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Lactococcus garvieae es el agente etiolégico de la lactococo-
sis, una enfermedad con gran repercusién en acuicultura. Ade-
mas, L. garvieae es una bacteria muy ubicua capaz de producir
enfermedad en un amplio rango de hospedadores incluido el ser
humano, considerandose actualmente como un agente potencial-
mente zoondtico. A pesar de la importancia creciente de este
microorganismo, el conocimiento sobre las caracteristicas y las
propiedades de su genoma es limitado. Con el fin de aportar
datos que contribuyan a un conocimiento mas profundo sobre
la biologia y los mecanismos de patogenicidad de L. garvieae, se
han planteado como objetivos generales de este trabajo de Tesis
Doctoral, el estudio del contenido genético de esta bacteria y un
analisis funcional del mismo.

Se realiz6 una primera aproximacion al conocimiento del con-
tenido genético de L. garvieae mediante hibridacién genémica
comparativa (CGH) inter-especie sobre microarrays de ADN, con-
siguiendo identificar por primera vez un gran nimero de genes en
este patdgeno. Posteriormente, la accesibilidad de las técnicas de
ultrasecuenciacién permitid la caracterizacién de los genomas de
dos cepas clinicas de L. garvieae procedentes de humano (Lg21881)
y de trucha arcoiris (Lg8831). La disponibilidad de los genomas
de Lg21881 y Lg8831, asi como de los de varias cepas mas de L.
garvieae, ha hecho posible realizar estudios de genémica compara-
tiva intra-especie que han llevado a la identificacion y caracteriza-
cién molecular de elementos extracromosémicos Gnicos de la cepa
Lg21881, que podrian estar implicados en su adaptacion a un nicho
ecoldgico especifico. Ademas, los analisis de genémica comparativa
han evidenciado una elevada variabilidad intra-especie en L. gar-
vieae y han posibilitado una primera aproximacion hacia la filogenia
y evolucién de este microorganismo. Por otra parte, y en relacion
con esta variabilidad intra-especie, se ha evaluado la utilidad de
determinados caracteres propuestos como biomarcadores para la
clasificacion de aislados de L. garviege en funcion de su origen.

El conocimiento del genoma de L. garvieae también ha permi-
tido disefiar un microarray de ADN que demostro ser eficaz en el
analisis de la expresion global en esta bacteria. Asi, sobre dicho
microarray se han realizado estudios funcionales de las cepas
Lg21881 y Lg8831 en los que se han analizado los cambios de
expresion global en funcion de la temperatura. Se ha observado
que Lg21881 y Lg8831 presentan diferentes patrones de expre-

sion, y se han detectado genes potencialmente implicados en su
patogenicidad.

En conclusion, los resultados obtenidos en este trabajo apor-
tan nuevos conocimientos sobre esta bacteria de importancia
creciente en medicina veterinaria y humana, y abren camino hacia
una comprensién mas profunda de su biologia y su evolucion.
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En este trabajo hemos identificado mecanismos desarrollados
por Lactococcus lactis como respuesta y resistencia al estrés sobre
su pared celular, con objeto de mejorar su aptitud tecnolégica
como starter en queseria. Como herramienta para provocar este
estrés utilizamos la lactococina 972 (Lcn972), una bacteriocina
que bloquea la sintesis de peptidoglicano en el septo de division
en Lactococcus.

Hemos demostrado que los genes (Img0169 y limg2164-2163
son prescindibles, pero contribuyen a garantizar la viabilidad de L.
lactis en condiciones de estrés tecnologico (acidez, temperatura,
sal, liofilizacién, compuestos antimicrobianos y bacteriéfagos).

Por otro lado, la caracterizacién genética y fenotipica de
mutantes de L. lactis resistentes a Lcn972 desvel6 la flexibilidad
de L. lactis para modificar su peptidoglicano y reducir asi su sensi-
bilidad a antimicrobianos que actian sobre la pared celular como
Lcn972, nisina y lisozima. Ademas, se detectaron reorganizaciones
genéticas mediadas por secuencias de insercion; entre ellas, la
activacion del gen (lmg2447, un supuesto factor anti-sigma de
funcion extracelular que confiere resistencia a Lcn972.

Asimismo, hemos descubierto que la ausencia de la proteasa
de membrana FtsH impide la liberacion de viriones del bacterio-
fago TP712 que son incapaces de lisar la pared de su huésped,
reduciendo la carga viral en el ambiente.

Estos resultados establecen las bases para obtener cepas de
L. lactis mas robustas y optimizar su aplicacién tecnoldgica como
cultivo iniciador.
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En esta Tesis Doctoral se ha estudiado la biodiversidad cul-
tivable de haloarqueas de habitats hipersalinos geogréaficamente
separados, en concreto a partir de cinco lagos salinos de Mongolia
Interior y del Tibet en China, del lago Aran-Bidgol en Iran y de
las salinas de Isla Cristina en Huelva. Los resultados han permi-
tido la descripcién de cuatro nuevas especies de haloarqueas:
Natronorubrum sediminis, Halorubrum aquaticum, Natronococcus
roseus y Halostagnicola bangense. Los estudios detallados de la
composicion de lipidos polares en las haloarqueas alcaléfilas han
permitido la caracterizacion de una nueva cardiolipina presente en
la membrana celular de especies de Natronococcus. Esta molécula
esta constituida por cadenas de diferente longitud nunca descri-
tas previamente en haloarqueas y esté involucrada en funciones
bioenergéticas y en procesos de adaptacion osmética y de pH.

Debido al elevado niimero de especies pertenecientes al géne-
ro Halorubrum y a la alta frecuencia con la que se aislan, hemos
utilizado como modelo las cepas aisladas del lago Aran-Bidgol
en Iran para realizar un estudio comparativo mediante analisis
por secuenciacion multilocica (MLSA), el perfil de lipidos polares
y el estudio filogenético basado en la comparacién de secuen-
cias del ARNr 16S. Los resultados se contrastaron con estudios
de hibridacion ADN-ADN que permitieron determinar si las cepas
que constituyen tres grupos monofiléticos segln el estudio MLSA
(pero que no pudieron ser diferenciados en base a la comparacién
de secuencias del ARNr 16S) constituyen nuevas especies. Dicho
estudio comparativo ha puesto de manifiesto una clara correlacion
entre los resultados obtenidos mediante MLSA y los perfiles lipidicos
de las cepas estudiadas, pertenecientes a tres grupos filogenéticos
bien diferenciados. Los estudios de hibridaciéon ADN-ADN corro-
boran y validan los resultados previos y nos permiten proponer
que en futuros estudios de taxonomia del género Halorubrum y de
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otros géneros de haloarqueas se utilice el analisis de secuenciacion
multilécica, en contraste con los actuales estudios filogenéticos
basados exclusivamente en la comparacién de secuencias del ARNr
16S. Por dltimo, la caracterizacion polifasica ha permitido describir
taxonémicamente las cepas asignadas mediante MLSA a los tres
grupos filogenéticos, como nuevas especies del género Halorubrum,
para las que proponemos las denominaciones: Halorubrum valerae,
Halorubrum iranicum y Halorubrum halodurans.
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EL VHE es el agente causal de la hepatitis E, enfermedad
autolimitada en la mayoria de casos, siendo la via oral-fecal su
principal via de transmisién, en concreto por bebida de agua
contaminada. En paises como Espafia, el ganado porcino actla
como reservorio de la enfermedad y constituye un foco de dise-
minacion de la misma mediante la gran cantidad de purines que
son generados en las granjas, en los que se detecta una amplia
presencia del VHE.

El principal objetivo de este estudio fue evaluar la eficacia
en la eliminacion del VHE en plantas de tratamiento de purines
de la provincia de Castellon, asi como analizar filogenéticamen-
te las cepas aisladas para
compararlas con otras de origen porcino y humano.

No se detect6 el VHE en los productos finales obtenidos
en estas plantas tras depurar los purines, lo que sugiere que el
tratamiento llevado a cabo en las mismas es eficaz en la elimi-
nacion del VHE, reduciéndose asi los riesgos de transmision de
la enfermedad.

En el estudio filogenético, se observo una elevada similitud
de las cepas aisladas en las plantas, con cepas humanas de
pacientes de Espafia y Francia, lo que refuerza, que el VHE es
un agente zoonoético que puede suponer un problema de salud
plblica en paises desarrollados como Espafa, debido entre otras
causas a la gran cantidad de purines que se generan.
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