MICROBIOLOGIA MOLECULAR

an.!E LES PASA A LAS LEVADURAS
CUANDO LES FALTA EL POTASIO?

Informa: Ignacio Lopez-Goiii.

El potasio en uno de los cationes intracelulares mas
importantes para las células. La levadura Saccharomyces
cerevisiae tiene en su membrana unos transportadores
especificos para el potasio y, en condiciones normales, su
concentracion intracelular es de unos 200-300 mM. Aunque
ya se sabe que el potasio es necesario para varias funciones
celulares como la sintesis de proteinas y la activacion de
algunos enzimas, todavia no se han identificado todas las
funciones que pueden estar relacionadas con este cation.
El grupo de biologia molecular de levaduras de la Univer-
sidad Autonoma de Barcelona, que dirige Joaquin Arifio,
acaba de publicar en Environmental Microbiology un articulo
en el que estudian la respuesta de Saccharomyces cerevisiae
a la carencia de potasio. Para ello, han empleado un medio
de cultivo que contiene solo trazas de potasio y han com-
parado la expresion de los genes de la levadura mediante
tecnologia DNA microarray en condiciones con y sin pota-
sio a distintos tiempos. Los resultados demuestran que la
carencia de potasio altera el perfil transcripcional de mas
de 1.700 genes (mas del 25% del genoma completo de la
levadura) cuya expresion es inducida o aumentada en algtn
momento de la investigacion.

La falta de potasio alterd drasticamente el metabolis-
mo del azufre (disminuyendo la sintesis de los aminoa-
cidos metionina y cisteina) y dispar6 una respuesta del
tipo estrés oxidativo. Ademas, se interrumpié la expresion
de los genes necesarios para la biogénesis del ribosoma
y la traduccion, y hubo una disminucién en la expresion
de diversos componentes necesarios para el control del
ciclo celular (como algunas ciclinas y proteinas del tipo
quinasas) y un bloqueo en el ensamblaje de las septinas.
Este trabajo demuestra que ante la escasez de potasio, las
levaduras responden alterando la expresion de varios de los
genes que cubre diferentes aspectos de su biologia, algunos
de estos hasta ahora no explorados y que revelan nuevas
funciones celulares de este cation.

Barreto L, Canadell D, Valverde-Saubi D, Casamayor A, Arifio J. 2012.
The short-term response of yeast to potassium starvation. Environ
Microbiol. 14 3026-3042.

CONTROL DE MICROORGANISMOS

LOS BACTERIOFAGOS,

UNA HERRAMIENTA DE CONTROL
DE SALMONELLA EN PRODUCCION
AVIAR

Informa: Montserrat Llagostera.

Salmonella sigue siendo la principal causa de enferme-
dades transmitidas por alimentos en todo el mundo, siendo
las aves el principal reservorio de esta bacteria zoonética.
La Unidn Europea ha centrado sus esfuerzos en la reduccion
de la prevalencia de Salmonella en las granjas de produc-
cién aviar para contribuir a disminuir su incidencia a través
de la cadena alimentaria (from farm to fork). En este senti-
do, el uso de los bacteriéfagos presenta muchas ventajas.
Investigadores del grupo de Microbiologia Molecular de la
Universitat Autonoma (UAB) de Barcelona han obtenido
resultados destacables en la reduccion de la colonizacion
del tracto intestinal de pollos de engorde por Salmonella.

En el trabajo, se presenta la caracterizacion tres bacte-
ri6fagos virulentos especificos de Salmonella (UAB_Phi20,
UAB_Phi78, y UAB_Phi87), y el estudio de su capacidad para
reducir la concentracion de Salmonella en dos modelos anima-
les, utilizando diferentes pautas de tratamiento. El genoma de
los tres bacteridfagos, que pertenecen al orden Caudovirales,
no presenté homologia con ningln gen conocido implicado en
virulencia bacteriana. Los resultados in vitro obtenidos con un
coctel integrado por los tres bacteri6fagos muestran su eficacia
en la disminucion de la concentracion de una gran variedad de
cepas de las serovariedades de Salmonella enterica Typhimurium
y Enteritidis, las mas preocupantes en cuanto a seguridad ali-
mentaria. Ademas, los tres bacteri6fagos fueron relativamente
estables a pH 2, resultado que sugiere que deben ser capaces
de resistir en gran medida el transito a través del estdbmago
hasta llegar al intestino de los animales.

En el modelo de ratdn, la administracion del coctel de bac-
teriéfagos comporté una supervivencia del 50% de los animales
infectados experimentalmente con Salmonella. Asimismo, en el
modelo de pollos White Leghorn, libres de patégenos especifi-
cos (SPF), la mayor disminucion de Salmonella en el intestino
de los animales a lo largo del tiempo se obtuvo al administrar
el coctel un dia antes (o justo después de la infeccion por
Salmonella) y sucesivas readministraciones en dias posteriores.

Los resultados obtenidos son los primeros en los que
se muestra la eficacia de un coctel de bacteriéfagos en
la reduccion de Salmonella en pollos de hasta 25 dias y
también que se requiere un tratamiento frecuente de los
animales, siendo critica la administracidn de bacteriofa-
gos antes de la infeccion por Salmonella, para lograr una
reduccion efectiva de esta bacteria a lo largo del tiempo.

Bardina, C., Spricigo, D.A., Cortés, M.P., Llagostera, M. Significance of the
bacteriophage treatment schedule in reducing Salmonella in poultry.
Applied and Environmental Microbiology (2012) 78: 6600-6607.
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MICROBIOLOGIA MOLECULAR

LA TOXINA Y SU ANTIDOTO
EN STREPTOMYCES

Informa: Ignacio Lopez-Goiii.

Los sistemas toxina-antitoxina de bacterias suelen estar
compuestos por un par de genes contiguos que actdan de
manera conjunta: uno de ellos codifica para una proteina
con un efecto toxico mientras que el otro gen codifica
para la correspondiente proteina antidoto que bloquea la
accion de la toxina. Estos sistemas se clasificarse en tres
tipos segdn como la antitoxina neutraliza la toxina. Los mas
frecuentes son los denominados de tipo II, en los que la
toxina es inactivada al unirse con la antitoxina. Las toxinas
suelen ser muy resistentes a las proteasas, mientras que las
antitoxinas tienen una vida media mucho mas corta por ser
mucho mas sensibles. Su funcion no estd muy clara, aunque
se han relacionado con la proteccion contra ADN extrafio,
la respuesta al estrés o la muerte celular programada. Han
sido muy estudiados en bacterias Gram negativas como Esch-
erichia coli en la que se han identificado al menos 33 sistemas
toxina-antitoxina. Suelen estar presentes en plasmidos, por lo
que se transmiten entre la poblacion bacteriana con facilidad.

Ahora, el Instituto de Biologia Funcional y Genémica
de la Universidad de Salamanca, acaba de publicar en PLoS
ONE la primera demostracion experimental de uno de estos
sistemas toxina-antitoxina funcional en dos especies de
Streptomyces. El sistema, similar a uno de E. coli, estad com-
puesto por una proteina YefM que actGa como antitoxina
inestable, y por YoeB, que es la toxina estable. La sobre
expresion del sistema YefM/YoeB es letal tanto para E. coli
como para de Streptomyces, lo que demuestra que el sistema
es funcional. Ademas, el complejo proteico YefM/YoeB puri-
ficado interacciona y se une especificamente a determinadas
secuencias promotoras, inhibiendo el inicio de la traduccion.

Recientemente, mediante analisis bioinformaticos de
genomas completos se han detectado hasta 24 sistemas
toxina-antitoxina en Streptomyces, aunque su funcionalidad
no ha sido demostrada hasta ahora.

Sevillano L, Diaz M, Yamaguchi Y, Inouye M, Santamaria RI (2012)
Identification of the First Functional Toxin-Antitoxin System in
Streptomyces. PLoS ONE 7(3): e32977.
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MICROBIOLOGIA DE PLANTAS

MICROBIOLOGOS

DE LA SEM CONTRIBUYEN

A DOS IMPORTANTES REVISIONES
EN ANNUAL REVIEW

OF PHYTOPATHOLOGY

Informa: Ramodn Pefalver.

La oportunidad de publicar un articulo en el Annual Review
of Phytopathology no se presenta muchas veces en la carre-
ra de un microbiélogo de plantas espafiol. Sin embargo, este
afo el grupo especializado esta de enhorabuena ya que nues-
tros colegas Maria Milagros Lopez, del Instituto Valenciano
de Investigaciones Agrarias (IVIA), y Emilia Lopez Solanilla y
Pablo Rodriguez Palenzuela, de la Universidad Politécnica de
Madrid, han participado en dos interesantes revisiones.

Por un lado, Maria M. Lopez, junto con el fitopatdélogo
canadiense Solke De Boer, revisa las distintas posibilidades
actuales de analisis de virus, bacterias, hongos y nematodos
directamente en campo o en laboratorios minimamente equi-
pados. Ademas, se comentan nuevas técnicas serologicas y/o
moleculares, que finalizan en protocolos o estuches de diag-
néstico de facil utilizacion, buscando en todos los casos una
elevada especificidad y la mayor sensibilidad posible. El diag-
ndstico fitopatolégico sigue los pasos del clinico, desarrollando
nuevas estrategias de «on-site diagnosis», que proporcionan en
poco tiempo la informacion necesaria para que los agricultores,
viveristas, técnicos, importadores, exportadores, aduaneros,
etc., puedan tomar las medidas mas adecuadas basadas en
analisis rapidos de la maxima precision.

En el mismo volumen, pero aguas abajo, E. Lopez y P.
Rodriguez, junto con otros investigadores de diversos paises,
estudian en los genomas de las enterobacterias fitopatoge-
nas Pectobacterium y Dickeya, los genes que codifican los seis
sistemas de secrecion conocidos en bacterias gram negativas.
Asimismo, muestran que estas bacterias son capaces de producir
y detectar compuestos de bajo peso molecular, que coordinan
la patogénesis, dirigen la modificacion del micro-ambiente
de la planta, inhiben el crecimiento de otros microrganismos y
(posiblemente) atraen a insectos vectores. En esta revision se
integra la informacion reciente acerca del papel de la secrecion
de proteinas y la deteccién y produccién de compuestos de bajo
peso molecular en la patogénesis de la podredumbre blanda.

La contribucion de estos tres cientificos espafoles en
dos publicaciones del Annual Review anima a seguir avan-
zando en el estudio de la microbiologia de plantas.

De Boer SH, Lopez MM. New grower-friendly methods for plant pathogen
monitoring. Annu. Rev. Phytopathol. 2012:197-218.

Charkowski A, Blanco C, (...) Lopez Solanilla E, (...) Rodriguez Palen-
zuela P, et al. The role of secretion systems and small molecules in
soft-rot Enterobacteriaceae pathogenecity. Annu. Rev. Phytopathol.
2012:425-449.
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EPIDEMIOLOGIA

TRIPANOSOMOSIS EN CAMELLOS
Y OTROS RUMIANTES INSULARES

Informa: M.? Teresa Tejedor Junco.

La Tripanosomosis animal por Trypanosoma evansi es
endémica en algunas areas de Gran Canaria. Esta especie
de Trypanosoma es la que presenta una distribucion mas
amplia entre los tripanosomas africanos que afectan a ani-
males. En Canarias se describié por primera vez en 1997, en
un dromedario importado desde Mauritania y se extendi6
por los rebafios de camellos de varias islas e incluso a la
Espafa peninsular y a otros paises europeos que habian
importado camellos desde Canarias. Mientras que en Cana-
rias la enfermedad se ha limitado a los camellos, en la
Espafia peninsular y en Europa, la enfermedad se transmitio
a otras especies animales diferentes de los camellos.

Nuestro grupo de investigacion trabaja en el estudio de
la enzootiologia de esta enfermedad, intentando disefiar un
plan para su control y erradicacion. En el momento actual,
la enfermedad se ha erradicado en casi todas las islas y
se encuentra limitada a dos granjas de camellos situadas
en el sur de la isla de Gran Canaria. Todos los animales
de estas granjas han sido tratados en dos ocasiones con
CymelarsanO, pero ha sido imposible erradicarla.

Para mejorar este plan y evaluar la existencia de reser-
vorios, hemos analizado la situacion del ganado vacuno,
ovino y caprino en relacién con esta enfermedad, ya que
estas especies animales son susceptibles de padecerla y
ademas el ganado caprino se cria en muchos casos en zonas
muy préximas a los camellos. Se estudiaron 1228 rumiantes
mediante técnicas parasitologicas, seroldgicas y molecu-
lares (PCR). De ellos, 61 animales (7 vacas, 21 cabras, 33
ovejas) fueron positivos por serologia, pero no se pudo
visualizar el parasito en ninguno de ellos. Todas las PCR
fueron negativas. Sin embargo, partiendo de los datos de
prevalencia descritos por otros autores, se comprueba que
una muestra seroldégicamente positiva es 20,75 veces mas
probable que venga de un animal enfermo que de uno sano.

Utilizamos el programa Free Calc para analizar los datos
obtenidos, estableciendo los parametros en funcion de las
prevalencias minimas esperadas para cada tipo de animal
y comparando las zonas proximas y alejadas de las granjas
de camellos. De los resultados obtenidos se deduce que el
ganado vacuno y caprino de Gran Canaria puede considerarse
libre de esta enfermedad con niveles de confianza del 99,8%
y 100% respectivamente. Sin embargo, los resultados obte-
nidos para el ganado ovino no permiten considerar que esté
libre de esta enfermedad. Por ello, seria necesario establecer
controles que permitan un seguimiento de la situacion en
estos animales para evitar la extension de la tripanosomosis.

Rodriguez NF, Tejedor-Junco MT, Gonzalez-Martin M, Santana del
Pino A, Gutiérrez C. (2012). Cross-sectional study on prevalence of
Trypanosoma evansi infection in domestic ruminants in an endemic
area of the Canary Islands (Spain). Prev Vet Med. 105: 144-148.

CONTROL DE LOS MICRORGANISMOS

ENZIBIOTICOS Y FAGOS:
ALTERNATIVAS SEGURAS

A LOS ANTIBIOTICOS

EN EL CONTROL Y SEGURIDAD
ALIMENTARIA

Informa: Manuel Sanchez.

Recientemente la famosa FDA (Food and Drug Adminis-
tration) ha prohibido el uso del antibiético cefalosporina
para el engorde de ganado o de aves de granja. Con esta
medida se pretende frenar el incremento de cepas resis-
tentes a los antibioticos, uno de los principales problemas
emergentes en el campo de la salud puablica ya que la pano-
plia de antimicrobianos efectivos en el tratamiento de las
infecciones esta disminuyendo. Son muchos los grupos de
investigacion que buscan alternativas para tratar a esos
patégenos tan peligrosos. En un reciente articulo en Micro-
biology Today (www.sgm.ac.uk/pubs/micro_today) Patricia
Veiga-Crespo y Tomas Villa resumen las iniciativas que se
estan llevando a cabo en el campo de la fagoterapia. Los
primeros trabajos han sido realizados en acuicultura, bio-
control agricola y medicina veterinaria. Asi se han obtenido
éxitos en el tratamiento de septicemias aviares y meningitis
en terneros. La FDA ha permitido el uso de fagos en la
produccién de queso y vino, y también su uso en colirios
y dentifricos. Otra estrategia es la de utilizar enzibioti-
cos: enzimas liticas provenientes de fagos utilizadas como
agentes antibacterianos. En este caso se esta intentando
mejorar su estabilidad y vida media asi como comprobar
que su posible actividad inmunogénica sea débil.

Veiga-Crespo P, Villa TG. (2012). Enzybiotics and phages: safe alterna-
tives to antibiotics in the control of food safety. Microbiology Today
39:212-215.
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