potencialmente patégenos para
seres humanos. El ECVT O157:H7 sélo se aislé
puntualmente en 2 muestras. Sin embargo, la
prevalencia de ECVT no-O157 observada en los
sucesivos muestreos mensuales se mantuvo
entre el 65,9y el 81,9% a lo largo de todo el afio,
por lo que no se observé ningtin patrén estacio-
nal en la infeccién del ganado ovino.

Con objeto de completar el estudio de
seguimiento longitudinal y analizar las rela-
ciones clonales existentes entre aislados del
mismo serogrupo, se determind el antigeno O
de los aislados de las 4 explotaciones mas rep-
resentativas. Entre ellos, se subtiparon medi-
ante PFGE los 285 aislados de los serogrupos
05, 087, 091, 0146, 0166 y 0176, todos ellos
serogrupos frecuentes entre los ECVT ovinos y
presentes en muchos casos entre los ECVT
humanos. Se observé una considerable diversi-
dad genética entre los aislados de cada sero-

grupo, con numerosos perfiles de PFGE difer-
entes dentro de cada una de las explotaciones.
La mayoria de los clones se circunscribieron a 1
Unica explotacién, con escasas excepciones.
Aunque dentro de cada explotacidn se detec-
taron numerosos clones, algunos fueron clara-
mente mas prevalentes y se aislaron en distin-
tos animales. Se puso de manifiesto la persis-
tencia de determinados clones en las explota-
ciones durante periodos de hasta 11 meses, ais-
lados consecutivamente hasta en 9 muestreos
sucesivos. En los animales, individualmente, se
pudo constatar asimismo la persistencia de
clones concretos, con periodos de eliminacion
de hasta 9 meses, que se tradujo, sin embargo,
en un patrén de eliminacién intermitente en la
mayoria de los casos, observandose en muchos
de los animales la persistencia simultanea a lo
largo del afo de 2 ¢ incluso 3 clones
pertenecientes a serogrupos diferentes. La
transmision horizontal de estos clones entre
animales habria permitido su diseminacién v,
por tanto, el mantenimiento de la infeccién en
las explotaciones.
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a separacion analitica de las proteinas de la
membrana externa bacteriana es esencial
para la identificacion de candidatos adecuados
para el desarrollo de vacunas pero hay que
tener en cuenta que en muchos casos, la inmu-
nogenicidad de las mismas dependera de que
éstas se expresen en su forma nativa, lo que
hace necesaria la utilizaciéon de métodos no des-
naturalizantes, tal como es el caso de la electro-
foresis Blue-Native (BN). Para este objetivo ana-
litico, se utiliza frecuentemente la electroforesis
monodimensional en geles de poliacrilamida
conteniendo dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE)
ylo la electroforesis bidimensional en conjun-
cién con isolectroenfoque (IEF/ SDS-PAGE).
Independientemente del método que se utilice,
el primer paso necesario es el enriquecimiento,
pues las protefnas de membrana constituyen
una parte reducida del proteoma de la célula 'y
debido a ello no pueden ser analizadas facil-
mente mediante métodos que consideren el
total de las proteinas presenten en la misma. En
el caso de N. meningitidis se aprovecha la capa-
cidad de la bacteria para producir OMVs consti-
tuidas principalmente por membrana externa.
En este estudio hemos evaluado la utilidad
de tres técnicas electroforéticas bidimensiona-

les diferentes para el andlisis del proteoma y
complexoma de membrana externa de
Neisseria. La evaluacién de las relaciones exis-
tentes entre las distintas proteinas es importan-
te desde el punto de vista inmunoldgico, pues
su unién puede determinar la formacién de epi-
topos conformacionales o compartidos.

La 2D SDS-PAGE (electroforesis bidimensio-
nal diagonal) utilizando diferentes tratamientos
en cada dimensién ha demostrado ser un méto-
do rapido, simple y fiable tanto para la detec-
cién de complejos multiproteicos , como para
estudiar la disociacién de proteinas inducidas
por temperatura o los cambios conformaciona-
les debidos a la misma.

El andlisis mediante 2D BN/SDS-PAGE permi-
te determinar la composicién de los complejos
de membrana en condiciones nativas, pues se
trata de un sistema electroforético no desnatu-
ralizante, que posibilita el estudio funcional de
los complejos una vez separados.

La técnica 2D IEF/SDS-PAGE excluye del ana-
lisis proteico de la membrana externa de
Neisseria aquellas con tendencia a formar com-
plejos y ademds en el caso de algunas proteinas
mayoritarias, la técnica detecta numerosas iso-
formas que en realidad son artefactos, lo que
nos lleva a concluir que no es la mas adecuada
para el estudio de la membrana externa si bien
los mapas proteicos de Neisseria lactamica y
Neisseria meningitidis obtenidos, nos permite
establecer que existe un grado de similitud
entre ambas especies comparable al observado
entre cepas de Neisseria meningitidis.

Tanto la electroforesis 2D dSDS/SDS-PAGE
como la 2D BN/SDS-PAGE han resultado ser téc-
nicas muy Utiles y sencillas para la deteccién y
analisis de complejos de proteinas de membra-
na externa. Ademds, la primera de ellas permite
una dptima deteccién y resolucidn de proteinas
con movilidad dependiente de la temperatura
como es el caso de las proteinas de opacidad
(Opa) de Neisseria.

En desacuerdo con la estructura homoméri-
ca propuesta para los poros de Neisseria menin-
gitidis, los resultados de las electroforesis 2D
dSDS/SDS-PAGE y BN/SDS-PAGE permite con-
cluir que los complejos de porinas meningocdci-
cas de membrana externa presentes en condi-
ciones naturales en las cepas salvajes de esta
especie, estdn formados por heterémeros de
PorA 'y PorB y, en menor cantidad, por homé-
meros de PorB. Las asociaciones homomeéricas
de PorA Unicamente de detectan en las cepas
mutantes carentes de PorB.

Finalmente, postulamos que el sistema
bésico de transporte de Neisseria meningitidis
estarfa constituido por poros mixtos de
PorA/PorB cuyo funcionamiento estaria com-
plementado por la unién transitoria de distintas
proteinas, entre ellas la RmpM, en funcién de
las necesidades de transporte especificas de
cada momento del ciclo celular. Por tanto, las
dos porinas de Neisseria meningitidis podrian
constituir un entramado dindmico de poros
cuya composicion seria variable a lo largo del
tiempo y en funcién de las necesidades de las
bacterias.
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almonella es un patégeno intracelular que
Scausa enfermedad sistémica, gastroenteritis
o aborto. La virulencia de muchas bacterias
patégenas estd mediada por sistemas de dos
componentes, que transmiten estimulos exter-
nos, generando una respuesta especifica. El sis-
tema Rcs es un sistema de dos componentes
formado por las proteinas de membrana inter-
na, ResC y ResD, y el regulador de respuesta
RcsB, que es un factor transcripcional. Se sabe
que mutaciones en determinados genes, como
igaA, conllevan la activacién del sistema. Este
gen es esencial, y mutaciones viables en el
mismo atenudan la virulencia de Salmonella. El
objetivo de este trabajo fue el estudio del regu-
I6n IgaA-Rcs.

Inicialmente se obtuvo una bateria de
mutantes rcsC con activacion constitutiva del
sistema. Se caracterizaron once mutaciones,
todas en la porcidn citopldsmica de la proteina.
La mayoria eran dominantes, excepto dos,
situadas en el dominio receptor de la proteina.
Los distintos mutantes eran mucosos, inmdviles
y exhibian diferentes grados de activacién del
sistema Rcs. Ensayos de infeccién en ratones
demostraron que todos los mutantes estaban
muy atenuados, y que la atenuacién correlacio-
naba con el grado de activacién del sistema. Los
fenotipos de estos mutantes eran suprimidos
por mutaciones en el gen rcsB. Mutaciones en
gmm o rcsA (implicados en la sintesis de capsula
de acido colanico) suprimian parcialmente la avi-
rulencia del mutante rcsC constitutivo, lo que
sugiere que la sobreproduccién de capsula des-
empefa un papel negativo en la virulencia de
Salmonella.

Se generd una coleccidn de fusiones trans-
cripcionales lacZ aleatorias en el cromosoma de
Salmonella, y se comparé la expresion en condi-
ciones de alta y baja activacidn del sistema Rcs.
Asi se identificaron trece genes regulados por
Rcs, algunos especificos de Salmonella como los
del operdn srfABC, cuyos productos se habian
descrito como posibles efectores de un sistema
de secrecién de tipo Ill. Ensayos de secrecion
indicaron que la proteina SrfC podia ser secreta-
da por este mecanismo. El estudio de este ope-
rén indicé que estaba regulado negativamente
tanto por el sistema Rcs como por el sistema
PhoPQ, lo que nos hizo plantearnos que existie-
se una relacién mas amplia entre ambos regulo-
nes. Los ensayos en ratones con mutantes
dobles y simples demostraron que, en efecto,
existia un solapamiento parcial entre ambos
regulones en las funciones de virulencia

En la dltima parte de la tesis realizamos un
estudio del gen igaA en el que caracterizamos el
punto de inicio de la transcripcién y demostra-
mos que igaA es el primer gen de un operén
compuesto por cuatro genes cuya transcripcion
es dependiente del factor sigma-70. Mediante

un escrutinio genético basado en fusiones
igaA:lacZ, encontramos que este operdn estd
regulado a nivel transcripcional por la proteasa
Lon y por el regulador de respuesta MviA.
Experimentos adicionales demostraron que
MvViA controla la transcripciéon de igaA por
medio de RpoS y que ejerce ademas un control
postranscripcional sobre rcsB, por una via inde-
pendiente de IgaA, RpoS y RcsC.
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Victoria Garrido
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arantizar la seguridad alimentaria continua
Gsiendo un reto para los gestores y responsa-
bles de las Administraciones Publicas, debido,
entre otros aspectos, a la globalizacién y a la
répida distribucién a nivel internacional de los
alimentos. Listeria monocytogenes es uno de los
patégenos de transmisiéon alimentaria que ha
despertado mayor interés en los Ultimos afios
por la grave sintomatologia que la enfermedad
produce en los grupos de poblacién de riesgo
(ancianos, personas con inmunodepresion y
mujeres embarazadas). Ademas, aunque en la
transmisién del microorganismo pueden estar
implicados diferentes grupos de alimentos, son
los denominados listos para consumir o ready-
to-eat (RTE) los que potencialmente represen-
tan un mayor riesgo para contraer la enferme-
dad, debido a la gran aceptacién que tienen en
la sociedad actual, su almacenamiento en refri-
geracion que permite el desarrollo del patégeno
psicréfilo y a que no requieren cocinado antes
de su consumo.

Una de las herramientas utilizada por los
gestores para conocer y controlar posibles efec-
tos nocivos sobre la salud de los consumidores
es la Valoraciéon de Riesgos (Risk Assessment).
Debido al incipiente desarrollo de la metodolo-
gia de Valoracidn de Riesgos Microbioldgicos en
Espafia, el objetivo principal de este trabajo ha
sido el desarrollo de un modelo de riesgo de lis-
teriosis aplicado a nivel regional (Comunidad
Foral de Navarra) con el fin de desarrollar una
herramienta que pueda servir de referencia para
utilizarse en dmbitos mas amplios. Para ello, fue
necesaria la obtencién de datos de las diferen-
tes etapas de la valoracién del riesgo: identifica-
cién y caracterizacion del peligro, valoraciéon de
la exposicién y caracterizacion del riesgo.

El modelo desarrollado describe la probabi-
lidad de contraer listeriosis por consumo de pes-
cados ahumados y cdrnicos cocidos loncheados,
productos en los que la concentracién del paté-
geno puede aumentar seguin el tiempo transcu-
rrido entre la adquisiciéon y el consumo. Los
datos primarios fueron obtenidos en diferentes
estudios y seguimientos realizados en Navarra
entre 2003 y 2007. La incidencia media de liste-
riosis en esta Comunidad fue de 0,9/100.000
habitantes, siendo las personas ancianas

(46,4%) mayores de 60 afos y las mujeres emba-
razadas (39,3%), los grupos mas afectados. El ali-
mento en el que con mayor frecuencia se aislé el
patégeno fue el pescado ahumado (25% de las
muestras positivas), seguido de los carnicos
cocidos loncheados adquiridos a granel (8,5%).
Ademas, el 76,7% de las personas entrevistadas
admitié consumir este ultimo grupo de produc-
tos, incluidos ancianos y embarazadas. En cuan-
to a las condiciones de almacenamiento post-
venta, el 69,7% de los refrigeradores domésticos
presentaron temperaturas superiores a 6°C,
permitiendo el rapido crecimiento del patdge-
no. Los modelos de prediccién desarrollados
para cada uno de los alimentos investigados,
estimaron un mayor nimero de casos de liste-
riosis por afio por consumo de jamén cocido,
especialmente en su presentacién a granel. El
estudio de diferentes escenarios ha demostra-
do que el descenso de la temperatura de refri-
geracion durante toda la vida util del producto
(incluido el almacenamiento en el hogar), es el
factor clave para reducir el riesgo de listeriosis.
Debido a la amplia aceptacién de los carnicos
cocidos loncheados adquiridos a granel se con-
sidera importante informar a los consumidores
acerca del potencial riesgo de contraer listerio-
sis y de las medidas preventivas que deberian
seguir para prevenirlo, poniendo especial énfa-
sis en los grupos de personas ancianas y emba-
razadas. Teniendo en cuenta el aumento de la
incidencia de la enfermedad observado en este
dltimo grupo, se propone incidir en el diagndsti-
co temprano de la enfermedad, siendo reco-
mendable la investigacién de los episodios febri-
les y gastrointestinales de las mujeres gestantes
en cualquier etapa del embarazo.
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Bruce”a are gram-negative bacteria that
cause brucellosis. The role of phosphatidyl-
choline (PC) (eukaryotic phospholipid absent
from most prokaryotes but present in Brucella),
lipopolysaccharide core and phosphatase genes
possibly involved in envelope remodeling in B.
abortus virulence was investigated. Evidence
was found that pcs and pmtA (encoding
enzymes of the possible PC biosynthetic routes)
are functional under different conditions. PC
was necessary for full virulence, and Pcs and
PmtA possibly have complementary roles in
vivo. A mutant in homologue of IpcC (Rhizobium
leguminosarum core glycosyltransferase) lacked
part of the lipopolysaccharide core but kept the
0O-chain, was sensitive to normal serum and bac-
tericidal peptides and attenuated in dendritic
cells, inducing their maturation and high TNFa
and IL-12 levels. The mutated LPS reproduced
these effects and had a higher binding to MD-2.
In mice, the mutant was attenuated and elicited
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intense protective immunoresponses, showing
that core mutants are promising brucellosis
vaccines. B. abortus genes IpxE1 and IpxE2
(homologous to IpxE and IpxF of bacteria that
partially dephosphorylate lipid A) were under
control of BvrR/BvrsS, a regulator of Brucella vir-
ulence that modulates sensitivity to bacterici-
dal peptides. However, IpxE1 and IpxE2 mutants
were not attenuated and, although mutant
IpxE-1 was peptide sensitive, its lipopolysaccha-
ride was similar to wild type in lipid A phospho-
rylation and MD-2 interaction. It is proposed
that LpxE1 acts by dephosphorylating an unde-
termined envelope lipid, thereby contributing
to peptide resistance in B. abortus. The results
of this thesis complement previous results
showing the critical importance of envelope
molecules in Brucella virulence.

Identificacion y caracterizacion
de genes de osmoadaptacion en
Rhizobium y de su papel en
simbiosis con leguminosas

Ana Dominguez Ferreras
Directores: Juan Sanjuan Pinilla y
Maria José Soto Misffut.
Departamento de Microbiologia del
Suelo y Sistemas Simbidticos. Estacion
Experimental del Zaidin. CSIC. Granada.

ste trabajo de tesis doctoral tuvo como obje-

tivo general el estudio de mecanismos de
adaptacién a estrés osmdtico en rizobios. Para
ello se llevé a cabo por una parte una aproxi-
macién global, mediante la determinacion del
transcriptoma de Sinorhizobium meliloti 1021 en
respuesta a la aplicacién de NaCl y sacarosa a
varias concentraciones (Dominguez-Ferreras et
al., 2006). Los resultados mostraron que estas
condiciones provocaban la induccién de
numerosos genes de funcién desconocida,
mientras que se reprimian muchos genes que
codifican proteinas de funcién conocida.
Ademas, la mayoria de los genes de S. meliloti
1021 que se sobreexpresan en respuesta a un
choque osmdtico se encuentran localizados en
los plasmidos simbidticos, especialmente en el
pSymB, mientras que los genes reprimidos
fueron mayoritariamente cromosémicos.

Por otra parte, se realizé una aproximacion
genética al estudio de mecanismos conocidos
de adaptacién a estrés hiperosmdtico en dos
rizobios modelo (S. meliloti 1021 'y
Mesorhizobium loti MAFF303099): captacion de
potasio y sintesis de trehalosa. Se determind la
presencia de 4 posibles sistemas de transporte
de potasio en S. meliloti 1021 (Kup1, Kup2, Kdp y
Trk) y de 3 en M. loti MAFF303099 (Kup1, Kup2
y Kdp). En S. meliloti 1021, Trk resultd ser el prin-
cipal sistema implicado en adaptacién a estrés
osmotico. Ademds, la presencia de Trk o Kup1
es necesaria para el crecimiento de la bacteria
en condiciones de laboratorio y es también
importante durante el establecimiento de sim-
biosis con alfalfa (Dominguez-Ferreras et adl.,
2009). Por otra parte, en M. loti, carente de un
sistema Trk, los sistemas Kup son necesarios
para el crecimiento de la bacteria y para su
adaptacién a estrés osmdtico en condiciones

de laboratorio. En ambas especies de rizobios
el sistema Kdp adquirid relevancia durante la
adaptacién a estrés osmdtico a bajas concen-
traciones de potasio.

Por ultimo, se establecié la presencia de
tres posibles sistemas de sintesis de trehalosa
codificados en el genoma de S. meliloti 1021
(OtsA, TreYZ y TreS), y de uno (OtsAB) en M.
loti MAFF303099. El sistema OtsAB de M. oti se
encuentra implicado en la acumulacién de este
compuesto durante la adaptacién de la bacteria
a elevadas concentraciones de solutos. En S.
meliloti, la acumulacién de trehalosa necesaria
para una correcta osmoadaptacién depende
principalmente de OtsA, aunque los otros sis-
temas, especialmente TreS, también estan
implicados en este proceso. Ademds, la expre-
sion de los genes que codificaban los tres sis-
temas se induce en respuesta a un choque
osmatico. Nuestros resultados indicaron que la
presencia de al menos un sistema de sintesis de
trehalosa es importante en S. meliloti 1021y M.
loti MAFF303099 para el establecimiento de
simbiosis con leguminosas. Asi, la ausencia de
OtsAB provocé una disminucién de la infectivi-
dad de M. loti MAFF303099 y de su eficiencia
simbidtica, mientras que en S. meliloti 1021 la
carencia de los tres sistemas descritos fue
causa de una menor competitividad para la
nodulacidn.

Dominguez-Ferreras et al. 2006. J. Bacteriol.
188: 7617-7625.

Dominguez-Ferreras et al. 2009. J. Bacteriol. 191
(en prensa; doi:10.1128/JB.01567-08).
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osellinia necatrix Prill. es el agente causal de

la podredumbre blanca radicular, enferme-
dad limitante del cultivo del aguacate en
Andalucia. El control biolégico de esta enfer-
medad mediante la incorporacién de microor-
ganismos de suelo como agentes de control
bioldgico se presenta como un sistema alterna-
tivo o complementario a los actuales métodos
de lucha. El objetivo principal de este trabajo
fue la seleccién de cepas bacterianas con
potencial capacidad de biocontrol frente a esta
enfermedad mediante una estrategia basada
en el andlisis directo de la proteccién de la plan-
ta de aguacate, evitando de esta forma una pre-
seleccién basada en mecanismos de biocontrol
concretos, como el antagonismo o coloniza-
cién de raiz, que recientemente habian sido uti-
lizados en otros trabajos previos. Para abordar
este estudio se generd una coleccién de bacte-

rias a partir de muestras de raiz y suelo de arbo-
les situados en diversas fincas de aguacate
andaluzas. Un total de 143 aislados representa-
tivos de la coleccién fueron evaluados en una
primera fase de ensayos de biocontrol que utili-
zaron plantulas de aguacate procedentes de
embriones germinados in vitro y un bajo niime-
ro de réplicas, resultando en la seleccién de 22
aislados candidatos con potencial biocontrol. Al
total de candidatos se les analiz6 el espectro de
antagonismo frente a diversos patdgenos de
suelo y diversas propiedades relacionadas con
el biocontrol tales como: produccién de sustan-
cias antimicrobianas, colonizacién y persisten-
cia en raiz, tipos de movilidad, persistencia en
suelo y actividad promotora del crecimiento
vegetal. Adicionalmente, los aislados candida-
tos fueron de nuevo evaluados en una segunda
fase de experimentos de biocontrol que utiliza-
ron pldntulas de aguacate clonales micropropa-
gadas y un mayor nimero de réplicas. De estos
ensayos se seleccionaron por su efecto protec-
tor de la enfermedad las cepas P. fluorescens
CB32, P. chlororaphis CB254, P. fluorescens
CB306 y B. subtilis CB115. Todas las cepas selec-
cionadas inhibian in vitro a diversos patégenos
de suelo incluyendo en el caso de las cepas
CB32, CB115 y CB254 a R. necatrix. De esta
observacidn se pudo concluir que una estrate-
gia de seleccién basada en el antagonismo in
vitro frente al patégeno, hubiera rendido un
nimero muy similar de bacterias con la capaci-
dad para controlar a R. necatrix a la estrategia
de seleccién directa in planta utilizada en este
trabajo. El andlisis de los tipos y nimero de
mecanismos de biocontrol exhibidos por las
cepas que protegian y que no protegian permi-
tid deducir que probablemente no existe un
mecanismo universal ni determinante en la
capacidad de biocontrol y que ésta capacidad
es polifasica, siendo por tanto alcanzada por la
combinacién de varios mecanismos. En experi-
mentos con plantas adultas de aguacate
comerciales bajo condiciones de invernadero
se observd que la cepa B. subtilis CB115 y P. fluo-
rescens CB32 redujeron el desarrollo de la
podredumbre blanca radicular, aunque la con-
sistencia en la eficacia del biocontrol fue mayor
en el caso de la cepa CB115.

Identificacion de bacterias del
género Vibrio asociadas al culti-
vo de la almeja. Caracterizacion

y patogénesis.

Roxana Beaz Hidalgo
Directores: Jesus L. Romalde y
Susana Prado.

Departamento de Microbiologia y
Parasitologia. Facultad de Biologia.
Universidad de Santiago de
Compostela.
Algunas especies del género Vibrio son
importantes patégenos bacterianos que
afectan al cultivo de moluscos bivalvos. Las
patologias causadas por vibrios en moluscos se
conocen desde los afios 60, sin embargo son

escasos los estudios sistematicos y en profun-
didad en especies de bivalvos distintos de la
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ostra plana (Ostrea edulis) o americana
(Crassostrea virginica). Debido a los sucesivos
episodios de altas mortalidades en poblaciones
de almeja cultivada registrados en los ultimos
afios en Galicia se hace necesario el estudio de
la microbiota asociada con el fin de detectar
posibles nuevos patégenos limitantes para el
cultivo de este molusco bivalvo.

Los muestreos realizados a lo largo de 18
meses en 4 zonas geograficas distintas de
Galicia demostraron una variacién estacional en
la carga bacteriana de las poblaciones de alme-
ja cultivada (Ruditapes philippinarum 'y
Ruditapes decussatus). Como era de esperar se
observd un claro incremento en los niveles de
bacterias totales y de vibrios en los meses mds
cdlidos. Se aislaron un total de 768 vibrios. La
caracterizaciéon bioquimica y fisiolégica permi-
tié una identificacién preliminar de los aislados,
agrupados en diversos fenones segun sus perfi-
les. Los datos fenotipicos revelaron una gran
diversidad de especies dentro del género, aun-
que hubo una clara dominancia de aislados del
grupo V. splendidus constituyendo el 54% del
total de las cepas. Otras especies abundantes
fueron V. lentus, V. alginolyticus, V. diazotrophi-
cus y V. aestuarianus.

Se seleccionaron 145 aislados representati-
vos de los grupos fenotipicos para obtener una
identificacion mas exacta mediante caracteriza-
cién molecular. La técnica de polimorfismos de
amplificacion del DNA (AFLP) reveld la presen-
cia de diversidad especifica y permitié esclare-
cer la identificaciéon de muchos aislados que
estaban enmascarados en el grupo de V. splen-
didus por la identificacién fenotipica. Se obser-
v6 que los datos de la identificacion fenotipica
y genética tan sélo coincidieron en un 29,82%
posiblemente debido a la gran variabilidad
intraespecifica en muchas pruebas y a la falta
de pruebas claras para diferenciar entre espe-
cies. Hoy se considera necesario recurrir a un
sistema de clasificacién e identificacion bacte-
riana basado en datos genéticos.

El 60,7% de los vibrios analizados por AFLP
no lograron ser identificados a nivel de especie
lo que apuntaba a la posible existencia de nue-
vas especies en el género. Se seleccionaron los
8 clusters no identificados de AFLP con mayor
numero de aislados, y se procedié a un estudio
filogenético basado en la amplificacién del gen

16S rRNA y cuatro genes housekeeping: recA,
rpoA, pyrH y atpA. Los datos de la técnica de
andlisis de secuencias multilocus (MLSA) reve-
laron la existencia de 8 posibles nuevas espe-
cies dentro de la Familia Vibrionaceae, 6 en la
rama filogenética de V. splendidus, 1 en la rama
de V. halioticoli y 1 en la rama de Aliivibrio fis-
cheri.

Una completa descripcién bioquimica, los
andlisis filogenéticos de los 5 genes y los datos
aportados por hibridacién DNA-DNA permitie-
ron la definicion de tres nuevas especies: Vibrio
breoganii sp. nov., Vibrio gallaecicus sp. nov. y
Aliivibrio finisterrae sp. nov.

Los andlisis filogenéticos situaron a la espe-

cie V. breoganii en el grupo de V. halioticoli, sien-
do las especies mds cercanas V. comitans, V.
rarus y V. inusitatus. Las células son pequefios
bacilos inmdviles que carecen de flagelo. Esta
compuesta por 7 aislados fenotipicamente
homogéneos con diferencias principalmente en
la fermentacidn de azlcares. Los genes atpA'y
pyrH demostraron ser los mejores candidatos
para diferenciar V. breoganii de las especies mas
cercanas. Se observé una variabilidad intraes-
pecifica en los perfiles de ERIC-PCR, sin embar-
go los perfiles de REP-PCR presentaron altos
porcentajes de similitud. La cepa tipo de V. bre-
oganii es RD 15.11T (= CECT 7222 T = LMG 23858
T) aislada de almeja fina (R. decussatus).
Los datos del MLSA situaron a la nueva especie
V. gallaecicus dentro del grupo polifilético V.
splendidus. La especie estd compuesta por tres
aislados fenotipicamente homogéneos. Todos
los genes secuenciados menos el atpA situaron
alos aislados de V. gallaecicus en una rama inde-
pendiente del resto de las especies del grupo.
Las secuencias concatenadas de los genes
situaron a V. gallaecicus cerca de V. chagasii, la
especie mds distante del grupo. Los porcenta-
jes de similitud en el gen 16S rRNA con las espe-
cies cercanas fueron inferiores al 97,3%. El gen
recA es el mas discriminativo para diferenciar la
nueva especie de sus congéneres filogenéticos.
Los tres aislados presentaron variabilidad
intraespecifica en los perfiles obtenidos
mediante ERIC y REP-PCR. La cepa tipo de V.
gallaecicus es VB 8.9T (=CECT 7244T = LMG
24045T) aislada de almeja japonesa.

El grupo de Aliivibrio finisterrae esta com-
puesto por 4 cepas de las cuales una se diferen-

cia claramente desde el punto de vista fenotipi-
co, como en la prueba de hidrdlisis de la urea
que es negativa para esta cepa. El congénere
filogenético mds cercano es A. wodanis con un
98,1% de similitud en el gen 16S rRNA, aunque
los genes recA y atpA sitian la especie mas de
cerca de A. fischeri y A. salmonicida respectiva-
mente. En este caso el gen mas discriminativo
es el recA. La cepa tipo de A. finisterrae es CMJ
1147 (= CECT 7228T = LMG 23869T) aislada de
almeja japonesa (R. philippinarum).

En todos los casos, la técnica de MLSA y
secuencias concatenadas de varios genes ofre-
cié una mayor fiabilidad y solidez que la utiliza-
cidn utilizacion de un solo gen para la determi-
nacidn de la posicién filogenética de las espe-
cies descritas.

El estudio de los productos extracelulares
(ECP) de 57 cepas previamente caracterizadas
por AFLP demostrd, en general, una baja activi-
dad enzimatica y alta variabilidad en los perfiles
que no se pudieron relacionar con los clusters
de AFLP. La mayor citotoxicidad en lineas celu-
lares correspondid a cepas con ECPs con mayor
actividad enzimética y concretamente proteoli-
tica. Las cepas identificadas que mostraron
mayor citotoxicidad fueron V. crassostreae, V.
chagasii, V. cyclitrophicus y V. diabolicus. En la
cepa RD 8.15 (V. splendidus-like) de uno de los
grupos mayoritarios de AFLP no identificados
se detectaron actividades enzimdticas en los
ECP asi como una destruccién total en la linea
celular SAF-1y ademas mostrd virulencia en los
ensayos de infeccién via intravalvar en almeja
adulta. En el anlisis realizado de los ECP se
observé actividad citotdxica en casi todas las
cepas, sin embargo las cepas tipo de las tres
nuevas especies y las 4 cepas de Vibrio sp. per-
tenecientes a los grupos de AFLP no identifica-
dos no resultaron virulentas en los ensayos rea-
lizados in vivo en larvas de almeja japonesa, ni
en inoculaciones por bafio en almeja adulta.

El presente trabajo ha confirmado laimpor-
tancia de los métodos moleculares en la identi-
ficacion de especies de Vibrio. Los datos obte-
nidos por AFLP sefalan la existencia de nume-
rosas especies dentro de este género ain no
descritas. Futuros estudios sobre las cepas des-
critas en esta memoria llevaran probablemente
a la descripcidn de nuevas especies bacterianas
dentro del género.
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