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Para la realizacién de esta tesis doctoral se han
utilizado lipidos polares de la arquea haldfila
Halobacterium salinarum CECT 396 con el fin de
elaborar liposomas (arqueosomas) para la encap-
sulacién de un extracto fendlico con probada
actividad antioxidante, el cual se obtuvo de alpe-
orujo, residuo resultante de la elaboracién del
aceite de oliva.

Uno de los rasgos bioquimicos mds caracte-
ristico de las arqueas es la estructura de sus lipidos
de membrana, estructura quimica que confiere a
estos lipidos una mayor resistencia frente a la oxi-
dacidn, hidrdlisis quimica y ataque de esterasas
en comparacion con los lipidos presentes en las
membranas de los organismos que no pertenecen
a este Dominio, lo que hace de los primeros una
excelente materia prima para su utilizacion en la
elaboracién de unos particulares liposomas deno-
minados arqueosomas. Los liposomas, como sis-
tema para la vectorizacién o vehiculizacién de sus-
tancias activas, son ampliamente utilizados en la
actualidad para la aplicacion tépica tanto de far-
macos como de activos cosméticos.

Asi, en esta tesis doctoral se ha estudiado el
contenido fendlico y la actividad antioxidante de
extractos preparados a partir de muestras de alpe-
orujo procedentes de tres variedades de aceituna
(picudo, picual y hojiblanca), siendo la muestra
procedente de la variedad picual la que presentd
mayor contenido fendlico, asi como mayor activi-
dad antioxidante, por lo que se selecciond éste
como sustrato para la obtencién de los compues-
tos fendlicos a encapsular.

Se elaboraron diferentes formulaciones de
arqueosomas en funcién de la concentracion
de lipido y proporcién molar de colesterol utilizada
y, con fines comparativos, se elaboraron formu-
laciones de liposomas convencionales de fosfati-
dilcolina analogas a las primeras. La caracteriza-
cion de las vesiculas se realizé determinando el
didmetro medio de particula, indice de polidisper-
sion, potencial zeta, eficiencia de encapsulacién
y actividad antioxidante. La estabilidad de las for-
mulaciones fue evaluada durante tres meses
mediante la determinacién de estos parametros.

Las formulaciones con proporcién molar lipi-
do/colesterol 1:0,5 mostraron el menor diametro
medio de particula y, en general, los arqueoso-
mas presentaron diametros e indices de polidis-
persidn ligeramente superiores a los de liposo-
mas convencionales. Ademas estos parametros

se mantuvieron constantes, practicamente en
todas las formulaciones, durante el tiempo que
durd el estudio de estabilidad.

El potencial zeta fue negativo en todas las
formulaciones, siendo significativamente mayor
en los arqueosomas.

La eficiencia de encapsulacién de los arqueo-
somas fue mayor que la de los liposomas con-
vencionales, y las formulaciones que fueron mas
estables en el tiempo con respecto a este para-
metro fueron las que contenian una proporcion
molar lipido/colesterol 1:1. La actividad antioxi-
dante de todas las formulaciones fue muy eleva-
da, manteniéndose constante hasta la finaliza-
cién del estudio de estabilidad.

Tras el estudio de caracterizacién y estabilidad
de las formulaciones se llevaron a cabo estudios
de toxicidad in vitro, tanto del extracto fendlico
como de algunas de las formulaciones liposomia-
les elaboradas. El extracto fendlico mostrd activi-
dad antiproliferativa en la linea celular ensayada,
actividad que se potenciaba enormemente al
incorporar el extracto fendlico dentro de las vesi-
culas, tanto en arqueosomas como en liposomas
convencionales. Utilizando vesiculas vacias se
observd que la toxicidad de los arqueosomas era
significativamente inferior a la de los liposomas
convencionales.

Por ultimo se evaluaron diferentes excipien-
tes (carbopol 940, pluronic 720 y excipiente ceti-
lico) para proporcionar a las vesiculas elaboradas
una forma farmacéutica para la aplicacidn tépica,
y se investigd la liberacidn in vitro de la sustancia
activa desde dichas formas farmacéuticas. Los
arqueosomas, tanto en gel de carbopol como de
pluronic, cedieron la sustancia activa de forma
gradual durante 8 h. En el caso de los liposomas
convencionales sélo el gel de carbopol fue efec-
tivo para la incorporacién de los mismos.

Por todas estas caracteristicas los arqueo-
somas se presentan como un ventajoso sistema
para la vehiculizacién de farmacos y sustancias
activas.
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urante el desarrollo de la presente tesis doc-

toral se ha establecido la presencia de varia-
bilidad interoperdnica en el gen ARNr 16S de
Aeromonas y observado que, aunque menos del
1% de las posiciones (1503 pb secuenciados) eran
poliférmicas, esta variabilidad afectaba a la taxo-
nomia del género, limitando la identificacién de
A. caviae, A. media y A. veronii. La secuenciacién
del gen rpoD permitid identificar las cepas con
variabilidad interoperdnica a nivel de especie y
ademds reconocer 5 nuevas especies dentro del
género: A. fluvialis, A. taiwanensis, A. sanarelii, A.
piscicola y A. rivuli. Estas 5 especies se caracteri-
zaron mediante un estudio polifasico que com-
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prendia un amplio andlisis fenotipico, un andlisis
filogenético del gen ARNr 16S y de 5 genes hou-
sekeeping (gyrB, rpoD, recA, dnaJ y gyrA)y el gra-
do de similitud, con las especies mas cercanas,
mediante hibridacién ADN-ADN. La puesta a pun-
to de esta Ultima técnica, sélo disponible en muy
pocos laboratorios, constituyd unos de los obje-
tivos de la presente tesis doctoral. Asimismo, se
han descrito los primeros aislados de A. aquario-
rum de origen extraintestinal en colaboracién
con el Hospital Nacional Cheng Kung (Taiwan) y
Hospital Comarcal Vega Baja (Orihuela). También
se ha descrito, en colaboracién con el Hospital
Royo Vilanova de Zaragoza, el segundo caso en
adultos de sindrome urémico hemolitico (SUH)
asociado a Aeromonas. Se ha podido demostrar
la presencia en este género del gen stx2 que codi-
fica para la toxina Shiga tipo 2 asociada al SUH,
se han obtenido por primera vez secuencias par-
ciales de los genes stx1y stx2 de Aeromonas y
demostrado una alta similitud entre dichas
secuencias parciales de los genes stx2 y stx1 de
Aeromonas con las variantes mds patogénicas
para humanos de E. coli productoras de toxi-
nas Shiga. Se han revisado las caracteristicas cli-
nicas y microbioldgicas de las infecciones de heri-
da quirdrgica en las que ha estado implicada
Aeromonas, en colaboracién con el Hospital Gene-
ral de Guadalajaray el Hospital Royo Vilanova de
Zaragoza. Finalmente, se ha descrito el primer
caso de induccidn in vivo de resistencia al imipe-
nem en una cepa de A. veronii bv sobria en cola-
boracién con el Hospital Clinic de Barcelona y el
Hospital Royo Vilanova de Zaragoza. Finalmente,
los resultados de esta tesis han dado lugar o con-
tribuido a la publicacién de 13 articulos cientificos
en revistas internacionales.
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a formacién de plumas de polvo atmosférico

de origen desértico y su deposicién en zonas
remotas es un hecho conocido en los Gltimos
afios acrecentado por fenémenos ligados al cam-
bio global. Estas plumas atmosféricas transportan
nutrientes, téxicos y microorganismos a miles de
kildmetros de distancia. Sus efectos globales se
han empezado a explorar en los tltimos afios.
Los nutrientes aerotransportados tienen efectos
fertilizantes remotos sobre comunidades de plan-
tas y microorganismos acudticos como han cons-
tatado estudios recientes. La comunidad de bac-
terias aerotransportadas, en cambio, resulta mas
desconocida y aunque ha sido explorada median-
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te técnicas tradicionales de cultivo y de andlisis
genético, todavia se sabe muy poco acerca de su
composicién y de su viabilidad y capacidad de
colonizacién. En esta tesis doctoral hemos abor-
dado aspectos relacionados con la viabilidad y
capacidad colonizadora de las bacterias aero-
transportadas, utilizando como sistemas modelo
lagos de alta montafia situados en el Observato-
rio Limnoldgico de los Pirineos. Este tipo de lagos
son excelentes sensores de cambios ambientales
por su condicién de oligotrofia extremay su loca-
lizacidn aislada. Ademas, se encuentran presen-
tes en todas las latitudes del planeta permitiendo
la extrapolacién de estos estudios locales a una
escala global. Hemos explorado la interfase aire-
agua de estos sistemas confirmando que el neus-
ton (comunidad bioldgica encontrada en la inter-
fase) acttia como un buen sensor de las entradas
de bacterias aldctonas presentes en aerosoles de
origen sahariano. Mediante experimentos de en-
riquecimiento en microcosmos utilizando polvo
de diferentes fuentes (de arenas en Mauritania
y aerosoles recogidos en colectores atmosféricos
situados en Pirineos), hemos identificado cinco
tipos diferentes de bacterias segtin su biogeo-
grafia, desde bacterias cosmopolitas aerotrans-
portadas capaces de colonizar ambientes acud-
ticos remotos (Airborne-betaproteobacteria),
hasta clusters no aerotransportados endémicos
de agua dulce dentro de los phyla Betaproteobac-
teria y Bacteroidetes. Ademads, se han detectado
filotipos del género Acinetobacter de amplia dis-
tribucién que de manera recurrente colonizan
estos ambientes remotos pero sin llegar a esta-
blecerse como miembros dominantes de la comu-
nidad. Hemos comprobado que las entradas de
polvo sahariano afectan directamente a la dina-
mica temporal de las poblaciones lacustres de
Gamma-y Betaproteobacteria pero no a la de Acti-
nobacteria y Bacteroidetes. Finalmente, en un
estudio cubriendo parte de la variabilidad altitu-
dinal dentro del Observatorio, hemos constatado
la capacidad colonizadora de ciertas bacterias
aerotransportadas de origen africano en lagos
de Pirineos.
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En este trabajo se calcularon los efectos de coc-
ciény de esterilizacién sobre Bacillus coagulans

en una conserva de judias verdes extrafinas de la

variedad Helda, sobre la que se aplicaron una serie
de tratamientos térmicos a las temperaturas de
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105, 107, 110 y 115 °C, durante tiempos compren-
didos entre 3y 35 min. De éstos se seleccionaron
los que consiguieron con mayor exactitud los
efectos ideales previamente establecidos de n =
1,09 para el efecto de coccién y n =5 para el efec-
to de esterilizacidn sobre Bacillus coagulans.

Los tratamientos seleccionados fueron los
aplicados a la temperatura de 115 °C a los tiempos
de 10y 20 min. El primero consiguié un efecto de
coccién de n=1,11y un efecto estimado de este-
rilizacién sobre B. coagulans comprendido entre
2,23y 4,65; y el segundo un efecto estimado de
esterilizacién sobre B. coagulans mas ajustado
(2,66 <n<5,13) y un efecto de coccién aceptable
(n=1,15)

Para evaluar los efectos de los tratamientos,
primero se calcularon y analizaron la validez de
las cinéticas térmicas necesarias y luego se cuan-
tificaron por medio de un novedoso método
estadistico basado en la correccién del modelo
tradicional logaritmico de Bigelow.

Los valores de los pardmetros termocinéti-
cos y del test de exactitud de las cinéticas resul-
taron ser D44 =7,52min, Z=16°C yA)c: 1,13 para
la cinética de coccién y D;5; = 0,0264 min, Z =
10,64 °Cy Ar=1,04 para la cinética de termodes-
truccién de B. coagulans.

Con el método propuesto se consiguid dis-
minuir el error de cuantificacion del efecto de
coccién desde el 1.200 % (obtenido con el modelo
de Bigelow) al 3,11 % en el tratamiento de 115 °C
durante 10 min y desde el 2.260 % al 9,46 % en el
tratamiento de 115 °C - 20 min, resultando ser
mayor el error cuanto mas alta fue la tempera-
tura del tratamiento.

También se calcularon los efectos de los tra-
tamientos sobre otros dos indicadores de calidad
de las conservas de judias verdes: la inactivacion
térmica de la enzima peroxidasa y la coccién botu-
linica. No obstante, debido a que los test de exac-
titud de sus cinéticas resultaron ser superiores a
1,15 y por tanto, poco satisfactorios, el calculo de
los efectos estimados de los tratamientos sobre
ambos indicadores se considerd de apoyo.

Teniendo en cuenta los efectos de los trata-
mientos sobre los mencionados indicadores de
apoyo y el efecto estimado de esterilizacion
sobre B. coagulans, el error cometido al cuantifi-
car los tratamientos con el modelo de Bigelow
resultd ser mayor cuanto menor fue el valor del
tiempo de reduccién decimal (D).
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Igunas de las especies del género Arcobacter,
creado en el afio 1991, han sido relacionadas

con patologia gastrointestinal en humanos y
aborto, diarrea y mastitis en animales, sin embar-
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go podriamos decir que su papel en patologia
humana y veternaria es poco conocido. Uno de
los problemas mds importantes para la investi-
gacion de Arcobacter es la dificultad que entrafa
la identificacion de las cepas a nivel de especie.
Las técnicas de identificacion moleculary la taxo-
nomia de Arcobacter han sido desarrolladas en
base al analisis de los genes ribosomales, siendo
escasos los estudios que investigan la utilidad de
los genes que codifican funciones esenciales o
“housekeeping”. Por otra parte, las rutas de tras-
misién de Arcobacter aun no estan muy claras. A
pesar de que se ha sugerido que las aguas con-
taminadas pueden ser una de estas rutas de
transmisién, aun no ha sido investigado si este
microorganismo es autéctono del agua o si es un
contaminante. Ademas, no ha sido investigado
si el tratamiento para la produccién de agua pota-
ble es efectivo para la eliminacién de Arcobacter.
Los alimentos carnicos y derivados, son otras de
las vias de transmisién sugeridas para Arcobacter.
Sin embargo, hasta la fecha los estudios se han
concentrados en determinar la prevalencia de
esta bacteria en carnes de aves de corral, de cer-
do y de vacuno, existiendo pocos estudios en
otros tipos de carne, como también en mariscos.
El objetivo general de esta tesis ha sido determi-
nar la prevalencia de las especies de Arcobacter
en muestras de aguas de distintos origenes y en
alimentos para ello hemos desarrollado una téc-
nica de identificacién basada en los patrones de
restriccion obtenidos tras la digestién del gen
ribosomal (16S rDNA-RFLP). Esta técnica ademds
de ser rdpida y barata, es el tinico método que
permite la caracterizacion de todas las especies
descritas hasta el afio 2008. Esta tecnica la hemos
utilizado para identificar 600 aislamientos de
Arcobacter, algunos de los cuales han mostrado
nuevos patrones de restriccién, lo que nos ha
permitido reconocer una nueva especie (A. myti-
li) y otras cuatro especies nuevas, las cuales estan
en proceso de ser descritas formalmente.

El uso del 16S rDNA-RFLP en paralelo con una
PCR muiltiple o m-PCR (la cual ha sido desde el
afio 2000 y hasta el momento, la técnica mas uti-
lizada para la identificacién de Arcobacter), ha
revelado que esta m-PCR puede producir identi-
ficaciones erréneas. Por lo cual hemos propuesto
utilizar ambos métodos en paralelo para conse-
guir una correcta identificacién. Los resultados
incongruentes entre estos dos métodos nos ha
llevado a identificar los primeros ailamientos des-
de su decripcion en el 2009 de Arcobacter the-
reius, y nos permitieron reconocer otra nueva
especie, A. valdiviensis, aislado de un hisopado
cloacal de gallina en la ciudad de Valdivia, Chile.

Por otra parte, hemos demostrado que la
presencia de Arcobacter en aguas costeras, lagos,
rios y residuales se correlaciona significativamen-
te con la presencia altos niveles de contamina-
cién fecal, y que estos microorganimos entran
en el mar a traves de los aportes de aguas dulces
contaminados fecalmente con heces de origen
animal y/o humano, a pesar de especies como A.
halophilus y A. marinus, no ailadas hasta la fecha
en otros habitats, puedan tener un origen acua-
tico. También hemos realizado el primer estudio
para investigar la diversidad genética en aisla-
mientos de Arcobacter obtenidos de muestras
de agua, investigando su prevalencia en el rio Llo-
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bregat (una de las principales fuentes de produc-
cién de agua potable del area metropolitana de
Barcelona), demostrando que las especies A.
butzleriy A. cryaerophilus presentan una alta pre-
valencia y diversidad genética. Sin embargo,
estos microorganismos nunca fueron detectadas
en al agua del rio potabilizada, lo que indica que
el tratamiento al que se somete el agua es efec-
tivo para su eliminacién.

También se ha demostrado que Arcobacter
presenta una elevada prevalencia en diferentes
tipos de carnes (pollo, vacuno, cerdo, conejo,
pavo y pato), ademas de mariscos (mejillones y
almejas). Considerando que los mariscos puedan
ser considerados como otra potencial ruta de
transmision.

Finalmente hemos empleados por primera
vez para el género Arcobacter, los genes rpoB y
gyrB para establecer las relaciones filogenéticas
de las nuevas especies con las actualmente acep-
tadas y hemos comprobado que estos genes son
de gran utilidad.
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ndudablemente, el descubrimiento de los anti-

bidticos representa uno de los hechos mas
importantes para la salud humana del siglo XX.
Mas de la mitad de los antibidticos conocidos hoy
en dia son producidos por bacterias pertenecien-
tes al género Streptomyces. El auge de los antibid-
ticos se ha correspondido con un claro incremento
de la esperanza de vida y con un control casi total
de las enfermedades bacterioldgicas. Sin embar-
g0, poco se sabe de los mecanismos moleculares
que regulan la produccién de estos antibidticos.

En esta tesis se ha utilizado Streptomyces
coelicolor como organismo modelo del género
Streptomyces. Las bacterias pertenecientes a
este género producen también otros compues-
tos de gran interés como antiftingicos, antivira-
les, antiparasitos, herbicidas, antitumorales,
inmunosupresores, inmunoestimuladores, anti-
colesterolémicos, factores de crecimiento para
plantas, inductores de la diferenciacién celular
en eucariotas, pigmentos, aromas, inhibidores
enzimaticos, etc.

Generalmente la produccién de estos meta-
bolitos se regula por las condiciones nutricionales
del medio en el que crecen estos microorganis-
mos. Uno de los nutrientes mds importantes en
laregulacién de estos procesos es el fosfato. Asf,
la mayoria de los antibidticos son reprimidos por
concentraciones altas de dicho nutriente. No obs-

tante, la transduccién de sefiales que va desde
la deteccidn de la concentracién de fosfato en el
medio hasta la regulacién de la produccién de
antibidticos en cuestidn es un proceso totalmen-
te desconocido.

Para estudiar la regulacién por fosfato en
Streptomyces el trabajo de la tesis se ha centrado
en la caracterizacién de los mecanismos regula-
dores ejercidos por el Unico sistema regulador
descrito para tal fin, el reguldn pho. Este sistema
fue caracterizado por primera vez en la bacteria
Escherichia coliy mds tarde en Streptomyces livi-
dans. Los resultados de la tesis aportan distintos
mecanismos de regulacidn ejercidos por dicho
sistema tanto en genes del metabolismo primario
(relacionados principalmente con el metabolismo
del fosfato), como en genes relacionados con
otros procesos metabdlicos como el del nitrége-
no o el carbono. El punto mds importante de la
tesis ha sido la demostracién de la involucracién
directa del sistema phoRP en la regulacién del
metabolismo secundario, concretamente en la
regulacién de un gen que controla la produccién
de antibidticos en Streptomyces, el gen afsS.

En resumen, el trabajo de la tesis describe por
primera vez la conexién en la sefializacion de la
escasez de un nutriente con la produccién de anti-
bidticos, y dilucida las bases del control por fosfato
en bacterias de gran interés para la industria far-
macéutica.

Compartimentalizacion
de la biosintesis de beta-
lactamas y regulacién de su
secrecion en Acremonium
chrysogenum

Fernando Teijeira Romén

Directores: Dr. D. Juan Francisco
Martin Martin y Dr. D. Ricardo
Vicente Ullan.

Instituto de Biotecnologia de Ledn
(INBIOTEC) y Area de Microbiologia,
Departamento de Biologia
Molecular, Universidad de Leon.

cremonium chrysogenum es un hongo fila-

mentoso imperfecto que ha sido utilizado a
nivel industrial para la produccién de cefalospo-
rina C, a partir de la cudl se obtienen derivados
semisintéticos con mayor bioactividad. La ruta
de biosintesis de cefalosporina C en Acremonium
chrysogenum ha sido ampliamente estudiada,
habiéndose clonado los genes y purificado las
enzimas que participan. Sin embargo, se sabe
poco acerca de la secrecién de los diferentes
intermediarios (uno de los cuales penicilina N es
secretado en gran cantidad) y del producto final
cefalosporina C. Aunque se pensaba que la ruta
de biosintesis de cefalosporina C transcurria en
el citoplasma celular, evidencias recientes sugie-
ren que, al menos, la etapa de epimerizacién de
isopenicilina N en penicilina N se realiza en el inte-
rior de microcuerpos. Por este motivo, se busca-
ron genes implicados en la secrecién y en la regu-

lacién de dicha secrecién en el cluster temprano
de biosintesis de cefalosporina C. De esta forma,
en este trabajo se han caracterizado los genes
cefM y cefR. El gen cefM es esencial en la pro-
duccién de cefalosporina C, puesto que su inte-
rrupcién bloquea dicha produccién. Los estudios
tanto de inactivacién dirigida como de localiza-
cién in vivo mediante microscopia confocal de
fluorescencia demostraron que la proteina CefM
es una proteina de la membrana de microcuerpos
que participa en la secrecién de penicilina N des-
de el interior de microcuerpos hacia el citoplas-
ma. Por otro lado, la sobreexpresién del gen cefM
no constituye un paso limitante en la ruta biosin-
tética de cefalosporina C.

En el cluster temprano de biosintesis de cefa-
losporinas se encontré el gen cefR. Los estudios
de inactivacion dirigida del gen cefR junto conla
sobreexpresion y el andlisis de la expresion de
los mutantes obtenidos demostraron que el gen
cefR actiia como un represor de los genes de
secrecion cefT y cefM, ejerciendo efectos indirec-
tos sobre los genes de biosintesis pcbCy cefEF y
sobre el gen de secrecién cefT3. Ademds para
complementar la mutacién en el mutante inte-
rrumpido en el gen cefR son necesarios los genes
cefRy cefT3, efecto que puede ser debido a la
topologia de esta region del genoma. El hecho
de que tanto la inactivacion dirigida del gen cefM
como del gen cefR provoquen efectos fenotipi-
cos en los mutantes relaciona aambos genes con
el metabolismo primario. Basandonos en estos
resultados, se ha propuesto un modelo tedrico
de compartimentalizacién de la ruta de biosinte-
sis de cefalosporina C entre el citoplasma y el
interior de microcuerpos (peroxisomas). En este
sistema de secrecidn la proteina CefT3 estd impli-
cada en la entrada de laisopenicilina N al interior
del microcuerpo, mientras que CefM participa
en la secrecidn de penicilina N desde el interior
de microcuerpos hacia el citoplasma. Por otro
lado, la proteina CefT acttia como un exportador
de diferentes intermediarios de la ruta (isopeni-
cilina N, penicilina N y desacetilcefalosporina C)
hacia el exterior celular y la proteina CefR se
encuentra en el ndcleo celular reprimiendo la
expresion de los genes de secrecion cefM y cefT.

Aplicacion de las técnicas
FISH, PCR especifica
y 16S-ARDRA al estudio
de la poblacion bacteriana
asociada al proceso
de vinificacion

Lucia Blasco Escriva

Directores: Isabel Pardo Cubillos y

Sergi Ferrer Soler.

Facultat de Ciéncies Biologiques,
Universitat de Valéncia.
I vino es el producto de la fermentacién del
mosto de uvay en esta transformacion inter-

vienen gran cantidad de microorganismos. Estos
microorganismos pueden ser beneficiosos, como
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S. cerevisiae y O. oeni, o perjudiciales como la gran
mayorifa de las bacterias lacticas (BL) y todas las
bacterias acéticas (BA). La adopcidn de medidas
de control tempranas que eviten las alteraciones
microbianas durante el proceso de vinificacién o
crianza es necesaria para obtener un vino de cali-
dad. Por ello, el objetivo principal de este trabajo
ha sido el desarrollo de una metodologia rédpida
que permita detectar, identificar y cuantificar las
BLy acéticas en el vino. Para ello se desarrollaron
de sondas fluorescentes que fueron Utiles para
la deteccidn, identificacién y cuantificacion de
especie de BL y BA del vino mediante microsco-
pia de fluorescencia. Ademas se desarrollaron
cebadores especificos para deteccién mediante
PCR especifica de BA. Estas técnicas se compa-
raron con otras descritas previamente como el
16S-ARDRA y tras evaluar estas técnicas molecu-
lares en muestras de mosto y vino se procedio a
aplicacién de dichas técnicas en vinificaciones
anivel de laboratorio, planta piloto y nivel indus-
trial llegando a la conclusién de la importancia
de su utilidad para poder prevenir los posibles
deterioros causados por el crecimiento de micro-
organismos como las BL o BA.

Impacto de los sistemas
de reparacion de lesiones
producidas por agentes
alquilantes en la virulencia
de Salmonella enterica
serovar Typhimurium

Gerard Alvarez Juste

Directores: Jordi Barbé Garcia y

Susana Campoy Sanchez.

Departamento de Genética y de
Microbiologia, Facultad de
Biociencias, Universidad Autonoma
de Barcelona.

almonella enterica ser. Typhimurium (S. Typhi-

murium) is an enteropathogen able to infect
several mammalian species, generally causing
mild diseases, such as gastroenteritis, although
it can also become a systemic infection, produ-
cing septicaemia and even the death of the infec-
ted host.

Like other enterobacteria, the genome of S.
Typhimurium codes for alkylation damage repair
proteins. This kind of damage appears when alky-
lating agents, which are present in the environ-
ment or are produced endogenously as bypro-
ducts of normal metabolism, introduce alkyl
groups in the DNA bases. Some of the most
important genes coding for these proteins are
ada, alkA, alkB and aidB, which generate the
adaptive response to alkylation damage (known
as the Ada response); and ogt and tag, which are
notincluded in this response but possess similar
functions. Other repair systems with a wider ran-
ge of activities can also repair alkylation damage,
being especially important the genes belonging
to the global genome repair (GGR, which is carried
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out by the UvrABC enzymatic complex) and the
transcription-coupled DNA repair (TCR, focused
on the transcriptionally active genes and directed
by the Mfd protein, which recruits the UvrABC
or the MutSL complexes) pathways of the nu-
cleotide excision repair system (NER). Altogether
compound a large variety of repair activities
which allow the recognition of a broad diversity
of targets generated by alkylating agents.

In order to establish the role of each of these
genes and the consequences of their lack during
the infection process, strains defective in one or
several of them were constructed. Afterwards,
each strain was treated with alkylating agents to
analyze its survival. Although S. Typhimurium pos-
sesses so many alkylation damage repair proteins,
in most strains the survival decreased due to the
absence of just one or some of those proteins.
Moreover, competitive assays using BALB/c mice
were performed to determine the fitness of each
strain. The results show that, even in those strains
defective in several genes, the in vivo fitness of
S. Typhimurium is not affected by the lack of most
of the alkylation damage repair proteins studied,
since only the strain UA1869 defective in the ada,
ogt, tag, uvrA, and mfd genes presented a reduc-
tion of its virulence when it was orally inoculated.
Therefore, the amount of alkylating agents gene-
rated in the organism might be lower than that
used in the in vitro assays. Thus, the evolutionary
conservation of the alkylation damage repair
genes in S. Typhimurium may be due to survival
outside the host.

The fact that the fitness decreased in the
UA1869 strain and not in other mutants, some
of them defective in a larger number of genes,
suggests the existence of certain overlap betwe-
en different repair systems. Thus, the absence
of some repair proteins might be compensated
by other belonging to other systems apparently
different.

Genomic patterns and
phenotypic plasticity in
prokaryotes analyzed within
an ecological framework

Juan Antonio Garcia Lépez

Director: Emilio Ortega Casamayor.

Centro de Estudios Avanzados de
Blanes-CSIC, Universitat Autonoma
de Barcelona.

a diversidad gendmica de los microorganis-

mos es resultado de la combinacién de pro-
cesos evolutivos y de acontecimientos ecoldgi-
cos. Asi, la estructura especifica de los genomas
de bacterias es una consecuencia de la presién
selectiva debida a interacciones entre microor-
ganismos y ambiente a lo largo de la evolucién.
Estas evidencias hacen intuir que el DNA contie-
ne mds informacién estructural de lo que se
esperaria mirando sdlo la composicién de las
bases nucleotidicas. El objetivo general de esta
tesis doctoral ha sido desarrollar un marco ted-
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rico basado en |la genometria, la estadistica y el
modelado matemédtico para estudiar la relacién
entre estructura del genoma, estilo de vida'y
metabolismo de microorganismos procariotas.
Para desvelar la relacién entre la estructura del
genomayy el estilo de vida, se han analizado cer-
ca de 500 genomas mediante un método de fisi-
ca estadistica que consigue reducir la compleji-
dad gendémica procariota a un solo parametro
—la correlacién intrinseca de largo alcance, que
estd relacionada directamente con la estructura
fractal de la secuencia de DNA- que, ademas,
puede ser utilizado en genémica comparativa y
en estudios ecoldgicos. Los métodos escogidos
para el estudio de las correlaciones de largo
alcance en genomas han sido el DNA walk y el
Detrended Fluctuation Analysis (DFA). El “paseo”
de DNA es un método de genometria basado en
una funcién derivada de la posicién secuencial
de cada nucleétido a lo largo de una secuencia
de DNA. El “paseo” resultante es representativo
del “paisaje” del DNA y permite la comparacion
simultdnea entre diferentes genomas. El DFA
proporciona un sencillo parametro cuantitativo
—el exponente de escala alpha— que representa
las propiedades de correlacién de una secuencia.
La relacidn entre el estilo de vida y el metabolis-
mo se ha examinado mediante un estudio de
gendmica comparativa de dos bacterias marinas
que utilizan exclusivamente hidrocarburos como
fuentes de carbono y energia en habitats dife-
rentes, Alcanivorax borkumensis y Oleispira
antdrctica. Se han estudiado las bases genémicas
de sus inusuales rasgos eco-fisioldgicos para
mejorar la comprensién de la influencia de tem-
peratura sobre el crecimiento de bacterias basa-
do en la degradacién de hidrocarburos. Final-
mente, se ha realizado una aproximacién de
genomica funcional utilizando el modelado
matematico de la red metabdlica codificada en
el genoma de Alcanivorax borkumensis con el fin
de profundizar en la relacién entre la composi-
cién del genomay el fenotipo metabdlico. El con-
junto de genes, proteinas, reacciones y metabo-
litos que participan en la actividad metabdlica
se haidentificado, clasificado e interconectado
para reconstruir una red metabdlica in silico.
Dicha reconstruccién metabdlica ha permitido,
mediante el uso de métodos basados en la res-
triccion de flujos y en el Analisis de Equilibrio de
Flujo (FBA), caracterizar los peculiares rasgos
ecofisiolégicos de este microorganismo.

Caracterizacion de levaduras
de interés en jamoén ibérico
mediante técnicas de acidos

nucleicos

Maria Jesuis Andrade Gracia

Directores: Juan José Coérdoba

Ramos y Mar Rodriguez Jovita.

Facultad de Veterinaria, Universidad
de Extremadura.

n jaman ibérico hay un importante desarrollo
de levaduras durante el proceso de madura-
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cioén. Las levaduras parecen tener un papel des-
tacado en la génesis de compuestos volatiles
contribuyentes al aroma de productos cérnicos
madurados. Asi, dentro de la poblacién de leva-
duras que se desarrolla en el jamdn ibérico se
han identificado distintos biotipos de Debaryomy-
ces hansenii con diferente capacidad de forma-
cién de compuestos volatiles. Estas diferencias,
que pueden generar variaciones en el aroma de
los productos, podrian estar vinculadas al lugar
de procesado (Denominaciones de Origen Pro-
tegidas, D.O.P.) y/o a las etapas de maduracion.
Es pues, de gran interés caracterizar la poblacion
de levaduras en funcién del lugar de procesado
y fase de maduracién, evaluando ademas la capa-
cidad de los biotipos para generar compuestos
voldtiles.

En la presente Tesis Doctoral se ha evaluado
la eficiencia de diferentes técnicas de acidos
nucleicos (RFLP de las regiones ITS y 18S del ADN
ribosémico, RAPD-PCR y RFLP del ADN mitocon-
drial) para la caracterizacién de levaduras aisla-
das de jamdn ibérico. El método mds adecuado
se ha utilizado para diferenciar los biotipos que
producen mayor cantidad y variedad de com-
puestos volatiles asociados al aroma a curado,
tratando de diferenciar por drea de procesado y
fase de maduracién. De todos los métodos ensa-
yados, el RFLP del ADN mitocondrial permitié
caracterizar a nivel de especie y cepa las levadu-
ras aisladas de jamon ibérico. El RAPD-PCR per-
mitid tipificar los biotipos previamente determi-
nados mediante RFLP del ADN mitocondrial. Asi,
el uso conjunto del RFLP del ADN mitocondrial y
del RAPD-PCR es recomendable para la seleccién
levaduras como cultivos iniciadores y el posterior
control de su implantacién.

Con el RFLP del ADN mitocondrial se encon-
traron 15 biotipos diferentes, que se adscribieron
a D. hanseniiy Candida zeylanoides, siendo la pri-
mera la predominante. La mayoria se detectaron
en todas las D.O.P. Sin embargo, se detectaron
biotipos exclusivos de algunas de D.O.P, lo que
puede ser de gran utilidad como indicadores de
procedencia geografica. Ademas, el RFLP del
ADN mitocondrial permitié observar diferencias
en la cantidad y variedad de compuestos volatiles
producidos en funcién del patrén de restriccion
de la especie y biotipo de levaduras. Asi los ais-
lados de D. hansenii mostraron mayor cantidad
de compuestos volatiles relacionados con el aro-
ma a curado que los de C. zeylanoides.

Ademas, se observaron diferencias relevan-
tes enla produccién de compuestos volatiles alo
largo del procesado de los biotipos diferenciados
mediante RFLP del ADN mitocondrial y RAPD-
PCR. Por consiguiente, ambas técnicas molecu-
lares deberian aplicarse junto con la generacién
de compuestos volatiles en el medio de cultivo
disefiado para la seleccién de levaduras como cul-
tivos iniciadores en la industria carnica.

Finalmente se evalud la produccién de com-
puestos volatiles de diferentes biotipos de D. han-
senii en productos madurados (salchichén). Dos
de los biotipos inoculados (E y C2) mostraron
gran produccién de compuestos volatiles en sal-
chichdn, por lo que pueden ser de gran utilidad
como cultivos iniciadores en productos cérnicos.

Esta Tesis Doctoral ha sido desarrollada gra-
cias a la financiacién del proyecto del Ministerio
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de Ciencia y Tecnologia AGL2001-0804 y a la Beca
Predoctoral para la Formacion de Personal Inves-
tigador concedida a M® Jesus Andrade Gracia.
De esta Tesis Doctoral se han derivado los
siguientes articulos cientificos publicados en
revistas incluidas en Journal Citation Report:

1. Andrade y col. 2006: International Journal of
Food Microbiology 107, 48-58.
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Obtencion de moléculas
lineales de AS-48
que conserven la estructura
tridimensional
y la actividad bioldgica
de la molécula nativa

Manuel Montalban Lépez

Directores: Mercedes Maqueda,

Eva Valdivia y Manuel Martinez-
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Departamento de Microbiologia,
Universidad de Granada.

S-48 es una bacteriocina circular de sintesis

ribosémica producida por diferentes espe-
cies de Enterococcus, constituida por cinco alfa
hélices con un plegamiento de tipo saposina. AS-
48 se sintetiza como un prepéptido que sufre la
eliminacién del péptido sefal y la unién de los
extremos por enlace peptidico para originar la
molécula madura que posee una gran estabilidad
y amplia actividad antibacteriana.

En este trabajo se ha planteado la lineariza-
cion de AS-48 con el fin de estudiar cémo afecta
la circularizacidn a la estructura, actividad y esta-
bilidad de la molécula. Para ello se generaron
variantes lineales mediante proteolisis controla-
da con diversas enzimas. La termolisina, en con-
diciones parcialmente desnaturalizantes, generd
una forma abierta y dos fragmentos que mante-
nian la actividad en orden decreciente respecto
alamolécula nativa. Se trataba de proteinas heli-
coidales, menos estructuradas en ambiente acuo-
so, pero similares a la nativa cuando se adiciona-
ba dodecil sulfato sédico. Se demostré que la
circularizacién no es esencial para la actividad de
AS-48 aunque contribuye a mantener la estabili-
dady actividad de la proteina.

Por ello, se planted la apertura de AS-48 por
la propia unién cabeza colay por las dos regiones
mas extensas que conectan hélices. Se realizd
permutacion circular en el geny se empled Esche-
richia coli como hospedador. En ningtin caso fue
posible la deteccién de las moléculas abiertas en
las condiciones ensayadas, ni en las diversas
cepas usadas (deficientes en proteasas y enri-
quecidas en ARN para codones raros). El analisis
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transcripcional mostrd niveles adecuados de los
respectivos ARNm, por lo que la proteolisis en la
célula puede ser la explicacion mds plausible.

Estos genes fueron también fusionados al
extremo carboxilo de la proteina LytA de Strep-
tococcus pneumoniae logrando asi la produccién
de ambas moléculas reconocidas por anticuerpos
especificos. La optimizacion del corte con el enzi-
ma especifico generd fragmentos activos cuyos
tamafos no se correspondian con los esperados.
El resultado fueron proteinas quiméricas que
mantenian parte de la etiqueta fusionada -segtin
se demostré por espectrometria de masas y wes-
tern blot- y la actividad antibacteriana.

También se han construido genes que codi-
fican las proteinas obtenidas por proteolisis y su
expresion se ha ensayado en Lactococcus lactis
fusionadas a sefales de secrecidén junto a los
genes responsables del exporte, bajo un promo-
tor inducible con nisina. Sin embargo no ha sido
posible su obtencidn, a pesar de que los deter-
minantes de resistencia frente a AS-48, que tam-
bién habian sido clonados, fueron eficientemente
expresados en esta bacteria.

Analisis de secuencias
multilocus en estudios
de taxonomia,
filogenia y evolucién
de Pseudomonas

Maria Magdalena Mulet Pol

Directora: Elena Garcia-Valdés

Pukkits.

Dep. de Biologia, Facultad de
Ciencias, Universitat de les llles
Balears.

| género Pseudomonas estd compuesto por

un nimero elevado de especies metabdlica-
mente muy versatiles. En la actualidad hay 120
especies reconocidas y se describen continua-
mente nuevas especies.

El método actualmente aceptado para discri-
minar entre especies bacterianas es la hibridacion
DNA-DNA, pero este método tiene sus limitacio-
nes (tiempo requerido, necesidad de experiencia
en desarrollo, no define distancias entre especies,
no es acumulativo). En esta tesis se ha propuesto
un nuevo método, fiable y acumulativo para la
definicién de especies en el género Pseudomonas,
basado en la técnica de andlisis de secuencias mul-
tilocus (MLSA). La enorme diversidad genética de
las especies de este género la hacen un banco
de pruebas ideal en el que se pueden validar nue-
vos métodos. La técnica de MLSA permite ademas
elucidar la diversidad genética del género, su filo-
genia y su taxonomia. Ademas, se han creado nue-
vas herramientas bioinformaticas, y el conjunto
de datos es accesible a través de Internet (Pseu-
doMLSA Database).

Los resultados obtenidos en esta Tesis Doc-
toral permiten establecer las siguientes conclu-
siones:

Se ha establecido la filogenia del género
Pseudomonas basada en los genes: 16S rRNA,
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gyrB, rpoBy rpoD. Pueden distinguirse 2 grandes
linajes: P. fluorescens y P. aeruginosa. El linaje P.
fluorescens con 6 grupos: P. anguilliseptica, P. fluo-
rescens, P. lutea, P. putida, P. straminea y P. syrin-
gaey el linaje P. aeruginosa con 3 grupos: P. aeru-
ginosa, P. oleovorans y P. stutzeri. Otras cepas tipo
no se afilian a ningun linaje y aparecen en ramas
independientes: el grupo P. oryzihabitans y las
cepas tipo P. luteola, P. pachastrellae y P. pertuci-
nogena.

El analisis del concatenado de los cuatro
genes se presenta como una metodologia de
gran valor para la adscripcién a species de nuevas
cepas de Pseudomonas.

El gen rpoD posee un poder de discrimina-
cién superior al de los otros genes estudiados en
las 107 cepas de Pseudomonas; seguida de los
genes gyrBy rpoB.

Los cebadores del gen rpoD disefiados y eva-
luados en este estudio, Ps30EG/Ps790EG, son
selectivos para la deteccién de Pseudomonas.
Estos cebadores pueden ser combinados en una
PCR anidada (“nested PCR”) para incrementar la
sensibilidad en la deteccién de Pseudomonas en
muestras ambientales cuando éstas se encuentran
presentes en bajo nimero.

La base de datos PseudoMLSA (www.uib.es/
microbiologiaBD/Welcome.php) permite integrar
y vincular los diferentes tipos de informacion dis-
ponible sobre el género Pseudomonas. Esta es
una herramienta util para el andlisis de secuencias
multilocus, y para la identificacion y caracteriza-
cién de nuevos aislamientos de Pseudomonas.

Se ha podido restringir el analisis de secuen-
cias multilocus (MLSA) a tres genes (16S rRNA,
gyrBy rpoD) para diferenciar las 18 genomovares
de P. stutzeri descritas en la actualidad. El MLSA
es un método valido para asignar nuevas cepas
a genomovares ya existentes, o para detectar
otras nuevas. La cepa CCUG 46542 ha sido asig-
nada como una nueva genomovar (gv19).

Intestinal microbiology in
Crohn’s disease: A study of
Escherichia coli as a potential
etiologic agent

Margarita Martinez Medina

Director: Librado Jesus Garcia Gil.
Universitat de Girona.

L a enfermedad de Crohn es una enfermedad
inflamatoria intestinal crénica que puede
afectar a hombres y mujeres de distintas eda-
des. La prevalencia e incidencia son mayores en
paises desarrollados, diagnosticindose en Espa-
fla unos 2.000 casos nuevos cada afio. Los sin-
tomas principales son la presencia de diarrea, a
menudo con sangre, dolor abdominal y pérdida
de peso, ademads de miltiples complicaciones
y manifestaciones extraintestinales. A pesar de
la intensa investigacion realizada, la etiologia
de la enfermedad de Crohn se desconoce toda-
via. Se han implicado tanto factores genéticos
e inmunoldgicos, que confieren susceptibilidad
al individuo, como factores externos o ambien-
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tales, incluyendo la microbiota intestinal y/o el
estilo de vida.

El objetivo principal de la tesis fue describir
las poblaciones bacterianas especialmente aso-
ciadas a los enfermos de Crohn, con la intencion
deidentificar posibles agentes etiolégicos. Para
ello, comenzamos analizando la composicién glo-
bal de la comunidad bacteriana presente en la
mucosa intestinal utilizando métodos molecula-
res. Este primer estudio permitié identificar qué
especies se hallaban mas frecuentemente en
enfermos de Crohn (CD) respecto a individuos
control (C), siendo Escherichia coli una de las
especies bacterianas que se asocié a dicha enfer-
medad. A pesar de que E. coli es un microorga-
nismo comun del tracto intestinal, estudios pre-
vios realizados por otros investigadores ya
apuntaban hacia este microorganismo como
posible agente etioldgico, en especial el patovar
recientemente descrito ‘adherent-invasive E. coli
(AIEC)’. Por esta razdn, el resto del trabajo se
centrd en el estudio de las poblaciones de E. coli
asociadas a la mucosa intestinal.

El objetivo principal de la segunda parte del
trabajo fue el de describir la riqueza, abundan-
cia, diversidad y cardcter patogénico de las
poblaciones de E. coli y AIEC presentes en la
mucosa intestinal. Para llevar a cabo este obje-
tivo, se realizé el aislamiento de alrededor de
100 colonias de E. coli de la mucosaileal y col6-
nica de 20 pacientes de Crohn y 28 controles.
Se utilizaron dos técnicas para analizar la clona-
lidad de los aislados, entre ellas la electroforesis
en campo pulsado (PFGE). La identificacién de
cepas pertenecientes al patovar AIEC se realizé
sobre 4314 aislados. Ademds, se determind el
serotipo, filogrupo, y genotipo (19 genes de
virulencia) de los distintos subtipos de E. coli y
AIEC obtenidos. A pesar de las similitudes de
riqueza y diversidad de subtipos presentes en
enfermos de Crohn e individuos control, la abun-
dancia de E. coli era superior en enfermos de
Crohn, especialmente en aquellos pacientes con
afectacién ileal (P=0.001). Se hallaron clones
especificos de cada huésped, excluyendo la exis-
tencia de un clon o grupo clonal comun entre
los enfermos de Crohn. Las cepas compartian
genes de virulencia caracteristicos de E. coli cau-
santes de infecciones extraintestinales, con una
frecuencia similar en enfermos de Crohny con-
troles. En cambio, la prevalencia (% de individuos
con AIEC: CD=51.9%; C=16.7%; P=0.003), la abun-
dancia (% de AIEC/E. coli: CD= 3.8 + 5.0%; C=1.5
+3.8%; P=0.039) y la riqueza (nimero de subti-
pos de AIEC por paciente: CD= 0.8 +1.4; C= 0.2
+ 0.4; P=0.015) de AIEC era superior en enfer-
mos de Crohn. Las cepas AIEC presentaron una
gran variabilidad de serotipos y genotipos, pero
el filogrupo B2 fue el mds abundante entre ellas
(AIEC: 64%, E. coli no-AIEC: 38%, P=0.044). Este
es el quinto trabajo que describe la prevalen-
cia de cepas AIEC en enfermos de Crohn, des-
pués de que el primero se publicase el afio 2004.
La exhaustiva aproximacién metodoldgica uti-
lizada permitié obtener valores de prevalencia
mas precisos, a la vez de obtener informacién
acerca de parametros ecoldgicos especificos
del patovar AIEC, hasta el momento, no descri-
tos. En general, los datos obtenidos en esta par-
te del trabajo apoyan la hipdtesis que el patovar

ANy

AcCtua

Ff
!
<

AIEC esta implicado en la enfermedad de Crohn.
También se presentaron los estudios de carac-
terizacién de estas cepas AIEC y no-AlEC.

Los biofilms bacterianos que se encuentran
en lamucosa intestinal se consideran importan-
tes en la etiologia y/o desarrollo de la enferme-
dad de Crohn. Por este motivo, determinamos
la capacidad de formar biofilms de las cepas AIEC
y compararlas con cepas no-AlEC. El indice de
formacidén de biofilms fue contrastado con, ade-
mas del fenotipo AIEC, el serotipo, el filogrupo
y los genes de virulencia de las cepas. Fue inte-
resante observar que las cepas AIEC presenta-
ban indices de formacién de biofilms superiores
a las cepas no-AIEC (P=0.007) y que el 65.7% de
cepas con una habilidad moderada-fuerte de for-
mar biofilms eran AIEC. Ademas, los indices de
adhesién (P=0.009) e invasién (P=0.003) se
correlacionaban positivamente con la capacidad
de formar biofilms. La motilidad (100%, P<0.001),
el tipo de flagelina H1 (53.8%, P<0.001), los sero-
grupos 083 (19.2%, P=0.008) y 022 (26.9%,
P=0.001), la presencia de genes de virulencia
como sfa/focDE (38.5%, P=0.003) e ibeA (26.9%,
P=0.017), y el filogrupo B2 (80.8%, P<0.001) eran
caracteristicas frecuentes entre las cepas for-
madoras de biofilms. La principal contribucién
de esta parte del estudio fue describir la capaci-
dad de formar biofilms in vitro como caracteris-
tica fenotipica asociada al patovar AIEC que
podria tener implicaciones en la patogénesis de
dicho patovar en la enfermedad de Crohn, ya
sea confiriendo al patovar una colonizacién mas
estable de la mucosa, como confiriendo una pro-
teccién contra agentes antimicrobianos, que
conjuntamente podrian colaborar a que la infec-
cién sea crénica.

Dada la similitud observada en cuanto a los
genes de virulencia entre el patovar AIECy otras
E. coli patégenas causantes de infecciones
extraintestinales (EXxPEC), también determina-
mos la frecuencia de cepas EXPEC con fenotipo
AIECy luego buscar si existe un origen filogené-
tico comun entre las cepas AIEC de origen intes-
tinal y extraintestinal. La capacidad de adhesién,
invasion y replicacién en macréfagos de 63
cepas EXPEC se determiné mediante cultivos in
vitro con células 1407 y J774 para determinar el
fenotipo AIEC. También se compard la distribu-
cién de genes de virulencia (papC, sfa/focDE,
afaldraBC, fimH, fimAvMT78, hlyA, cnf1, cdt, iucD,
neuC, y ibeA) entre estas 63 cepas EXPEC (aisla-
das principalmente de casos de infeccién urina-
ria, sepsis y meningitis) y las 23 cepas AIEC intes-
tinales. Se emplearon dos métodos para la
determinar la relacién genética entre las cepas
AIEC intestinales y extraintestinales: PFGE y
MLST (Multilocus Sequence Typing) secuenciando
7 genes de conservacion de proteinas estructu-
rales (adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA, y recA).
Cabe destacar que solamente 4 (6.35%) cepas
EXPEC, con serotipos O6:H1 (dos cepas), 083:H1
y 025:H4, presentaron fenotipo AIEC. Pero, inte-
resantemente, se hall6é una relacién genética
entre éstas y otras AIEC de origen intestinal
mediante MLST (ST73, ST135 y ST131 respecti-
vamente). Este estudio ha permitido demostrar
que la mayoria de cepas EXPEC no se comportan
como AIEC, a pesar de la similitud genética que
existe entre ambos patovares. Por lo tanto, se
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confirma que el patovar AIEC es préximo al pato-
var EXPEC, pero posee caracteristicas especificas
relacionadas con su virulencia que, hasta el mo-
mento, solamente se pueden determinar feno-
tipicamente. Hacen falta estudios adicionales
que tengan como objetivo identificar cual es la
maquinaria genética implicada en conferir el
fenotipo AIEC.

Los resultados de este trabajo coinciden con
investigaciones previas que describen la altera-
cion bacteriana presente en enfermos de Crohn.
Ademéds, apoya la hipdtesis que implica el patovar
AIEC como agente etioldgico de dicha enferme-
dad inflamatoria intestinal. Contribuimos tam-
bién en la descripcion de las poblaciones de E.
coli asociadas tanto a la mucosa intestinal de indi-
viduos sanos como pacientes de Crohn aportan-
do datos acerca de aspectos ecoldgicos y pato-
génicos de éstas, asi como en la caracterizacién
de cepas AIEC, hallando nuevos aspectos feno-
tipicos que podrian estar relacionados con su
patogénesis.

Implicacion de las envolturas
celulares en el mecanismo de
inactivacion microbiana
mediante tecnologias
emergentes de conservacion:
desarrollo de procesos
combinados

Maria Somolinos Lobera

Directores: Rafael Pagan Tomas y

Diego Garcia Gonzalo.

Departamento de Produccion Animal
y Ciencia de los Alimentos, Facultad
de Veterinaria, Universidad de
Zaragoza.

En la actualidad los consumidores demandan
alimentos de gran calidad, seguros desde un
punto de vista sanitario, minimamente procesa-
dos y sanos.

Durante los ultimos afios se ha realizado un
enorme esfuerzo investigador con objeto de
poner a punto nuevos métodos de conservacion
de los alimentos, como los Pulsos Eléctricos de
Alto Voltaje (PEAV) y las Altas Presiones Hidros-
taticas (APH), capaces de inactivar los microor-
ganismos sin causar alteraciones indeseables en
las propiedades sensoriales y nutricionales de
los alimentos. Sin embargo, debido a las limita-
ciones de los equipos y a la gran resistencia de
ciertas especies microbianas frente a estas tec-
nologias, se esta trabajando en el desarrollo de
procesos mas complejos que, combinando diver-
sas tecnologias, permitan lograr mayor estabili-
dady seguridad de los alimentos sin detrimento
de su calidad.

Para establecer una combinacién inteligente
de diversos métodos de conservacién es nece-
sario conocer con exactitud su mecanismo de
inactivacion. La existencia de dafios subletales
en las envolturas celulares normalmente es cla-
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ve en el disefio de procesos de conservacion
basados en la combinacién de estas tecnologias
y conservantes quimicos. Con objeto de evitar el
uso de aditivos artificiales, en la actualidad se
buscan agentes antimicrobianos alternativos, de
origen natural, como los aceites esenciales, que
resulten inocuos para los consumidores.

Esta tesis ha demostrado la existencia de
dafio subletal en las envolturas celulares de
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Dekkera
bruxellensis y Saccharomyces cerevisiae tras la
aplicacién de diferentes tecnologias de conser-
vacion, como los tratamientos térmicos, PEAV,
APH o la adicidn de citral. Se detectaron dafios
subletales en mas del 99,99 % de la poblacién
superviviente en funcién de las condiciones de
tratamiento. Asi, las células danadas mostraron
una menor resistencia frente a otras barreras de
conservacion, lograndose su inactivaciéon median-
te el disefio de procesos combinados. Por ejem-
plo, se demostré efecto letal sinérgico entre tra-
tamientos térmicos o de APH y citral, lograndose
lainactivaciéon de mas de 5 ciclos de las poblacio-
nes iniciales de E. coli y L. monocytogenes. Ade-
mads, esta sinergia observada en E. coli podria rela-
cionarse con los dafos ocasionados por el calor
o la presurizacién sobre la membrana externa,
que facilitarian el acceso del citral a su estructura
diana.

En resumen, esta investigacion indica que
un analisis exhaustivo del mecanismo de inac-
tivacién microbiana por un determinado méto-
do de inactivacidn, asi como la evaluacién de
los factores que afectan a la resistencia micro-
biana puede resultar de gran ayuda en el disefio
de procesos de conservacién de alimentos mas
adecuados. Ademas, la deteccién de dafo suble-
tal en las envolturas celulares puede mostrar
las condiciones bajo las cuales diversos métodos
de conservacion pueden actuar de manera
sinérgica, permitiendo la obtencién de produc-
tos microbiolégicamente seguros y con una cali-
dad organoléptica adecuada.

Evolucion experimental
de la gama de huéspedes
del Virus del grabado
del tabaco (TEV)

Patricia Agudelo-Romero

Directores: Santiago F. Elena Fito y
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Instituto de Biologia moleculary
celular de plantas -IBMCP-
(CSIC/UPV).

En la actualidad, nuevos virus de plantas han
aumentado debido a cambios en el medio
ambiente y a malas practicas agricolas. Por esto,
esimportante determinar los factores genéticos y
evolutivos implicados en la aparicién de estos nue-
vos virus. El objetivo fundamental de esta Tesis es
simular un proceso de emergencia viral.

Los virus de plantas muestran una alta varia-
bilidad en sus gamas de huéspedes por lo que
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pueden ser especialistas o generalistas. En nues-
tro primer conjunto de experimentos, explora-
mos el coste que supone la ampliacion de la
gama huéspedes en términos de eficacia viral del
Potyvirus del grabado del tabaco (TEV). Primero,
empleando huéspedes pertenecientes a la misma
familia taxondémica (tabaco y pimiento). Segun-
do, en huéspedes pertenecientes a familias taxo-
ndémicas alejadas (tabaco y arabidopsis). Estos
experimentos muestran que la adaptacién a un
nuevo huésped tiene un efecto pleiotrépico anta-
gonista en el huésped original. Concluyendo que
ampliar la gama de huéspedes implica un coste
en términos de eficacia promedio, de manera
que la eficacia viral no se maximiza para cada
huésped sino que existe un compromiso’.

En un segundo conjunto de experimentos,
exploramos si la adaptacién del virus a arabidop-
sis conlleva cambios en el tipo de interacciones
que éste establece con la planta a nivel del trans-
criptoma. Mas concretamente, nos pregunta-
mos: (1) ¢§Qué cambios se observan en el patrén
de expresion génica del huésped tras la infec-
cién de un virus emergente? (2) ;Cémo cambia
la red de interacciones a medida que el virus se
adapta a su nuevo huésped. Para desarrollar
este trabajo utilizamos micromatrices de cDNA.
Donde identificamos un conjunto de genes de
la planta cuya expresion se altera tras la infec-
cién con TEV, muchos de ellos implicados en res-
puesta a estreses bidticos y abidticos?. Este con-
junto de genes cambié a medida que el virus se
adaptd a su nuevo huésped aumentando su efi-
cacia y virulencia, observdndose que muchos
genes de respuesta a estrés bidtico dejaron de
ser activados después de la infeccion. Estos cam-
bios fueron consecuencia de un nimero limitado
de mutaciones en el genoma de TEV. De hecho,
un solo cambio en el virus es el responsable de
los nuevos sintomas en la planta’.

Por dltimo, comprobamos si la adaptacién
de TEV al ecotipo (Ler-0), también aumenta su
eficaciay virulencia en otros ecotipos. Para esta-
blecer si la adaptacidn viral es especifica de un
genotipo del huésped o si, por el contrario, faci-
lita el acceso del virus a otros genotipos. Existe
un buen nimero de grados de susceptibilidad a
TEV en Arabidopsis, esta variabilidad se debe al
alelo dominante RTM1 (restriccién del movimiento
de TEV 1). Para esto, evaluamos 9 ecotipos de ara-
bidopsis con diferentes niveles de susceptibilidad
a TEV. En los que observamos que el virus adap-
tado a Ler-0 era capaz de infectar y generar sin-
tomas en ecotipos que eran resistentes a la infec-
cion con el TEV ancestral®. Estos resultados
sugieren que poseer el alelo de resistencia en el
locus RTM1 no es condicidn suficiente para que
la planta sea resistente a TEV.

1. Agudelo-Romero P, de la Iglesia P, Elena SF.
2008. Infect. Genet. Evol. 8(6):806-14.

2. Agudelo-Romero P, Carbonell P, de la Iglesia
F, Carrera J, Rodrigo G, Jaramillo A, Pérez-
Amador MA, Elena SF. 2008. Virol. J. 7(5):92-
102.

3. Agudelo-Romero P, Carbonell P, Perez-Ama-
dor MA, Elena SF. 2008. PLoS ONE 11;3(6):
€2397.

4. Lalic J, Agudelo-Romero P, CarrascoP, Elena
SF. 2010. Phil. Trans. R. Soc. B. (Accepted).
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La posibilidad de obtener proteinas con apli-
caciones industriales o terapéuticas mediante
la tecnologia del DNA recombinante ha revolu-
cionado la industria biotecnoldgica. A pesar de
esto, la produccién de proteinas recombinantes
en sistemas heterdlogos alin no estd optimizada,
y muchas veces estas proteinas se obtienen en
forma insoluble. La seleccién de un sistema de
expresion adecuado es importante para conse-
guir obtener la proteina en una forma funcional
y soluble. En esta tesis se ha utilizado una GFP
recombinante como proteina modelo para estu-
diar agregacion y actividad durante la produccién
de proteinas recombinantes en Escherichia coliy
en el sistema de expresién de baculovirus.

Al producir nuestra proteina modelo en E.
coli, ésta se obtiene mayoritariamente en forma
de cuerpos de inclusién con una elevada activi-
dad bioldgica. Nuestros resultados indican que
aunque es posible mejorar la solubilidad de la
proteina optimizando parametros del proceso
de produccidn, las condiciones que permiten
mejorar los niveles de produccidn resultan en
una disminucién de la calidad conformacional de
la proteina obtenida. Ya que no es posible maxi-
mizar al mismo tiempo el rendimiento del proce-
so de produccidn y la calidad de la proteina obte-
nida, el disefio del proceso debera optimizarse
en funcién del parametro mas relevante para el
uso final de la proteina.

Ademas, la versién soluble de esta proteina
contiene una amplia gama de agregados solu-
bles, que conforman una poblacién heterogé-
nea en cuanto a estructura secundaria y funcio-
nalidad. Esto indica que los cuerpos de inclusidn,
que son mas homogéneos que su versién solu-
ble, pueden entenderse como una pequefia sub-
poblacién dentro del total de especies proteicas
recombinantes. Por otra parte, la calidad de la
proteina recombinante representa un promedio
estadistico de la calidad de cada una de estas
especies.

Una de las estrategias mas utilizadas para
mejorar la solubilidad de proteinas recombinan-
tes consiste en la coexpresién de moduladores
del plegamiento. Al coexpresar la chaperona
bacteriana DnaK y su cochaperona DnaJ con
nuestra GFP modelo producida en E. coli, obser-
vamos una disminucidn de la agregacion, que
estaba asociada a protedlisis. El cambio de hués-
ped de estas chaperonas juntamente con nues-
tra proteina modelo para producirlas en el sis-
tema de expresién de baculovirus en células de
insecto o larvas permitié mantener la actividad
foldasa de DnaKJ eliminando su actividad pro-
teolitica asociada, ya que ésta es dependiente
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de proteasas bacterianas. En el sistema de
expresion de baculovirus observamos mejoras
en los niveles de proteina total y soluble, la esta-
bilidad proteolitica, solubilidad y actividad bio-
légica al ser coexpresada con las chaperonas
bacterianas DnaKJ. Ademas, hemos podido con-
firmar en un sistema eucariota el concepto de
que el rendimiento y la calidad de la proteina
obtenida son pardmetros antagdnicos que no
se pueden favorecer de forma simultdnea en
procesos de produccion.

Por ultimo, también hemos podido compro-
bar que las chaperonas bacterianas son funciona-
les en un sistema eucariota. Esto permite ampliar
el catdlogo de moduladores del plegamiento dis-
ponibles para su uso en sistemas eucariotas.

Biodiversidad de
la microbiota lactica presente
en la fermentacion
malolactica de vinos tintos
de la variedad Cencibel:

caracterizacion molecular

y tecnolégica para la seleccion

de cepas

Patricia Ruiz Pérez

Director: Maria Llanos Palop

Herreros.

Facultad de Ciencias del Medio
Ambiente, Universidad de Castilla-
La Mancha.

S e harealizado un estudio de la biodiversidad
y la caracterizacién tecnoldgica de la micro-
biota lactica presente en la fermentacién malo-
lactica espontanea de vinos tintos de la variedad
Cencibel elaborados en bodegas de Castilla-La
Mancha con el objetivo de seleccionar aquellas
cepas autdéctonas que presentaran las mejores
propiedades para ser utilizadas como cultivos ini-
ciadores.

Para ello, se tomaron muestras de vino ela-
borado en 6 bodegas de 4 provincias (Albacete,
Ciudad Real, Cuenca y Toledo) de Castilla-La Man-
cha, en dos vendimias consecutivas.

La caracterizacién genética de los aislados uti-
lizando diferentes técnicas moleculares (RAPD-
PCR, REA-PFGE y DD-PCR) puso de manifiesto que
la RAPD-PCR es una técnica adecuada para el geno-
tipado de estos aislados, tanto por su capacidad
de discriminacién intraespecifica, comparable con
la de la REA-PFGE, como por su sencillez metodo-
Iégica. Por el contrario, la DD-PCR mostrd una esca-
sa reproducibilidad lo que lainvalida para estudios
de biodiversidad.

Los resultados del estudio de caracterizacion
genética pusieron de manifiesto la presencia
de genotipos coincidentes en muestras tomadas
en diferentes vendimias y procedentes de bode-
gas situadas en diferentes provincias de la region,
lo que confirma la existencia de una microbiota
bien adaptada a las condiciones ecoldgicas de
esta region vitivinicola.
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La identificacién de los aislados mediante la
técnica 16S-ARDRA mostré que O. oeni es la espe-
cie predominante en la fermentacién malolactica
de los vinos de la variedad Cencibel, si bien tam-
bién han podido identificarse, aunque en baja
proporcidn, las especies: L. casei, L. plantarum,
L. hilgardii y Lc. mesenteroides.

En el estudio de caracterizacién tecnoldgica
efectuado a los 84 aislados representantes de
los diferentes genotipos obtenidos en la etapa
de caracterizacién genética, destacaron dos
cepas de O. oeni, las cepas C22L.9 y D13L3, siendo
los vinos elaborados con la cepa C22L9 los pre-
feridos por los catadores en el andlisis sensorial.

El ensayo de implantacidn, utilizando vinos
de las variedades Tempranillo, Syrah, Cabernet
Sauvignony Tinto de la Pampana Blanca, realiza-
do con la cepa C22L9 y con la cepa comercial O.
oeni PN4, puso de manifiesto que la cepa C22L9
se implanta de forma satisfactoria en todas las
variedades ensayadas, habiéndose obtenido en
algunos casos porcentajes de implantacién supe-
riores a los de la cepa comercial.

Los resultados obtenidos han permitido
tener un mejor conocimiento del proceso micro-
biolégico que ocurre en la fermentacién malo-
lactica de los vinos de la variedad Cencibel y han
permitido seleccionar una cepa de O. oeni con
excelentes propiedades para ser utilizada como
cultivo iniciador a escala industrial.

La puesta a disposicién de las bodegas de
cepas autdctonas, seleccionadas en base a crite-
rios enoldgicos adecuados a las exigencias del
mercado actual, reportard importantes beneficios
alaindustria del sector. Por un lado, permitird un
control eficiente de la fermentacion malolactica,
evitando riesgos innecesarios que siempre impli-
can un coste econémico, y por otro, permitira la
obtencién de vinos higiénicos de calidad con
caracteristicas enolégicas propias.

Caracterizacion de cepas
de Streptococcus suis,
serotipos 2y 9, aisladas
de ganado porcino
en Espana

Verena Blume Serrano
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L as infecciones por Streptococcus suis son con-
sideradas actualmente una de las principales
patologias del cerdo en paises de cria porcina
industrial, y su implicacién en procesos clinicos
y su caracter zoonotico son factores que han
condicionado que su estudio sea emergente en
la Unién Europea. Pese a su importancia, poco
se conoce sobre la estructura de la poblacién de
S. suis y la potencialidad de determinados clones
para producir patologia en el ganado porcino.
Para poder ampliar el conocimiento sobre estas
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cuestiones, en el presente trabajo se ha realiza-
do una caracterizacién fenotipica (perfil bioqui-
mico, serotipificacion y estudio de la expresién
de las proteinas relacionadas con la virulencia
MRP, EF y SLY) y una caracterizacién genética
(electroforesis en campo pulsado [PFGE] y ana-
lisis de la secuenciacién de multiples genes
[MLST]) de cepas aisladas de procesos clinicos
y de portadores en el ganado porcino en Espafa.
También se ha estudiado su diversidad y relacio-
nes genéticas asi como la posible existencia de
clones prevalentes responsables de la mayoria
de casos clinicos. Finalmente, se han comparado
las cepas clinicas y las cepas aisladas de animales
portadores respecto a la expresién de los distin-
tos factores relacionados con la virulencia, asf
como el estudio de la variabilidad de los genes
que codifican para dichos factores. La caracte-
rizacién se ha centrado en los aislados de los
serotipo 2 y 9 por ser los mds prevalentes, en
Espafiay en Europa.

Los estudios realizados permiten confirmar
que el serotipo 2 es el mds prevalente en la pobla-
cién de S. suis del ganado porcino espafiol, asi
como el incremento en el aislamiento del seroti-
po 9 como responsable de casos clinicos respec-
to de los datos de prevalencia tradicionalmente
observados en Espafia.

Se estudié en todas las cepas la expresion
de los marcadores de virulencia MRP, EF y SLY,
asi como la deteccién de sus correspondientes
genes (mrp, epfy sly) y la variabilidad de éstos
mediante su secuenciacién directa. Se hallaron
diferencias en la expresién de los factores de
virulencia en relacién con el serotipo. Las cepas
del serotipo 2, expresaron mayoritariamente
los fenotipos MRP*EF*SLY* y MRP*EF*SLY", mien-
tras que entre los aislados del serotipo 9, fueron
los fenotipos MRPEFSLY*y MRP-EFSLY* los mds
frecuentemente aislados. En los genes sly y epf
se hallé un 100% de homologia con las secuen-
cias publicadas independientemente del sero-
tipo o de la condicidn clinica, mientras que en
el gen mrp se hallaron mutaciones silenciosas
en determinadas localizaciones dependiendo
del serotipo. El estudio de la expresién de los
marcadores de virulencia, MRP, EF y SLY, asi
como de los genes que codifican para ellos, no
permitio diferenciar las cepas clinicas y las cepas
aisladas de portadores entre los aislados de un
mismo serotipo.

La caracterizacién genética de los aislados
mediante PFGE confirmd la relativamente alta
diversidad en la poblacién de este patégeno,
similar en ambos serotipos. Los serotipos 2y 9,
se agruparon en dos grupos genéticos separados
(Ay B), encontrandose una relacién estadistica-
mente significativa (p<0,05) entre el serotipo 9
yelgrupo A,y el serotipo 2 y el grupo B. Las dife-
rencias genéticas entre estos serotipos mediante
el andlisis PFGE coincidiria con la distinta expre-
sién de las proteinas asociadas a la virulencia por
ambos serotipos, sugiriendo que los serotipos 2
y 9 formarian poblaciones de S. suis distintas
genética y fenotipicamente. Los resultados de
MLST mostraron que la mayoria de los aislados
clinicos de serotipo 2 analizados pertenecian al
clon ST1 ampliamente distribuido en Europa. Por
el contrario, la mayor parte de los aislados clini-
cos del serotipo 9 pertenecieron al clon ST61,
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poco relacionado genéticamente con el clon
ST87 prevalente en Europa. Las diferencias halla-
das a nivel genético entre los aislados del sero-
tipo 9 estudiados y los aislados europeos en este
serotipo, coinciden con la diferencias halladas en
nuestro estudio de caracterizacion fenotipica ya
que solamente un 2,1% de estos aislados expre-
saron MRP*, mientras que la mayoria de aislados
europeos de este serotipo expresan MRP*. Los
datos de caracterizaciéon mediante MLST sugie-
ren que la actual diseminacién del clon ST61 tiene
su origen en cepas pertenecientes al mismo com-
plejo clonal detectadas en Espafa a principios de
la década actual.

El sistema toxina-antitoxina,
£C, como inhibidor
de la proliferacion celular
e inductor de tolerancia

Virginia Soledad Lioy
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Centro Nacional de Biotecnologia
(CSIC).

n la actualidad existe una necesidad urgente

de encontrar nuevos compuestos para luchar
contra la aparicién de bacterias patégenas resis-
tentes a antibidticos y de conocer los mecanis-
mos que hacen a éstas tolerantes a los mismos.
Los sistemas de Toxina-Antitoxina (TA), implica-
dos en el mantenimiento estable de plasmidosy
en laregulacion de estrés, se encuentran conser-
vados en pldsmidos de bacterias Gram-positivas
resistentes a vancomicina o eritromicina. En el
pldsmido pSM19035, aislado de una cepa de S.
pyogenes resistente a eritromicina, la antitoxina
€, interacciona con la toxina C, neutralizando su
actividad fosfotransferasa. Cuando € queda libre
induce, a través de un mecanismo desconocido,
dos estados celulares (estasis y tolerancia), tanto
en E. colicomo en B. subtilis. La estasis celular se
ve caracterizada por una drdstica reduccién en
la tasa de replicacidn, transcripcidn, traduccion
y sintesis de nucledtidos. Sin embargo, si las célu-
las se someten a la accién prolongada de la toxi-
na g, las mismas no pueden recuperarse del esta-
do “durmiente” y una subpoblacién muere por
lisis celular (=30%).

La mayor parte de las bacterias en un cultivo
son susceptibles a los antibidticos, pero existe
una pequena fraccién que es insensible a los mis-
mos (células persistentes). En este trabajo,
hemos demostrado que T induce una pequefa
subpoblacién de células que son insensibles a su
efecto tdxico, independientemente de la fase de
crecimiento. En presencia de un antibidtico y €
se observé un aumento en la sensibilidad al com-
puesto antimicrobiano, indicando que la toxina
induce un tipo de “persistencia” diferente al
inducido por los antibidticos. Hemos demostrado
que la expresion de la antitoxina &, sélo es capaz
de revertir las células que son insensibles a la
accion de la toxina C, sin observar un aumento
de las células persistentes y aumentando la sen-
sibilidad a los antibidticos. Esto indica que el es-
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tado de estasis inducido por T no es responsable
de la persistencia a antibidticos.

Todos estos resultados hacen del sistema €C,
un candidato ideal para desarrollar nuevos com-
puestos antimicrobianos. Asi, a través de dina-
mica molecular buscamos los aminoacidos més
relevantes en la estabilidad del sistema &-C. En-
contramos que los residuos Asp18 y Glu22 son
los mds importantes para la estabilidad del com-
plejo €Ce. Para validar las predicciones in silico,
analizamos los aminodcidos por medio de muta-
génesis dirigida y desarrollamos un ensayo de
BRET para evaluar la estabilidad de esos mutan-
tes. En este sistema, el gen de la antitoxina fue
fusionado al gen de la luciferasa (Luc-¢) y el de
la toxina al gen de la proteina verde fluorescente
(C-gfp). Como resultado, Luc-¢ es capaz de trans-
ferir eficientemente energia al aceptor fluores-
cente C-gfp, dando una alta sefial de BRET. No
obstante, cuando el residuo Asp18 de C fue cam-
biado por una alanina (CD18A), la interaccién Luc-
€-CD18AK46A-GFP se vio fuertemente afectada,
indicando que es esencial para la estabilidad
del complejo TA. Con estos resultados hemos de-
mostrado que es posible romper un modulo TA,
ofreciendo una nueva diana para luchar contra
las cepas resistentes a antibidticos.

Descripcion de nuevas
especies de Lactobacillus
y desarrollo de sondas
especificas para
la deteccién de
microorganismos en vinos
mediante un Nanochip

Rosario Maies Lazaro

Directores: Isabel Pardo y Sergi
Ferrer.

Departament de Microbiologia i
Ecologia, Facultat de Ciencies
Biologiques, Universitat
de Valencia.

I vino es el resultado de la multiplicacién y del

metabolismo de numerosos microorganis-
mos a partir del zumo de uva. A lo largo del pro-
ceso de vinificacién, podemos encontrar diversas
especies de hongos, levaduras y bacterias. De
entre estos tres grupos, los mas importantes por
los efectos que causan en el vino, son las levadu-
ras, las bacterias lacticas (BAL) y las bacterias
acéticas (BA). Las dos primeras pueden tener un
efecto positivo o negativo en la calidad del pro-
ducto final, mientras que las BA siempre juegan
un papel negativo en el vino.

La correcta identificacién de los microorga-
nismos presentes durante la fermentacién del
mosto es importante, ya que generalmente, el
efecto que producen en el vino suele ser depen-
diente de la especie, o incluso de la cepa de la
que se trate. Por ello, se han desarrollado gran
cantidad de técnicas de identificacion con dife-
rentes niveles resolutivos, que se han utilizado
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para la caracterizacién de los microorganismos
del vino.

En este trabajo se han caracterizado median-
te una aproximacion polifasica, una serie de BAL
aisladas de vino y pertenecientes al género Lac-
tobacillus, que han dado lugar a tres nuevas espe-
cies: Lactobacillus bobalius, Lactobacillus uvarum
y Lactobacillus oeni, y a la descripcién, por prime-
ra vez en vino, de Lactobacillus satsumensis.

También se ha disefiado una bateria de son-
das para la deteccién de los microorganismos
presentes en vino mediante un Nanochip, inclu-
yendo las nuevas especies. El Nanochip es un
microchip electrénico que permite la deteccién
directa de los microorganismos del vino, pese a
ser un medio complejo y con gran cantidad de
inhibidores, sin necesidad de cultivarlos. Para
ello, es necesaria la extraccién del ADN total del
vino, y la posterior amplificacién por PCR de los
fragmentos con los que hibridan las sondas espe-
cificas disefiadas.

En esta tesis doctoral, se ha estudiado la evo-
lucién de las especies microbianas en vinos indus-
triales mediante el Nanochip, y los resultados se
han comparado con los obtenidos por otras téc-
nicas moleculares (16S-ARDRA, ITS-RFLP y PCR
especifica) que implican el cultivo de los micro-
organismos.

Tras el andlisis se observa que, generalmen-
te, los mejores resultados se obtienen al combi-
nar todas las técnicas empleadas. Sin embargo,
laidentificacion de los microorganismos del vino
con el Nanochip supone una interesante alterna-
tiva a otras técnicas moleculares de identificacion
que requieren del cultivo de los microorganis-
mos. Las principales ventajas del Nanochip son
su rapidez y su capacidad de detectar varios mi-
croorganismos en multiples muestras al mismo
tiempo. Estas ventajas suponen que se puedan
adoptar tempranamente medidas de seguridad
que eviten alteraciones antes de que la elevada
concentracién de microorganismos comprometa
la calidad final del vino.

Genes implicados
en la variabilidad antigénica,
la resistencia a antimicrobianos
y la virulencia en Streptococcus
pyogenes en Espana
(1994-2006)

Virginia Rubio Lépez

Director: Juan Antonio Saez Nieto.
Instituto de Salud Carlos lll, Servicio
de Bacteriologia, Laboratorio de
Taxonomia, Facultad de Ciencias

bioldgicas, Universidad
Complutense de Madrid.

treptococcus pyogenes (SCA) es el agente cau-
sal de una extensa variedad de cuadros clini-
cos, desde faringitis a infecciones invasivas graves.
La incidencia de las enfermedades producidas por
SGA experimentd una disminucion en las tltimas
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décadas hasta 1980, afio en el que comienza una
reemergencia de enfermedades invasivas graves
como fiebre reumatica, fascitis necrotizante, sin-
drome de shock téxico e incluso brotes epidémi-
cos de escarlatina. También se ha observado un
incremento en las tasas de resistencia a macrdli-
dos y tetraciclina, antibiéticos empleados como
tratamiento alternativo a la penicilina.

El andlisis de los cambios en la epidemiologia
y virulencia de las cepas circulantes de SGA es
importante para reconocer y controlar este tipo
de infecciones. En Espaia existe poca informa-
ciéon disponible sobre la epidemiologia de las
cepas circulantes a nivel global, de modo que el
principal objetivo del estudio fue analizar la com-
posicién antigénica, resistencia a antimicrobia-
nos y factores de virulencia de 898 cepas espa-
fiolas de SGA procedentes de 13 cuadros clinicos
enviados por 75 laboratorios espafioles entre
1994 y 2006.

Se caracterizaron el antigeno T, presente en
la pared celular y el gen emm (proteina M), que
codifica el principal factor de virulencia de SGA.
La amplia diversidad de genes emm y antigenos
T mostrd 48 combinaciones emm-T, siendo las
mas frecuentes emm4T4, emm1T1, emm28T28,
emm12T12 y emm6T6. Mediante la técnica de
electroforesis en campo pulsado se observd
una elevada diversidad genética en la poblacién
estudiada, no obstante, se detectd cierta clona-
lidad en los serotipos emm1T1, emm3T (3-NT-
3/13), emm11T11, emm77T28 y emm78T11.

Mediante 2 PCR muiltiples se analizé la pre-
sencia de 10 genes que codifican toxinas estrep-
tocdcicas (speA, speB, speC, speF, speG, speH,
spel, speJ, ssa, smeZ ) en una seleccion de 686
cepas de SGA. Los genes de toxinas cuya codifi-
cacién es cromosémica, speB, speF y speG, fueron
detectados en la mayoria de las cepas mientras
que los genes speH y spel fueron los menos fre-
cuentes. Se identificd una gran variabilidad de
perfiles toxigénicos (119), constituyendo los 10
mas frecuentes el 53,6%. Determinados genes y
perfiles de toxinas se observaron con serotipos
concretos, demostrando que el perfil toxigénico
de las cepas se asocia con el serotipo y no con el
cuadro clinico producido.

El estudio de sensibilidad a antimicrobianos
mostro tasas de resistencia a eritromicina del
32,8%y del 6,8% a tetraciclina.

La resistencia a eritromicina se debid a la pre-
valencia de algunos clones asociados con la mis-
ma: emmy75T25, emm4T4, emm28T28, emm11T11,
emm6T6 y emm12T12. El fenotipo M (76,9%), res-
ponsable de la resistencia mediante bomba de
flujo, prevalecié sobre MLS ¢ (20,3%) y MLSy i
(2,7%). Los genes de resistencia a macrdlidos
mef(A/E) y msr(D) fueron predominantes sobre
erm(B) y erm(TR), asi como la combinacién
mef(A/E) + msr(D).

emm77T28 (100%) y emm11T11 (50%) fueron
los serotipos que mostraron mayor resistencia a
tetraciclina. La presencia conjunta de los genes
tet(M)+tet(O) fue predominante frente a tet(M)
y tet(O) por separado.

El 2,1% de las cepas fueron co-resistentes a
eritromicina y tetraciclina, destacando emm11T11
(45,8%). Todas las cepas presentaron el fenotipo
MLSy, de resistencia a macrélidos y al menos los
genes tet(M)+erm(B).
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Vacunacion gag/env
frente al virus Maedi Visna
y papel de las moléculas
coestimuladoras B7
y el interferon gamma
como adyuvantes
inmunoldgicos
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Directores: Beatriz Amorena Zabalza
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Instituto de Agrobiotecnologia, CSIC-
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L os lentivirus de pequefios rumiantes, que inclu-
yen el virus Maedi Visna (VMV) y el virus de la
artritis encefalitis caprina, causan una infeccién
crénica que evoluciona hacia una enfermedad
con distintas formas clinicas y culmina con la
muerte del animal. En la actualidad, los corres-
pondientes métodos profilacticos y terapéuticos
estan en fase de desarrollo, entre ellos la vacuna-
cidén. Este trabajo pretende contribuir a un mayor
conocimiento sobre la forma de potenciar la res-
puesta inmune en la vacunacién frente a este tipo
de lentivirus y sobre estrategias de inmunizacién
que permitan lograr, tras el desafio con el virus,
un descenso de la infeccién o de las lesiones.

Para ello, se han propuesto y evaluado dis-
tintas estrategias de vacunacién-desafio en ovi-
nos, basadas en dos inmunizaciones por bom-
bardeo epidérmico de pldsmidos (pN3) con
genes de gag 'y env de VMV, solos o en combina-
cién, un recuerdo con un virus vaccinia Ankara
modificado que expresa los correspondientes
genes virales, y un desafio con la estirpe homo-
loga de VMV. Asimismo, se han incluido en la
inmunizacién plasmidos con un gen de adyuvan-
te inmunoldégico, el IFN-y o el de las moléculas
coestimuladoras CD80 y CD86 (CD8o solo y CD8o
en combinacién con CD86).

La inmunizacién epidérmica con el gen gag
ylo el gen env, indujo la formacién de respuesta
tanto humoral como celular antes y después del
desafio con el virus, pero la carga proviral sélo
se vio reducida en el grupo inmunizado con “gag
solo” en sangre, y en el grupo inmunizado con
gagy env en el tejido linfoide, mientras que la
inmunizacién con “env solo” no afecté ala carga
proviral pero aumentd el desarrollo de lesidn. La
inclusién del gen del IFN-y ovino en la inmuniza-
cién no tuvo un gran efecto en la respuesta inmu-
ne, en la carga proviral o en el desarrollo de lesio-
nes, a pesar de que indujo una disminucién en la
expresion de p25 en el pulmén. La inmunizacion
en presencia de uno o ambos genes de las molé-
culas coestimuladoras, dio como resultado una
activacion especifica de células T CD4+ y una pro-
duccion especifica de anticuerpos (antes y des-
pués del desafio, respectivamente), pero sélo el
uso simultaneo de los genes de ambas moléculas
coestimuladoras (CD8o y CD86) en la inmuniza-
cién con los genes gag y env del VMV, tuvo un
efecto adyuvante, aumentando de forma transi-
toria la respuesta citotdxica especifica tras la
inmunizacién y reduciendo de forma significativa
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la infeccidon temprana tras el desafio con dicho
virus, dando como resultado un 50% de protec-
cién en los animales vacunados con dichas molé-
culas. También origind unos cambios inmunolé-
gicos (lesiones leves) en érganos diana.

Comprehensive analysis
of Pseudomonas sp. 42A2 LipA
and LipC lipases

Cristina Bofill Bosch

Directora: Pilar Diaz Lucea

Departamento de Microbiologia,
Facultad de Biologia, Universidad
de Barcelona.

La tesis que lleva por titulo “Comprehensive
analysis of Pseudomonas sp. 42A2 LipA and
LipC lipases” se enmarca en los objetivos gene-
rales de nuestro grupo de investigacion, que
consisten en el aislamiento, caracterizaciény
produccién de enzimas con interés biotecnold-
gico. En este contexto, |a presente tesis doctoral
forma parte del proyecto global que tiene como
objetivo el desarrollo alternativo de emulsionan-

tes poliméricos para ser utilizados en la industria
alimentaria.

La cepa bacteriana Pseudomonas sp. 42A2
transforma secuencialmente, por accién de
varias enzimas, el acido oleico en derivados hidro-
xilados, que serdn polimerizados posteriormente
por accién de una o varias lipasas en estdlidos
(poliésteres de acidos grasos con gran interés
biotecnoldgico). Por ese motivo, la presente tesis
doctoral se centré en el aislamiento, la clonacién
y la caracterizacion de las lipasas extracelulares
LipA y LipC de la cepa Pseudomonas sp. 42A2.
Incluyendo el andlisis de la regulacién génica de
ambas enzimas y la optimizacién de sus propie-
dades bioquimicas mediante el uso de técnicas
en evolucién dirigida.

A partir del estudio del sistema lipolitico de
la cepa Pseudomonas sp. 42A2 se identificaron y
se aislaron dos genes codificantes -lipA y lipC-.
Ambos genes se clonaron en la propia cepa
parental y se procedid a la purificacidn y caracte-
rizacion de las dos lipasas. LipAy LipC presentaron
diferentes propiedades bioquimicas y fisiolégicas
que les confieren distintos roles en la célula. Por
un lado, LipA mostré un cardcter mesofilo, pre-
ferencia por substratos de cadena mediana e inhi-
bicién por la presencia de aceite de oliva. Por el
contrario, LipC es una enzima psicrdfila, con capa-
cidad de adaptacidn a distintos substratos en fun-

cién de cambios de temperatura, gran tolerancia
aiones pesados y con activacién en presencia de
aceite de oliva. A parte, se estudié la produccion
de LipAy LipC de Pseudomonas sp. 42A2 en situa-
cién de estrés nutritivo, observando un incremen-
to solo de la actividad de LipC. Ambas enzimas se
clonaron en los huéspedes heterdlogos E. coli 'y
Bacillus subtilis juntamente con la chaperona LipH,
necesaria para el correcto plegamiento de las dos
proteinas y por lo tanto para obtener la forma
enzimdticamente activa. Sin embargo, la actividad
lipolitica detectada en los clones recombinantes
obtenidos fue siempre mucho menor comparada
con la actividad de la cepa parental. Siendo nece-
sario la clonacién de los dos genes por separado
(lipasa/foldasa) y realizar el plegamiento de la
enzima in vitro. Para intentar mejorar la clonacion
de LipA en huéspedes heterdlogos, se procedié
a la obtencidn de una variante de LipA indepen-
diente de foldasa mediante técnicas de evolucion
dirigida. Sin embargo, las distintas técnicas em-
pleadas no fueron suficientes para obtener dicha
variante, significando que LipA presenta una
elevada especificidad y necesidad de LipH. A par-
te, se realizé la mejora de la termoestabilidad de
LipC mediante disefio racional y evolucién dirigi-
da, obteniendo 10 potenciales variantes enzima-
ticas con mds resistencia a la temperatura que la
enzima parental.
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