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EDITORAL

Microbiologia
Semper sint in flore

Ricardo Guerrero

Presidente de la SEM

rado Honoris Causa de la Universidad de Breslau (ahora

Wroctaw), escribi6, como muestra de agradecimiento, la
Obertura para una fiesta académica, que él mismo dirigi6 en
esa bella ciudad de la Baja Silesia en enero de 1881. La Ober-
tura acaba con un sonoro y alegre recuerdo de una antigua
cancion universitaria festiva en latin, Gaudeamus igitur. Esta
cancion tiene muchas estrofas, de las cuales solemos cantar
las cuatro primeras. La cuarta es, como todo lector recorda-
ra, «\livat Academia, / vivant professores. / Vivat membrum
quodlibet, / vivant membra quaelibet, / semper sint in flore.»
EL himno universitario por excelencia acaba con esas cua-
tro palabras; por fortuna, ya que la estrofa inmediatamente
siguiente empieza diciendo «Vivant omnes virgines, / faciles,
formosae,» / (etc., etc., etc.). Este canto ritual es ahora una
koiné intelectual que liga el pensamiento contemporaneo, y
pretende mostrar la excelencia cientifica y humanistica que
tiene, o deberia tener, la universidad de cada pais.

Uno de los principales pilares que han constituido la
esencia y blsqueda de la alta calidad intelectual, en cada
ambito concreto del conocimiento, han sido las socieda-
des cientificas. Las sociedades cientificas han sido duran-
te décadas o centurias las
entidades responsables del
progreso intelectual en su
campo de saber especifico. Y
eso en tres aspectos: en la
investigacion (observacion,
desarrollo, descubrimiento),
en la financiacién (es decir, en la captacion y distribucién
de los recursos econdémicos, que se conseguian y gastaban
a través de la sociedad) y, finalmente, en la difusion del
conocimiento (generalmente mediante unas publicaciones
propias, que tenian un gran prestigio). La realidad actual
es bien diferente. La investigacion se ha profesionalizado
y se lleva a cabo en las universidades y centros de investi-
gacion. El dinero lo distribuyen los politicos, a veces hasta
con cierto criterio y acierto. ;Y la difusion?

La mayoria de las sociedades cientificas tienen o han
tenido una o mas publicaciones. Ademas, actualmente casi
todas editan un boletin interno donde dan cuenta de sus
actividades, consecuciones y objetivos. Pero las publicacio-
nes que suelen dar prestigio internacional a una sociedad

Cuando Johannes Brahms (1833-1897) recibi6 el docto-
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Uno de los principales pilares que han
constituido la esencia y bisqueda de la alta
calidad intelectual han sido las sociedades

cientificas

son las que difunden trabajos de investigacion primaria y
revisiones originales, y que aplican rigurosamente la eva-
luacion por expertos (peer review). No obstante, el hecho
de que actualmente alguien publique en una revista de la
sociedad correspondiente, sobre todo si es espafiola, con-
dena al pobre autor a ser alin mas pobre, por ausencia de
recursos externos. ;Cuantas veces hemos oido decir, incluso
a alguna autoridad de la SEM, hablando de su propia revis-
ta: «es una revista espafiola y, por tanto, mala»?

Es un criterio que no comparten las multinacionales
extranjeras, que compran las revistas de sociedades cientifi-
cas espaiiolas —y por tanto «malas»— y empiezan a hacer
negocio con ellas. Primero, cubriendo con exceso todos los
gastos a lomos de la propia sociedad, que, logicamente,
quiere prestigiarse y aparecer con el mejor factor de impacto
posible. Después, a través de unos cobros millonarios por
«suscripciones multiples» pagados por universidades, centros
de investigaciéon y organismos responsables de la investi-
gacion. Mas tarde, mediante las suscripciones de revistas
concretas a cargo de algunos centros e instituciones. Y, final-
mente, por las carisimas «bajadas» de articulos que necesi-
tan los investigadores, cuyo monto total nadie ha revelado
todavia. Ademas, por si fuera
poco, tienen y retienen los
derechos de autor.

Las principales revistas
cientificas del mundo estan
ahora en manos de unas pocas
macroeditoriales comerciales,
que han ido absorbiendo empresas procedentes de la fusion
de editoriales pequefias. Para muchas editoriales comerciales
internacionales la publicacion de revistas cientificas es ahora
la principal base de su negocio; hasta de un 42% (!) de
aumento anual, en algdn caso. ;Vamos a continuar con el sis-
tema? ;Por qué no utilizamos los enormes recursos digitales
de que disponemos para difundir el conocimiento de nuestra
especialidad de manera inmediata, universal y gratuita? ;No
somos los cientificos quienes sabemos qué hay que decir y
como podemos hacerlo? Evidentemente, hay muchos tipos y
prestigios de revistas. Hay revistas internacionales, y nacio-
nales, que son adalides en su campo y prestigian a quienes
publican en ellas. Y deben seguir existiendo. Muchas de ellas
cuentan con el sistema de acceso libre (Open Access), para
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EDITORIAL

DIC 2014

Cuentos
de microbios

\

Arthur Kornberg

s®  Jlustraciones: Adam Alaniz

"

;
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Figura 1. Portada de la edicién mexicana de Cuentos de
Microbios, de Arthur Kornberg. La edicion es mas sencilla que
la espafola, con un tamafio mas pequefio (27 x 20 cm, en vez
de los 31 x 24 cm originales), con objeto de abaratar los costes
de edicion y transporte. La tirada ha sido de 20.000 ejemplares.
(Dibujo de M. Berlanga y Ed. Reverte)

lo cual el autor paga a través de su proyecto de investiga-
cion, pero siempre mucho menos de lo que les cuesta a las
instituciones el derecho a consultar la plétora de revistas
comerciales que les obligan a «escoger». Es una lucha que
dentro de algunos afios se decantara por el modelo del acceso
libre (tal como indica la actual Ley de la Ciencia, de 2011), y
en el cual, de una manera vergonzante, estan entrando ahora
de tapadillo muchas editoriales multinacionales.

Una sociedad cientifica puede y debe publicar libros
y revistas, sea en el formato actual que sea. La SEM, a lo
largo de su ya larga historia (fue fundada en 1946, cuando
la inmensa mayoria de los actuales socios ni siquiera eran

Una sociedad cientifica puede y debe publicar
libros y revistas

«a twinkle in their father’s eye»), ha publicado diversos
e importantes libros. Ahora, no es necesario imprimirlos,
pero no debemos perder esa malsana costumbre, cuando sea
apropiado. Uno de los mas recientes ha sido la traduccion
de Cuentos de microbios, de Arthur Kornberg, de Editorial
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Reverté. Ademas de la edicion espafiola, en 2012 se ha
hecho una edicién no venal en México, destinada a las
escuelas primarias de ese inmenso pais. La tirada inicial
ha sido de 20.000 (!) ejemplares (Figura 1).

La produccion de un «libro» es independiente del forma-
to que tenga. Lo importante es el contenido; el concepto o
mensaje que el autor o autores quieren transmitir al lector.
Por ello, la lengua que se utiliza debe ser impecable. Se ha
puesto de moda en algunas escuelas la llamada ortogra-
fia natural, a veces para excusar la ignorancia de algunos
ensefantes. Esas dos palabras, «ortografia natural», son un
oximoron. La ortografia, la lengua, es un producto de la
cultura, que es una cosa «artificial», y respetarlas nos une
con los otros lectores y nos permite transmitir el mensaje
sin ambigiiedades.

El gran descubrimiento de la escritura moderna es la utili-
zacion de letras, de sonidos, en vez de ideogramas. Utilizan-
do unas pocas letras podemos construir silabas que unidas,
también en pequefio nimero, expresan miles de palabras,
conocidas o por inventar, como es el caso de los neologismos
cientificos, a cuyo uso y crecimiento la microbiologia contri-
buye generosa y denodadamente. Solemos recordar el origen
de nuestros alfabetos modernos, las tres primeras letras del
alfabeto fenicio, padre del griego, que corresponden a los
simbolos de «vaca», alef, «casa», bet, y «camello», gamel.
Pero dos siglos antes, un poco mas al norte en la costa de
Asia Menor, en Ougarit, ya se utilizaba una ortografia «alfa-
bética», pero basada en los simbolos cuneiformes anteriores
(Figura 2). Distinto vehiculo, igual objetivo. Como ahora, con
los distintos y siempre crecientes formatos digitales.

Este es el altimo editorial que escribe para la SEM este
sufrido «editorialista aficionado». Después de ocho afios,
la SEM ha cambiado mucho, como le corresponde a todo
organismo vivo y activo. Pero siempre ha conservado el
espiritu que unié a los fundadores, hace casi setenta: con-
vocar a cientificos, profesionales y docentes que tienen

Figura 2. Tablilla de Ougarit, Siria, con el alfabeto mas antiguo
conocido (1400 aC). Es anterior al alfabeto fenicio, que dio origen
al griego, y éste al latino. La tablilla, que estaba en el Museo de
Damasco, tiene unos 4 x 10 cm. La inscripcion se lee de derecha
a izquierda, y de arriba a abajo. Cada grupo de simbolos es un
ideograma (cuneiforme) que originalmente representaba una cosa,
pero que aqui solo tiene valor fonético; es decir, indica el sonido por
el cual debe empezar cada palabra. La combinacion de sonidos
(de silabas) forma nuevas palabras y constituye la base de nuestro
actual sistema alfabético de escritura, con un nimero ilimitado de
combinaciones posibles a partir de Unicamente de veinte a treinta
signos (las «letras» del alfabeto). (Foto: M. Berlanga).
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unos intereses y objetivos comunes, trabajar para el mejor
conocimiento, uso y mejora de esos organismos que nos
precedieron en la Tierra, y que continuaran en ella cuando
nuestra especie haya desaparecido de su faz: los microbios.

La microbiologia, en sus inicios, era una tecnologia que
intentaba dominar el principal azote de la especie humana:
las enfermedades infecciosas. Sin embargo, la microbiologia es
desde hace décadas una ciencia que estudia la fisiologia, eco-
genética y taxonomia del inmenso mundo microbiano, pero que
también sirve para comprender
el origen y la evolucion de la
vida a partir de su componente
esencial, la célula procariota.
Hoy, sabemos que los micro-
bios llevan a cabo funciones
esenciales en el mantenimien-
to de la vida sobre la Tierra. La especie humana, como los
demas «macrobios», depende de las actividades del invisible
mundo microbiano.

El microbioma (conjunto de informacién genética de la
microbiota de un hospedador eucariota) es esencial para los
procesos de evolucion (filogenia) y desarrollo individual (onto-
genia) de los animales, plantas y hongos. La gran variedad meta-
bolica y ecoldgica del mundo microbiano representa un recurso
amplio e inexplorado de biodiversidad de enorme valor para el
futuro. EL mindsculo tamafio de sus miembros no nos deja ver su
papel esencial en la biosfera y su enorme capacidad para adap-
tarse a los cambios del ambiente. Igual que ocurrié con Arthur
Kornberg (1918-2007; premio Nobel de Fisiologia o Medicina
en 1959, junto con Severo Ochoa), que contaba «historias de
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La especie humana, como los demas
«macrobios», depende de las actividades
del invisible mundo microbiano

P nic{llium H. sapien.

EDITORIAL

microbios» a sus tres hijos (el mayor, Roger, fue premio Nobel de
Quimica en 2006), y a sus ocho nietos, podemos imaginarnos a
un «abuelo» bacteriano, contandoles «historias de humanos» a
sus «nietosy, y explicandoles lo que hacen esos extrafios seres
que llamamos microbidlogos, que sacrifican fortuna, tiempo y
muchas veces relaciones familiares en pos de un mejor conoci-
miento de su diminuto y arcano mundo (Figura 3).

La microbiologia, el «estudio de los microbios», es una
de las ciencias mas jovenes. Desde los primeros descubri-
mientos de Pasteur, no llega a
los 150 afios. Pero ya ha teni-
do diversas etapas, que han
marcado pasos de gigante en
el conocimiento, el uso y el
control de los microorganis-
mos. La primera etapa, o la
Primera Edad de Oro de la Microbiologia, fue la de los gran-
des descubrimientos sobre la etiologia de las enfermedades
infecciosas, de finales del siglo xix y principios del xx. La
Segunda, las décadas de los cuarenta a sesenta del siglo xx,
con el descubrimiento de los antibiéticos y el desarrollo de
la biologia molecular. La Tercera, la de la gendmica, entre la
década de los noventa y primera década del siglo x«t actual.
Gracias a los grandes descubrimientos sobre la omnipresencia
de los microorganismos en todos los habitats, y los analisis
de su enorme e inesperada diversidad, podemos decir que
estamos entrando en la Cuarta Edad de Oro, en la cual no se
puede entender el mundo en que vivimos, nuestro cuerpo y
toda la evolucion biolégica, sino a través del conocimiento
que nos aportan los microorganismos.

Salmonella T4

Figura 3. El libro Cuentos de
microbios es eso, un libro de
«cuentos». Y en los cuentos se
describen cosas imaginadas como si
fueran reales. En los cuentos, hablan
los animales y las plantas. ¢Por

qué no pueden hablar también los
microbios? ¢Por qué no podria un
abuelo microbiano contar cuentos
de humanos a sus nietos? (Dibujo de
M. Berlanga y Ed. Reverte).
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LOS ESTREPTOCOCOS, UN GRUPO
HETEROGENEO

«La importancia del problema de la clasificacion siste-
matica de las bacterias para el conocimiento adecuado y
el control de las enfermedades infecciosas es cada vez mas
evidente. Dicho estudio es necesario no solo para esclare-
cer la relacion biologica que existe entre variedades de la
misma especie de una bacteria, sino también para resolver
problemas epidemiolégicos y para desarrollar el conoci-
miento (til en el esfuerzo para controlar las enfermedades
infecciosas mediante medidas profilacticas y terapéuticas
especificas.» Asi empieza el primer articulo que Rebecca
Craighill Lancefield (1895-1981, Figura 1) dedicé al estudio
de los estreptococos (Figura 2), publicado en 1919 en la
revista Journal of Experimental Medicine. Por entonces no
se sabia cuantos tipos de estreptococos habia, ni cuales
eran peligrosos agentes infecciosos, o como actuaban en el
cuerpo humano. Tampoco se habia demostrado la relacion
que existia entre la infeccion estreptocécica y la fiebre
reumatica, aunque ya se tenian indicios de que los estrep-
tococos podian ser una de las causas de la enfermedad.

Cuando, en 1936, empezaron aplicarse los primeros
antibiéticos, un colega pregunté a Lancefield a qué iba a
dedicarse a partir de entonces. Ella llevaba casi veinte afios
estudiando los estreptococos y habia logrado poner orden en
unos microorganismos patégenos de gran variabilidad anti-
génica. Su investigacion permitié avanzar enormemente en
el tratamiento de las enfermedades que causan esas bacte-
rias grampositivas, entre ellas la fiebre reumatica. Respondi6
al bromista que, gracias a los antibibticos, podria dedicar
mas tiempo a estudiar la conexion entre los estreptococos
del grupo Ay la fiebre reumatica. Al igual que el colega de
Lancefield, muchas personas creyeron que los antibiéticos
terminarian en unas décadas con las enfermedades infeccio-
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Figura 1. Rebecca C. Lancefield (1895-1981).

sas. (Una «leyenda urbana» incluso atribuye a un director
general de salud pdblica de los Estados Unidos —William
H. Stewart, 1921-2008, Surgeon General de los afios 1965
a 1969— haber afirmado que se podia declarar ganada la
guerra contra las infecciones.) Sin embargo, esto no ha sido
asi, y la resistencia a los antibidticos se ha convertido en
un grave problema a escala mundial.
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RELACION ENTRE LOS GRUPOS DE LANCEFIELD Y
LAS PRINCIPALES ESPECIES DE ESTREPTOCOCOS

Ig:g:;igl‘:i Especies de interés
A Streptococcus pyogenes
B S. agalactiae
C S. equi, S. dysgalactiae
D Enterogoccus spp, S. bpvis S. e'quinus,'
S. gallolyticus, S. pasterurianus, S. infantarius)
E S. porcinus*
F S. anginosus™**, S. constellatus™*
G S. canis
R S. suis™*
Notpabies | S Ereumonie leumococs) etepiosorcs
(*) Aislamientos de esta especie pertenecen también a los grupos P, Uy V.
() Aislamientos de estas especies pertenecen también a los grupos C, Ay G.
(") Aislamientos de esta especie pertenecen también a los grupos Sy T.

En cuanto a la fiebre reumética, a cuyo estudio dedi-
c6 Lancefield muchos esfuerzos, especialmente a la forma
que afecta al corazon (cardiopatia reumatica), aunque su
incidencia mundial ha disminuido mucho, sigue siendo un
azote en los paises en vias de desarrollo, sobretodo en los
mas pobres. De los 12 millones de personas que la padecen,
unas dos terceras partes tienen entre cinco y quince afios
de edad y anualmente se producen unas 300.000 muertes a
causa de esa enfermedad. En los paises industrializados, en
cambio, practicamente ha desaparecido. La investigacion
sobre los grupos seroldgicos del estreptococo y la clasifica-
cion que hizo Lancefield sentaron las bases para una mejor
comprension de esta enfermedad y para poder desarrollar
métodos de prevencion y de tratamiento de la infeccion.

PRIMEROS ANOS Y FORMACION
ACADEMICA

Rebecca C. Lancefield (de soltera Rebecca Craighill)
nacio el 5 de enero de 1895 en el Fuerte Wadsworth, en
Staten Island, un distrito de la ciudad de Nueva York. Alli
estaba destinado su padre, William Eduard Craighill, coronel
del cuerpo de ingenieros del ejército de los Estados Unidos
formado en West Point. Debido a la profesion del padre,
con destinos diferentes en su carrera militar, Rebecca y sus
cinco hermanas, menores que ella, tuvieron que cambiar de
escuela con frecuencia, e incluso durante alguna temporada
recibieron la formacion escolar en casa. De todos modos,
su madre, Mary Wortley Craighill, creia en la necesidad de
la educacion de la mujer y siempre animd a sus hijas a
estudiar. Ademas de Rebecca, su hermana Margaret también
obtuvo un titulo universitario y se dedicé luego con éxito a
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Figura 2. Micrografia electronica de barrido de un grupo de
estreptococos (Streptococcus sp.) beta-hemoliticos. (Fotografia
de Janice Haney Carr; Public Health Image Library, CDC,
dominio publico).

la medicina. Rebecca empez6 sus estudios universitarios en
Wellesley College, una universidad privada femenina (una
de las Seven Sisters), cerca de Boston, que ya entonces
gozaba de gran prestigio. Su intencion era especializarse
en inglés y francés, pero su compafera de habitacion estu-
diaba zoologia y entonces se dio cuenta de que preferia la
ciencia a las lenguas y la filologia. Gracias a la flexibilidad
en las asignaturas que permiten las universidades estadou-
nidenses, se matriculé de zoologia y de otras asignaturas
de biologia. Entre ellas se encontraba el Gnico curso de
bacteriologia que ofrecia aquel centro. Los dos Gltimos
anos estudi6 también quimica.

En 1916, cuando Rebecca se gradud en Wellesley Colle-
ge, su padre habia fallecido y ella tuvo que ponerse a tra-
bajar en seguida para ayudar econdmicamente a su madre y
hermanas menores. Entrd como profesora en un pensionado
femenino en Burlington (Vermont), donde dio clases de
matematicas y ciencias. El salario era muy bueno y aunque
enviaba dinero a su madre, adn pudo ahorrar para conti-
nuar mas adelante sus estudios como postgraduada. Con
los ahorros que reunidé y una beca que le ofrecieron como
hija de oficial del ejército, se matriculd en la Columbia
University, de Nueva York.

REBECCA, JOVEN GRADUADA

En 1917 entr6 en el Departamento de Bacteriologia de
Columbia University, que dirigia Hans Zinsser (1878-1940),
bacteridlogo e inmundlogo que gozaba ya de gran prestigio.
El se encontraba entonces en Francia, como oficial médico del
ejército estadounidense en la Primera Guerra Mundial. En su
ausencia, dirigia el departamento Arnold Kent Balls (1891-
1966), que exigia tanta dedicacion a los alumnos como su
jefe. Ademas de asistir a clase, Rebecca pasaba muchas horas
en el laboratorio del Hospital Presbiteriano, ocupada en la
tipificacion de neumococos a partir de muestras de pacientes.
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Mientras realizaba el master conoci6é a Donald Elwood
Lancefield (1893-1981), joven zo6logo que realizaba un
master de genética en la misma universidad, en el labora-
torio de Thomas Hunt Morgan (1866-1945, premio Nobel
de Fisiologia o Medicina en 1933 por sus descubrimientos
sobre el papel de los cromosomas en la herencia biolégica)
y al poco tiempo se casaron. La guerra continuaba y Donald
fue llamado a filas. Al principio, en una unidad del cuerpo
de sanidad, donde asisti6 a un curso especial en el Ins-
tituto Rockefeller de Investigacion Médica (mas conocido
simplemente como Instituto Rockefeller), que fue el primer
instituto de investigacion biomédica de los Estados Unidos,
creado en 1901 siguiendo el modelo del Instituto Pasteur
(fundado en 1887 en Paris) y del Real Instituto Prusiano
de Enfermedades Infecciosas (fundado en 1891 en Berlin, y
que desde el principio fue conocido como Instituto Robert
Koch). Entre los organizadores del curso para los médicos
del ejército se encontraban Alphonse R. Dochez (1877-
1955) y Oswald T. Avery (1882-1964). Estos dos investi-
gadores, que habian ofrecido sus servicios al ejército para
estudiar los estreptococos aislados de soldados afectados
por bronconeumonia, habian regresado de una expedicion
a Texas, donde visitaron campamentos militares por encar-
go del Surgeon General. Durante el invierno de 1917-1918
habia aumentado mucho la incidencia de un tipo de bron-
coeumonia poco frecuente, secuela del sarampién. Primero
se extendio entre los soldados de un acantonamiento, pero
durante la primavera de 1918 se dieron casos también en la
poblacion civil. Dochez y Avery regresaron de Texas con mas
de un centenar de muestras de estreptococos para analizar.

Se dio la coincidencia de que a Rebecca, que habia ter-
minado el master en Columbia University, y que en junio de
1918 (la guerra acabé el 11 de noviembre de ese afio) habia
solicitado un puesto de trabajo en el Instituto Rockefeller,
le ofrecieron una plaza de técnica en el estudio de aque-
llos estreptococos. Hasta entonces, la clasificacion de los
estreptococos se basaba en su comportamiento frente a las
células sanguineas y se consideraba que todas las cepas que
lisaban los hematies formaban un solo tipo, los estreptoco-
cos hemoliticos. Sin embargo, a partir de las muestras de
Dochez y Avery, y mediante pruebas inmunoldgicas, com-
probaron que el 68% pertenecia a cuatro grupos especificos
y el 32% restante qued6 de momento sin clasificar. En el
extenso articulo de 1919 en el que Dochez, Avery y Lance-
field publicaron los primeros resultados de aquel estudio
(Figura 3) ya indicaban que el trabajo proseguia y estaban
encontrando nuevos tipos serolégicos entre las muestras
no clasificadas. Aunque Lancefield habia sido contratada
para trabajar como técnica de laboratorio, Dochez y Avery
quisieron que fuese coautora del articulo en reconocimento
a su valiosa contribucién en aquella investigacion.

Aquel primer trabajo de Lancefield sobre los estreptoco-
cos estaba financiado directamente por la Direccion General
de Salud Publica, y era un encargo del Surgeon General.
En 1919, al agotarse los fondos recibidos, el estudio se
interrumpi6, y Avery y Dochez se centraron de nuevo en la
investigacion del neumococo, que era en lo que estaban
trabajando antes de la guerra. Ella pasé el verano con su

STUDIES ON THE BIOLOGY OF STREPTOCOCCUS.

1. ANTIGENIC RELATIONSHIPS BETWEEN STRAINS OF STREPTOCOCCUS
HEMOLYTICUS.

By A. R. DOCHEZ, M.D,, O. T. AVERY, M.D., axp R. C. LANCEFIELD.
(From the Hospital of The Rockefeller Institute for Medical Research.)

(Received for publication, June 1, 1919.)

The importance of the problem of the systematic classification of
bacteria for the proper understanding and control of infectious
diseases is becoming increasingly evident. Such study is necessary
not only in the elucidation of the biological relationship existing
between varieties of the same species of bacterium, but is also essential
to the working out of epidemiological problems and to the devel-
opment of knowledge useful in the effort to control infectious diseases
by means of specific therapeutic and prophylactic measures. Bac-
teria closely r bling those responsible for the pathological process
in many acute infections have been found to be present and to live,
apparently without harm to the host, on the mucous membranes of
a large proportion of normal individuals. The resemblance of the
pathogenic to the harmless variety of microorganism is frequently
so close that in many instances tests of particular specificity are re-
quired to show the existing biological differences. In fact, the problem
in etiology today is to determine not only the bacterial species caus-
ing a given disease, but in addition the number of varieties of the same
species that are pathogenic, and whether common and important
non-pathogenic varieties exist. The study is one of varying com-
plexity, and methods suitable to one species do not give the desired
information when applied to another.

The purpose of such studics may be broadly defined as an effort to
relate fixed and determinable characteristics of bacteria to patho-
genicity. Though fluctuating variations of bacteria probably occur,
it seems not unlikely that in most diseases a sufficiently constant equi-
librium has been attained to justify the usefulness of the effort. The
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Figura 3. Primer articulo de Rebecca C. Lancefield sobre los
estreptococos.

marido en Woods Hole, en el Laboratorio de Biologia Mari-
na, con el grupo de zoologia de Columbia University. Fue el
primero de los muchos veranos que los Lancefield pasarian
en Woods Hole (Figura 4) con su familia y disfrutando
del ambiente del aquel centro de investigacion que en la
actualidad sigue reuniendo cada verano a grandes cientifi-
cos en sus laboratorios y aulas. A su regreso a Nueva York,
Rebecca entrd como ayudante de investigacion de Charles
W. Metz en el laboratorio de genética de Morgan. Durante
dos afios realizo estudios citologicos y genéticos en Droso-
phila willistoni y junto con Metz publicé tres articulos con
los resultados de aquel trabajo.

Cuando Donald Lancefield termind la tesis doctoral se
le presentd la oportunidad de trabajar como profesor de
zoologia en la Universidad de Oregdn, el estado donde su
madre habia llegado a los diez afios con su familia en una
caravana, y él lo aceptd en seguida. Rebecca consiguid
también trabajar en la misma universidad dando clases de
bacteriologia. Sin embargo, fue una estancia corta. Al ter-
minar el curso 1921-1922 regresaron a Nueva York, donde
él se reincorpor6 al departamento de Morgan y Rebecca
al de Zinsser para trabajar en su propia tesis doctoral. A
pesar de que Zinsser no era muy partidario de tener mujeres
en el laboratorio, estaba al corriente del trabajo meticu-
loso que ella habia realizado anteriormente y la acepto.

SEMgm



Figura 4. Rebecca (centro) y
Donald Lancefield con la Sra.
Huettner (izquierda) en Woods
Hole, 1918 (Archivos del
Laboratorio de Biologia Marina
de Woods Hole, licencia
Creative Commons 3.0).

Ademas —quizas para verla menos por el laboratorio— le
aconsejo que solicitase una plaza que habia disponible en
el laboratorio de Homer Swift, en el Hospital del Instituto
Rockefeller. Swift empezaba entonces a investigar sobre la
fiebre reumatica, enfermedad que desde principio de siglo
se asociaba a una infeccion estreptococica y necesitaba
un investigador para el proyecto. Asi fue como Rebecca
entrd a trabajar en el centro donde permaneceria hasta
su jubilaciéon y aun mas alla. Donald estuvo muchos afios
en el Departamento de Zoologia de Columbia University y
luego se trasladd a Queens College, la joven universidad de
la ciudad de Nueva York, inaugurada en 1937 en el distrito
de Queens.

FALSA SOSPECHA

En 1914, Homer Swift habia empezado a investigar
sobre la fiebre reumatica y su posible origen en una infec-
cién por estreptococos. Su movilizacién con motivo de
la primera guerra mundial interrumpi6 su trabajo en el
Instituto Rockefeller, que no pudo reanudar hasta 1919.
Durante varios afios le fue imposible recuperar ninguna
bacteria especifica de las muestras de pacientes afectados
de aquella enfermedad, ni pudo reproducir la enfermedad
en animales a los que inyectd con organismos obtenidos
en medios de cultivo inoculados con las muestras. Como
médico clinico, en muchos casos habia realizado el sequi-
miento de los pacientes, registrando los sintomas meticu-
losamente. El y su equipo médico se interesaron también
por las complicaciones cardiacas de la fiebre reumatica y
observaron que, en las personas jovenes, el 90% de car-
diopatias tenian su origen en una endocarditis asociada a
la fiebre reumatica. Por ello, establecieron la necesidad de
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un seqguimiento cuidadoso y prolongado de los pacientes
para evitar un empeoramiento y recaidas.

Cuando Lancefield empezd a trabajar con Swift, el
estreptococo «sospechoso» de causar la fiebre reumati-
ca era Streptococcus viridans. Por eso, y al mismo tiempo
que ella preparaba su tesis con Zinsser, durante dos afios
intent6 obtener un antigeno de S. viridans que reaccionase
de manera especifica con suero de pacientes afectados,
para poder disponer de una prueba diagnéstica fiable. Sin
embargo, todo su empefio fue en vano y llegé a la con-
clusidn que dicha especie no era la causante de la fiebre
reumatica. De todos modos, el trabajo realizado con S.
viridans le fue atil para su tesis y en 1925 obtuvo el doc-
torado en Columbia University. A partir de entonces trabajo
exclusivamente en el Instituto Rockefeller, donde retomé la
investigacion de los estreptococos hemoliticos que habia
realizado con Dochez y Avery. Ellos, en un laboratorio en el
mismo piso, habian vuelto al estudio de los neumococos y
analizaban los polisacaridos de su pared celular.

CLASIFICAR PARA CONOCER

El método usado para el estudio de los estreptococos
era el analisis serologico, que Dochaz y Avery utilizaban
desde hacia afios para clasificar los diferentes tipos de
neumococos. Para Lancefield, el analisis serologico de los
estreptococos, que formaban un grupo muy extenso, era un
paso esencial para poder determinar la naturaleza quimica
de los antigenos y comprender su papel en el desarrollo de
la infeccion. Los serotipos se identificaban mediante anti-
cuerpos que se combinan solo con los antigenos especificos
para cada serotipo. En su analisis de los estreptococos
hemoliticos, Lancefield encontré dos antigenos en forma
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soluble; uno era especifico de tipo, es decir, servia para
clasificar las cepas en serotipos, y el otro estaba presente
en todas las cepas, lo que se conoce como antigeno espe-
cifico de especie. Cuando analizd el antigeno especifico de
tipo esperaba encontrarse con algo parecido a lo que ocurre
en los neumococos y algunas otras bacterias patdgenas,
en las que dicho antigeno es un polisacarido de la capsula
bacteriana. Sin embargo el que ella aisl6 era una proteina,
que luego denominé proteina M, que parecia tener la misma
funcion como factor de virulencia que la del polisacarido en
el neumococo. En cambio, el antigeno especifico de especie
si que era un polisacarido al que llamé carbohidrato C.

Mediante el analisis de las proteinas M y T, Lancefield
también establecio los serotipos dentro de cada grupo y
descubrié que la proteina M protegia a las bacterias del
ataque de los glébulos blancos. En 1928 publicé una serie
de articulos en la revista Journal of Experimental Medicine
que eran un compendio del trabajo realizado en los afios
precedentes, con la descripcion detallada de la proteina M
y el carbohidrato C. Actualmente, los estreptococos beta-
hemoliticos se clasifican en varias especies e incluso géne-
ros diferentes.

A medida que sus estudios avanzaban con el analisis de
mas cepas de origenes distintos se dio cuenta de que lo que
ella habia considerado un antigeno especifico de especie era
en realidad especifico de grupo. En un articulo publicado
en 1933 en The Journal of Experimental Medicine y citado
numerosisimas veces, Lancefield describié el laborioso estu-
dio de clasificacion seroldgica que realiz con 106 cepas de
estreptococos hemoliticos aislados de personas enfermas, de
otros animales, y de leche y queso. Las cepas procedentes
de infecciones humanas tenian un carbohidrato comdn, pero
encontr6 carbohidratos diferentes en cepas que procedian
de infecciones de otros animales. Eso significaba que en la
naturaleza habia varios grupos serolégicos de estreptococos
hemoliticos. A las cepas humanas en las que hall6 el carbohi-
drato C las denomind grupo A, vy a las siguientes fue dandoles
las letras del alfabeto a medida que las iba encontrando. Asi,
el grupo B esta formado por cepas aisladas de vacas y de
leche; el grupo C, de cerdos y algunos otros animales; el gru-
po D, de varios productos lacteos y queso, etc. La American
Society for Microbiology incluye este trabajo de Lancefield
y sus descubrimientos entre los principales acontecimientos
de la historia de la microbiologia.

Al otro lado del Atlantico, el microbiélogo britanico
Frederick Griffith (1877-1941), descubridor del fenémeno
de la transformacion genética, también trabajo en la clasifi-
cacion de los estreptococos en grupos serologicos. Durante
unos anos, Griffith y Lancefield intercambiaron informacion
y cepas y muestras de suero, comprobando que los tipos
encontrados por ambos coincidian en gran parte. Para evi-
tar duplicidades en la clasificacion, Lancefield adopt6 la
numeracion que Griffith asignd a sus serotipos. Fue una
colaboracion muy valiosa que se interrumpi6 sGbitamente
cuando Griffith murid, en Londres, victima de un bombardeo
aleman durante la Segunda Guerra Mundial.

Los investigadores que estudiaban la fiebre reumatica
constataron la especificidad de tipo de los estreptococos

que aislaban en ataques recurrentes de fiebre reumatica
y llegaron a la conclusion que cada nuevo ataque estaba
causado por una cepa diferente. Sin embargo, cuando se
empezaron a aplicar los antibi6ticos, se vio que cepas de
un mismo tipo podian causar una nueva infeccién porque el
antibidtico, al eliminar el estreptococo en una fase inicial
de la infeccion, frenaba la produccion de anticuerpos. Los
estudios de Lancefield sobre la proteina M fueron la base
para un mejor conocimiento de aquella enfermedad y su
epidemiologia.

MADUREZ

Cuando los Estados Unidos entraron en la Segunda Gue-
rra Mundial, el Gobierno pidi6 de nuevo la colaboracion
de los investigadores del Instituto Rockefeller. Lancefield
fue nombrada miembro civil de la Oficina de Investigacion
Cientifica y Desarrollo y asesora del Comité de Epidemiolo-
gia de las Fuerzas Armadas en la Comision de Enfermeda-
des Estreptocécicas y Estafilococicas (esta Gltima Comision
se mantuvo hasta 1972; tras su disolucién, sus miembros
siguieron reuniéndose y adoptaron el nombre de «Sociedad
Lancefield»). Durante la guerra, Lancefield trabajé identi-
ficando las cepas de estreptococos que le enviaban y pre-
parando antisueros que iban destinados a los laboratorios
militares. Luego sigui6 recibiendo cepas procedentes de
investigadores de todo el mundo. La coleccién Lancefield
de estreptococos de la actual Rockefeller University (Figu-
ra 5) comprende miles de cepas de estreptococos, casi

Figura 5. Vista parcial del Instituto Rockefeller de Investigacion
Médica (ahora Rockefeller University). (Foto de Dmadeo, licencia
Creative Commons 2.5, 2.0 y 1.0).
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todas las que ella reuni6 a lo largo de su vida profesional
[The Lancefield collection of Streptococcus strains, http://
www.rockefeller.edu/vaf/lanceindex.php].

Lancefield trabajo en el laboratorio hasta pocos meses
antes de su muerte, aunque en los Gltimos afios los acha-
ques de la vejez no siempre le permitian mantener un hora-
rio regular. El retiro forzoso se produjo el Dia de Accion
de Gracias de 1980, cuando se fractur6 la cadera a causa
de una caida en su casa y ya no pudo volver a andar.
Falleci6 en Nueva York el 3 de marzo de 1981. Su marido,
que entonces era profesor emérito de Queens College, le
sobrevivié s6lo unos meses. Dejaron una hija y dos nietos.
Su hija, Jane Hersey, aunque no sigui6 los pasos de sus
padres en el mundo de la biologia, durante algln tiempo
se dedico a la edicidn cientifica.

En las Gltimas décadas de su vida, Rebecca Lancefield
recibié numerosos y merecidos galardones; entre otros, el
Premio a la Trayectoria Profesional de la Asociacion de Car-
diologia de los Estados Unidos, la Medalla de la Academia
de Ciencias de los Estados Unidos y la Medalla de la Aca-
demia de Medicina de Nueva York. En 1973, la Rockefeller
University reconoci6 el trabajo que Lancefield llevd a cabo
en aquel centro concediéndole un doctorado honoris causa.
Y en 1976, sesenta afos después de que ella se graduara
en Wellesley College, aquel centro también le otorgd un
doctorado honorifico. Lancefield fue la sequnda mujer que
presidié la American Society for Microbiology (entonces
American Association of Bacteriologists), en 1943 (la pri-
mera fue Alice C. Evans, en 1928) y la primera que presidi6
la American Association of Immunologists (1961-1962).

LA IMPRONTA DE LANCEFIELD

La tradicion establecida por Lancefield en la investi-
gacion sobre estreptococos se mantiene en la Rockefeller
University, y Streptococcus pyogenes es uno de los prin-
cipales organismos modelo con los que se trabaja en el
Laboratorio de Patogénesis Bacteriana e Inmunologia de
aquella universidad. Naturalmente, ahora se emplean otras
técnicas y se investigan otros aspectos de la infeccién. Los
objetivos que persigue el grupo que durante afios ha diri-
gido Vincent A. Fischetti, discipulo de Lancefield, son: a)
desarrollar lisinas de bacteri6fagos (o fagos) de patdgenos
grampositivos, para usarlos para suprimir la colonizacién de
membranas mucosas humanas y tratar las infecciones cau-
sadas por esos organismos; b) descifrar las primeras fases
de la infeccién por S. pyogenes, para poder disefiar méto-
dos que interfieran con el establecimiento de la infeccion;
c) identificar el mecanismo de adhesion de las bacterias
grampositivas a las proteinas de superficie de las células
de su hospedador y desarrollar métodos para bloquearlo,
dado que las bacterias desnudas no causan infeccion; y d)
preparar estrategias de vacuna de las mucosas para inducir
una respuesta inmunitaria que impida la colonizacion y
subsiguiente infeccion por S. pyogenes [Research Direction
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of the Fischetti Lab, http://www.rockefeller.edu/vaf/]. Es
posible que en las festividades que se celebran en aquel
laboratorio aun se beba el ponche de huevo (eggnog) pre-
parado segin la receta de la familia de Rebecca Lancefield,
una tradicién que ella introdujo en la celebracién con sus
colegas de la fiesta de Accion de Gracias.

Lancefield nunca creyd importantes los premios o men-
ciones honorificas a mujeres por el hecho de haber sido las
primeras en alguna actividad; preferia los que se concedian
por el valor de trabajo realizado, sin tener en cuenta el
sexo. Aunque era consciente de las dificultades para conci-
liar la profesion de investigadora y la familia, creia que con
determinacion y esforzandose en el trabajo era posible. De
todos modos, el ambiente familiar propicié que ella fuese
a la universidad en una época en la que la presencia de
las mujeres en los estudios superiores era ain minoritaria.
Luego compartié la vida con un hombre que entendié las
aspiraciones de su esposa y pudo dedicarse a la investiga-
cién en un ambiente que tampoco era muy favorable para
la mujer. Baste mencionar que no fue nunca directora del
departamento en el que trabajaba. El valor de su investiga-
cion le fue reconocido en su tiempo, pero probablemente
muchos microbidlogos y microbidlogas que hoy en dia tra-
bajan en ambitos no médicos desconocen que los grupos
de Lancefield en los que clasicamente se han clasificado los
estreptococos deben su nombre a una mujer que dedicé toda
su carrera profesional al estudio de esas bacterias.
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MICROORGANISMOS
PATOGENOS

Angel Dominguez
Presidente

nos, después de reuniones entre diversos miembros

de su Junta Directiva, consultas a través de correos
electronicos y diversas conversaciones y reuniones de sus
miembros y considerando la situacion cientifica y econé-
mica por la que atraviesan la mayoria de los grupos de
investigacion que lo componen decidié no organizar este
afno la reunion habitual. Se acordé estudiar y revisar las
actividades del grupo en el proximo Congreso de la SEM
(Logrofio, 2015).

El grupo de Biologia de los Microorganismos Patége-

DOCENCIA Y DIFUSION
DE LA MICROBIOLOGIA

Montserrat Llagostera
Presidenta del Grupo D+D SEM

especial interés la celebracion de la XVIII edicion del Cur-

so de Iniciacion a la Investigacion (Universidad del Pais
Vasco (UPV/EHU), 19-20 de junio del 2014) y la II Reuni6n
de nuestro grupo realizada en Alicante (5-6 de septiembre de
2014). Sin embargo, sélo voy a comentaros que ambos even-
tos fueron muy exitosos e interesantes y que cumplieron con
creces los objetivos marcados, dado que ya habéis podido leer
en NoticiaSEM breves restimenes al respecto y en este nimero
(pag. 35) encontrareis resefias mas detalladas. Por ello, en
este articulo me centraré en otras actividades que igualmente
son destacadas y que se han realizado en estos Gltimos meses.

Entre las diferentes actividades de nuestro grupo, merecen

FEMS y enseianza de la Microbiologia

El dia 8 de julio fuimos invitados, junto con otras sociedades
microbiol6gicas europeas a un debate en la sede de la FEMS en
Delft. Victor J. Cid, Secretario del Grupo, fue en esta ocasion el
delegado de la Junta D+D en esta reunion y publicé un resumen
al respecto en el NoticiaSEM del pasado julio. Los dos puntos
importantes son (a) la manifestacion de interés por parte de
FEMS de promover una iniciativa a nivel europeo en Educacion,
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para lo cual cuentan con la SEM como una de las sociedades mas
activas en este sentido; y (b) la cita del Congreso FEMS 2015 en
Maastricht, en el que la comisionada para la Educacion, Joanna
Verran, desea que las iniciativas en Educacién ganen peso. Por
eso es importante que pongais en vuestra agenda el Congreso
FEMS y, si vais a atender, tengais en cuenta que habra sesiones
y posteres dedicados a difusion y docencia en los que podéis
exponer vuestras iniciativas en un foro internacional al tiempo
que dais visibilidad a la SEM y al Grupo.

Relatos Microscoépicos

Por fin y después de muchos esfuerzos disponemos ya de
una version electronica del libro «Relatos Microscopicos», fruto
de nuestro primer concurso cientifico-literario de relatos cortos,
que puede adquirirse a través de Amazon. Como veréis, ademas
de contener el texto de los relatos ganadores del concurso y de
algunos de los finalistas, se trata de un libro ilustrado. Agrade-
cemos enormemente a todos los ilustradores que han participado
su buena disposicion ya que con ello se ha conseguido un libro
mucho mas atractivo para los lectores que esperamos que sean
muchos y con una amplia variedad de edades.

La edicién electronica significa que el libro esta a dispo-
sicion del pdblico en general, pero no nos damos por satis-
fechos. Asi, ademas de que la calidad de las ilustraciones
seria mucho mejor en papel, hemos detectado que el for-
mato electrénico no es el mas adecuado para que nuestro
libro forme parte de las bibliotecas de las escuelas. También
hemos encontrado serias dificultades para poder regalar un
libro electronico. Todo ello hace que su difusion sea limitada
y no se consigue la calidad que deseamos. Por ello, estamos
decididos a continuar trabajando para conseguir editar un
libro en formato papel. En este sentido seguimos en contacto
con la editorial Hélice para analizar todas las opciones que se
nos ocurran. No obstante, os animamos a que lo compréis en
el formato que actualmente esta disponible ya que estamos
seguros que los relatos y sus ilustraciones os encantaran.

Difusion de la Microbiologia

Uno de los objetivos de nuestro grupo ha sido desde sus
inicios promover la difusion de la Microbiologia de todas
las formas posibles y en ello estamos, intentando encontrar
formulas que mejoren dicha difusion tanto entre nuestros
socios como con la sociedad. En esta linea hemos trabajado
en tres sentidos:

a) Mejorar la cultura sobre difusién y su metodo-
logia entre los miembros de la SEM. Para ello,
el Simposio de nuestro grupo en el XXIV Congreso
de la SEM de 2013 se centré en «Microbiologia y
periodismo: una relacién simbidtica» y el formato
de la II Reunidn de nuestro Grupo fue mucho mas
participativo y dinamico, ademas de contar con un
taller centrado especificamente en difusion, en el
que todos los participantes aprendimos un montén.

b) Atencién a los medios. Tal vez sea porque diferentes
acontecimientos que impactan a nuestros conciuda-
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danos estan relacionados con la Microbiologia, pero
lo cierto es que nuestra Sociedad recibe con mayor
frecuencia mensajes electronicos de periodistas y pro-
fesionales de la comunicacién solicitando entrevistas
o consultas referentes a temas microbiolégicos. Para
poder atenderlos convenientemente, nuestro grupo ha
puesto en practica una idea que sali6 ya en nuestra
asamblea del 2013. Consiste en disponer de una base
de datos de socios de la SEM que recoja sus datos
de contacto y palabras clave para poder responder de
forma inmediata a las diferentes consultas de los pro-
fesionales de la comunicacion. En estos momentos dis-
ponemos de un listado reducido. Por ello os pedimos
que si estais interesados en colaborar con nosotros en
este aspecto, enviéis vuestros datos a nuestro secreta-
rio (vicjcid@ucm.es) o a mi (montserrat.llagostera@
uab.cat). Os estaremos sumamente agradecidos ya que
necesitamos ampliar dicha base de datos.

c) Difusién de la ciencia SEM. Una de las espinitas sobre
la que se ha debatido en diferentes ocasiones en la
Junta Directiva de nuestra sociedad es promover la
difusion entre los miembros de la SEM de los logros
cientificos de sus miembros. A este respecto, la revista
SEM@foro contribuye enormemente, dedicando niime-
ros monograficos a la actividad cientifica de los miem-
bros de los grupos especializados. No obstante, en su
momento, nos marcamos como objetivo que tanto el
boletin Noticias SEM como la revista SEM@foro dispu-
sieran de una seccion dedicada a publicar resimenes
sobre los logros cientificos de los miembros de la SEM.
Ello ha sido hasta el momento una tarea ardua y no
bien cubierta. Por ello, propusimos a los Presidentes
de los grupos especializados que designaran a una
persona para el cargo de «Delegado de Difusiony.
Su funcion basica es la de servir de nexo de union
entre dichos grupos y los editores de SEM@foro y de
NoticiaSEM para que la actividad investigadora de sus
miembros se vea reflejada en ambas publicaciones. En
el boletin de octubre de NoticiaSEM encontraréis los
delegados de difusion de cada grupo especializado.

Grupo de trabajo de Jovenes Investigadores
de la SEM (JISEM)

Este grupo de trabajo ha demostrado ser muy activo y entre
sus actividades merecen destacarse la organizacion de la mesa
redonda «Foro de Jovenes Microbiélogos» en la II Reunién de
nuestro grupo y el estreno en el boletin NoticiaSEM de octubre
de una seccion propia que os recomiendo que leais si aun no
lo habéis hecho. En la mesa redonda, entre otros aspectos, se
respondio a una pregunta que algunos de nosotros tenemos en
mente hace ya un cierto tiempo: ¢Qué se entiende por joven
investigador? La respuesta fue: «todos los investigadores que
no ocupen un puesto fijo o funcionarial en algn Organismo de
Investigacion». En consonancia con ello, se decidi6 hacer un
censo de los miembros de la SEM que estan incluidos en esta
categoria. Por ello, os anuncio que en un tiempo prudencial os
pediremos ayuda para realizar dicho censo.
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Por otra parte, también en la mesa redonda se tratd de
la conveniencia de que las Juntas directivas de los grupos
especializados cuenten con un miembro con voz pero sin
voto que pertenezca al grupo JISEM. Por ello, os animo
a que penséis en ello y lo instauréis en la medida de lo
posible en vuestras Juntas como ya lo ha hecho, al menos
que sepamos, una de ellas.

Aparte de lo que os he comentado estamos trabajan-
do en otros muchos aspectos que para no alargarme mas,
dejo su exposicion para futuros articulos. No obstante no
quisiera finalizar sin indicaros que durante el proximo afio
debemos proceder a la renovacion de la Junta de nuestro
grupo. Os iremos informando de todo ello.

Nos encontrareis en http://www.semicrobiologia.org/ddm/
index.php Muchas gracias a todos por vuestra colaboracion.

MICROBIOLOGIA
DE LOS ALIMENTOS

Francisco Javier Carballo
Presidente

Renovacion parcial de la Junta Directiva
del Grupo de Microbiologia de los Alimentos

Entre los dias 8 y 22 del pasado mes de septiembre tuvo
lugar la votacion «on-line» para la renovacion parcial de la
Junta Directiva del Grupo. Dejaron sus cargos de vocales,
tras 8 afios de permanencia en los mismos (2006-2014), los
Drs. José Fernandez-Salguero Carretero, de la Universidad de
Cordoba, y David Rodriguez Lazaro, del Instituto Tecnologico
Agrario de Castilla y Ledn (ITACyL). EL Grupo agradece sincera-
mente la valiosisima aportacion de ambos durante estos afos.

En su lugar fueron elegidos los Drs. Marta Hernandez
Pérez, del Instituto Tecnoldgico Agrario de Castilla y Ledn
(ITACyL), y Carlos Alonso Calleja, de la Universidad de
Leon. Igualmente, fueron reelegidos en sus cargos los Drs.
Gonzalo Garcia de Fernando Minguillon, de la Universidad
Complutense de Madrid (Vicepresidente), y Antonia Maria
Picon Galvez, del INIA (Secretaria).

XX Congreso nacional de microbiologia
de los alimentos

EL proximo Congreso Nacional de Microbiologia de los
Alimentos tendra lugar D.m., en fechas todavia por deter-
minar, en Ledn, en el afio 2016. Correra la presidencia de
la organizacion a cargo del Dr. D. Carlos Alonso Calleja,
Profesor Titular de Universidad del Area de Nutricion y Bro-
matologia de la Universidad de Ledn.
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BIODETERIORO,
BIODEGRADACION
Y BIORREMEDIACION

g
Asuncion de los Rios

Presidenta del Grupo

nes para la renovacion de los cargos de Presidente,
Vicepresidente, Tesorero-Secretario y 3 Vocales de la
Junta Directiva del Grupo de Biodeterioro, Biodegradacion
y Biorremediacion de la SEM. La Junta saliente se presenté
a la reeleccidén y fue la Gnica candidatura presentada. Todo
el proceso se ha desarrollado con normalidad y con una
participacion del 30% la junta que se expone a continua-
cion ha sido ratificada.
e Presidenta
Asuncion de los Rios Murillo
® Vicepresidenta
Ana M? Garcia Ruiz
e Secretario-Tesorero
Constantino Ruibal Villasefior
® Vocales
Concepcion Calvo Sainz
Concepcion Abrusci Bernal
Marta Urizal Comas
Nos ponemos de nuevo a vuestra disposicion para lo que
necesitéis. Gracias a todos los miembros del Grupo por la
participacion en este proceso de elecciones.

En julio de este afio 2014, se han realizado eleccio-

HONGOS FILAMENTOSOS
Y LEVADURAS

Humberto Martin

Presidente del Grupo i

XII Congreso Nacional de Micologia celebrado en Bilbao

durante el pasado mes de junio fue todo un éxito, tanto
a nivel cientifico como organizativo y de asistencia. Es obliga-
torio agradecer el estupendo trabajo realizado por Guillermo
Quindés y su equipo, responsables de este fenomenal resulta-
do. En este mismo nimero de SEM@foro (pag. 23) encontraréis
una magnifica resefia sobre lo mas destacado que tuvo lugar
durante su desarrollo. Nos tenemos que congratular también
por las espléndidas resefas de los grupos de investigacion
que participaron en la elaboracion del pasado nimero de este

Como muchos de vosotros pudisteis comprobar, el pasado

boletin, especial sobre Hongos Filamentosos y Levaduras. Por
altimo, en la asamblea del grupo especializado que se celebro
durante el congreso se decidi6 encargar la organizacion del
proximo Congreso Nacional de Micologia, que tendra lugar en
2016, a nuestra compariera Maria Angeles de la Torre, en Llei-
da. Desde la Junta Directiva le damos todo nuestro animo y le
ofrecemos nuestro mayor apoyo en esta tarea.

PROTISTOLOGIA

Ana Martin Gonzalez
Presidenta del Grupo

La organizacion del VII European Congress of Protisto-

logy (VII ECOP) conjuntamente con la Reunién Anual

de The International Society of Protistologists (ISOP),
que tendra lugar en Sevilla del 5-10 de septiembre de
2015, esta avanzada y ya podemos informar sobre parte
del programa cientifico. Los congresos ECOP los organiza
cada 4 afos la FEPS (Federation of European Protistologi-
cal Societies) y en esta ocasion el GEP actda como grupo
anfitrion. EL VII ECOP sera especial porque es la primera
vez que se organiza conjuntamente con ISOP

Los contenidos del Congreso intentan contemplar temas
muy diversos de distintos grupos taxonémicos de protistas
parasitos y de vida libre, asi como aspectos muy actua-
les, objeto de intensa controversia entre los protistologos.
Varios de los 12 Simposios previstos son los siguientes:

® Sex in Protists (organizado por M. Dunthorn y T. Weis-
se, Alemania) (simposio ISOP).

e Kin-discrimination in Protists (Organizado por A. Espi-
nosa y G. Paz y Mifo, EE.UU. y Canada) (simposio
ISOP).

e New challenges in microalgae biotechnology (Organi-
zado por F. Valverde y A. Serrano, Sevilla, Espafia).
® Genome Editing in Protists (Organizado por R. Docam-

po, Estados Unidos).

o Insights of Novel Protists Lineages (Organizado por R.
Massana, Barcelona, Espafa).

® Protists and environmental stress (Organizado por J.C.
Gutiérrez, Madrid, Espafia).

® functional ecology in aquatic Protists (Organizado por
T. Weisse, Austria).

Las ocho Plenary Lectures seran impartidas por: Roberto
Docampo (Estados Unidos), N. Guillen (Francia), P. Lupo-
rini (Italia), J. Pawlowski (Suiza), entre otros. De momen-
to, también estan previstas cuatro workshops: Free-living
amoebae infections: are they rare pathogens or an emerging
threat? (J. Lorenzo-Morales, Las Palmas, Espafia), Symbiosis
in Protists (G.F. Esteban, Bournemouth, UK), Community
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ecology through the lens of high-throughput secuencing
(R. Massana, Barcelona, Spain), Protists and Wastewater
Treatment (Grupo de Bioindicacién de Sevilla y varios socios
del Grupo Especializado de Protistologia).

Desde aqui animo a todos los miembros de la Sociedad
Espafiola de Microbiologia para que asistan a este Congreso,
donde conoceran importantes e interesantes aspectos de
los Protistas. Y sobre todo, espero que los miembros de
nuestro Grupo Especializado apoyen, con su asistencia y
participacion, su proyeccion internacional, asi como el
establecimiento de relaciones cientificas entre los pro-
tistologos, que desemboquen en la peticion de proyectos
de investigacion conjuntos y el establecimiento de redes
tematicas internacionales.

MICROBIOLOGIA
DE PLANTAS

Antonio de Vicente
Presidente

biologia de Plantas, que sera ya la VI, se celebrara en

Miraflores de la Sierra (Madrid), en la Residencia La
Cristalera de la UAM, durante los dias 11 al 13 de Marzo
de 2015. Dicha reunion del Grupo se esta organizando por
Rafael Rivilla y Marta Martin (UAM) y Emilia Lopez y Pablo
Rodriguez (CBGP-UPM-INIA). Asi que id reservando estas
fechas en vuestras agendas de 2015, pues 0s esperamos
a todos, tanto a los 62 socios que ya formamos parte del
grupo de Microbiologia de Plantas, como a todos aquellos
que querais compartir con nosotros vuestros trabajos. Pronto
recibiréis la primera circular con informacién mas detallada.

En (a Reunion del Grupo del proximo mes de Marzo se
producira la renovacién parcial de la Junta Directiva del Grupo
Especializado, en 2015 corresponde renovar los cargos de Pre-

I-a proxima reunion del Grupo Especializado de Micro-
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sidente, Tesorero y uno de los dos Vocales. Por tanto, en breve
se pondra en marcha el proceso electoral que pretendemos sea
totalmente on-line como en las pasadas elecciones de 2013;
y desde ya os animo a participar en este proceso electoral.
Por dltimo insistiros en que nos hagais participes a toda la
SEM de vuestros avances cientificos y los de nuestros colegas,
asi como de otras actividades que consideréis de interés, para
ello no dudéis en poneros en contacto con nuestro delegado de
difusién, Ramén Pefalver (rpenal@ivia.es), para darle la difu-
sion oportuna a través de las distintas publicaciones de la SEM.

MICROBIOLOGIA
DEL MEDIO ACUATICO

Juan José Borrego
Presidente del Grupo

(MMA) se celebrd con éxito en las ciudades de Elche y
Orihuela, los dias 7 al 9 de septiembre de 2014 (ver la
resefia en la seccion CONGRESOS, péag. 34 de este niimero).

El X Congreso SEM de Microbiologia del Medio Acuatico

Delegada de difusiéon del grupo

La Junta Directiva del Grupo ha designado a la Prof.
Dra. Inés Arana Basabe de la Universidad del Pais Vasco
como Delegada de Difusion del Grupo. Su mision serd la
de conectar a nuestro grupo con los editores de la revista
SEM@foro y del boletin electrénico Noticias SEM. Agra-
decemos a Inés su amable aceptacion de este puesto, y
solicitamos a nuestros socios la maxima colaboracion con
ella para suministrarle noticias, publicaciones, resefias de
interés. Su mail es: ines.arana@ehu.es.

Xl Congreso del grupo 2016

En la Asamblea celebrada en el X Congreso se decidi6
la sede y organizador del XI Congreso del Grupo. Se cele-
brarad en 2016 en Oviedo, siendo el Presidente del Comité
Organizador el Dr. José Agustin Guijarro. En breve podremos
concretar las fechas y el lugar del evento.

Renovacion parcial de la junta directiva

En el 2015 se procederd a la eleccion de miembros de la
Junta Directiva del Grupo, correspondiente a los cargos de
Vicepresidencia, Secretaria y 2 Vocalias. El plazo de recep-
cion de candidaturas finaliza el proximo 15 de diciembre, y
las elecciones se realizaran por via electronica en el primer
trimestre del afio 2015. Los resultados se proclamaran en la
proxima Asamblea del Grupo en el XXV Congreso Nacional
de la SEM a celebrar en Logrofio.
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COLECCION ESPANOLA DE CULTIVOS TIPO

¢Es mia mi cepa?

Rosa Aznar Novella Aurora Zuzuarregui
Cabedratica del Deparamento Gestbora del Centro de Recursos
de Microbiologia y Ecologia y directora Microbianos, CECT,
de la CECT, Universidad de Valencia. Universidad de Valencia

¢SON MIAS LAS CEPAS QUE HE AISLADO? dichos recursos de forma legal, lo que quiere decir, grosso

¢PUEDO HACER CON ELLAS LO QUE modo, que conocen el origen (in situ) de la cepa, poseen la
QUIERA? ;PUEDO VULNERAR LEYES documentacidén que acredita que fue obtenida legalmente y
O DERECHOS DE OTROS? pueden demostrar que se esta utilizando de acuerdo a las

condiciones establecidas, si las hubiere.
Las respuestas a estas y otras preguntas similares son com-
plejas ya que dependen de la legislacion que regula el acceso
y posterior uso de los recursos microbianos. Segin el Conve-
nio sobre la Diversidad Biol6gica (CBD, Convention on Bio-
logical Diversity), articulo 15, punto 1: «En reconocimiento
de los derechos soberanos de los estados sobre sus recursos
naturales, la facultad de regular el acceso a los recursos gené-
ticos incumbe a los gobiernos nacionales y esta sometida a la
legislacion nacional», es decir, los estados son propietarios de
sus recursos genéticos (incluidos los microbianos).

EL CBD es un tratado internacional juridicamente vincu-
lante para las Partes firmantes. Tiene tres objetivos principa-
les: la conservacion de la diversidad bioldgica, la utilizacién
sostenible de sus componentes y la participacion justa y
equitativa en los beneficios que se deriven de la utilizacion
de los recursos genéticos. Aunque el Convenio entré en vigor
el 29 de diciembre de 1993, los instrumentos necesarios
para garantizar su cumplimiento todavia estan en proceso
de maduracién. Uno de los temas mas complejos ha sido
la requlacion sobre el acceso a los recursos y el reparto de
beneficios (ABS, Access and Benefit Sharing). Para impul-
sar este tercer objetivo del CBD se elabor6 el Protocolo de
Nagoya, de caracter igualmente vinculante, y que ha entrado
en vigor el 12 de octubre de 2014 a la vez que el Reglamen-
to UE 511/2014, relativo a las medidas sobre ABS en la
Unidn Europea. Seglin esta normativa los usuarios europeos
de recursos genéticos deberan asegurarse de que utilizan
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:Y como sé yo si estoy utilizando mi cepa de forma
legal? Averiguando si el pais donde se aislé posee legisla-
cion sobre el acceso a sus recursos y qué condiciones esta-
blece. Gracias al CBD y al Protocolo de Nagoya se han ido
poniendo en marcha herramientas para facilitar, al menos,
el acceso a la informacion. Una de ellas es la herramienta
de administracion de acceso a los recursos genéticos y
distribucion de beneficios (ABS Management Tool) que
comprende estandares de buenas practicas y manuales para
asistir a empresas, investigadores, comunidades locales e
indigenas y gobiernos en aras del cumplimiento con el CBD.
Aunque todavia esta en desarrollo también nos resultara
esencial la pagina web de la ABS Clearing House, donde
se podra acceder al perfil de los paises y obtener informa-
cion sobre sus puntos nacionales de contacto, legislacion
nacional relativa a ABS, certificados de conformidad de
cepas, etc. Otra herramienta prevista en el Reglamento UE
es el Registro de Colecciones de Cultivo. Los usuarios que
obtengan cepas de colecciones registradas tendran garan-
tias de haber actuado con la diligencia debida, tal y como
expresa el reglamento.

En Espafia existen dos leyes elaboradas tras la firma
del CBD que tratan de establecer los principios generales
sobre conservacion y utilizacién de recursos genéticos,
la ley 30/2006 especialmente dedicada a los recursos
fitogenéticos, y la ley 42/2007 sobre conservacion y uso
sostenible de la biodiversidad. Estas leyes deben desa-
rrollarse en reales decretos que dicten los protocolos
de actuacién de recolectores, usuarios y proveedores de
cepas en nuestro pais. Hasta el momento Espafia no ha
regulado el acceso a los recursos genéticos y, por tanto,
las cepas pueden ser obtenidas de territorios espafoles
no protegidos sin necesidad de solicitar un consentimien-
to informado previo (PIC, Prior Informed Consent) a la
autoridad competente.

Ademas de lo ya mencionado respecto al CBD, hay otras
consideraciones a tener en cuenta en relacién a los dere-
chos de propiedad intelectual (IPR, Intellectual Property
Rights) sobre las cepas. Los recursos genéticos, tal como
se encuentran en la naturaleza, no son creaciones de la

COLECCION ESPANOLA DE CULTIVOS TIPO

mente humana, y por ello no pueden protegerse directa-
mente como propiedad intelectual. Sin embargo, la adicion
de valor en el proceso de acceso a la cepa (aislamiento,
purificacién, etc.) o de su caracterizacién (identificacion,
deteccion de posibles usos, etc.), puede estar sujeta a
derechos de propiedad intelectual, siempre de acuerdo con
los tratados internacionales de los que el pais es parte
(Tratado de Budapest, Convencién de Paris, etc.) y a la
legislacion nacional vigente.

La Coleccion Espafola de Cultivos Tipo (CECT) es cons-
ciente de la inquietud que pueden generar estos temas en los
usuarios de microorganismos y quiere ayudar a investigado-
res y empresas compartiendo su conocimiento y experiencia.
La CECT esté participando en reuniones nacionales sobre
esta tematica, como la «I Jornada sobre ABS en Espafiay,
ademas de trabajar en el proyecto europeo MIRRI, que tiene
un grupo de trabajo especialmente dedicado al marco legal
y operativo para el acceso a los recursos microbianos. El
objetivo principal de esta parte del proyecto es definir una
politica sobre IPR y ABS para las Colecciones de Cultivo y los
Centros de Recursos Microbianos europeos de acuerdo al CBD.
Se pretende que dicha politica sea transparente y eficaz, que
minimice los tramites administrativos y que evite el aumento
de la restriccion de acceso a los recursos microbianos.
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El Dr. ArGuro Levican recibe el premio
a la mejor Gesis doctoral sobre
Microbiologia del Medio Acuabico

Grupo especializado Microbiologia del Medio Acuatico

Informa: Inés Arana (Universidad del Pais Vasco)

biologia del Medio Acuatico de la Sociedad Espafiola

de Microbiologia (SEM) ha sido entregado al Dr. Arturo
Levican Asenjo por el trabajo Sanitary Importance of Arcobac-
ter. La tesis doctoral ha sido dirigida por la Dra. Maria José
Figueras y el Dr. Luis Collado y realizada en el Departamento
de Ciencias Médicas Basica de La Universidad Rovira i Virgili.
La tesis se presentd durante la sesion inaugural de la de la
X edicion del Congreso Nacional de Microbiologia del Medio
Acudtico de la SEM, celebrado en las ciudades de Elche y
Orihuela (Alicante) del 7 al 9 de septiembre de 2014.

La tesis premiada contribuye a esclarecer la importancia
sanitaria de las especies del género Arcobacter, aportando
datos sobre su posible virulencia e incidencia en moluscos
bivalvos, que son considerados un alimento de alto riesgo
y también en aguas residuales de origen humano. Ademas,
se demuestra que especies de este género pueden ser con-

El premio a la mejor tesis doctoral del grupo de Micro-

fundidas con Campylobacter, por lo que podrian estar siendo
subestimada su importancia en infecciones humanas. En
este trabajo se informa del primer caso de diarrea atribuida
a Arcobacter en Espaiia y se describen 7 nuevas especies de
este género bacteriano. A lo largo de la realizacion de este
trabajo, se ha disefiado el Ginico método capaz de identifi-
car inequivocamente todas las especies descritas hasta el
momento. Fruto del trabajo de esta tesis se han publicado
10 articulos en revistas de prestigio.

EL Dr. Arturo Levican Asenjo actualmente realiza un
postdoctorado en la Universidad Andrés Bello, Vifia del mar,
Chile, donde estudia la microbiota de Genypterus chilensis,
una especie autéctona de Chile.

El resumen de la conferencia de apertura del X Congreso
Nacional de Microbiologia del Medio Acuatico impartida por
el Dr. Arturo Levican puede consultarse en: http://geneticpcr.
com/news/106-congreso-nacional-de-microbiologia-.html

Figura 1. Magistral exposicion del Dr. Levican durante la inauguracion del X Congreso Nacional de Microbiologia del Medio Acuatico y
entrega del premio Investigacion MMA.
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La plataforma de divulgacion
cientifica ENCIENDE y la revista
Chispas de la Ciencia

iCuéntale bu investigacion a bodos nuesbros ninos!
Pilar Calvo de Pablo

Delegada de la SEM en el proyecto ENCIENDE

# ENCIENDE

S

L ENSENANZA DE LAS CIENCIAS EN LA DIDACTICA ESCOLAR

cualificado y unificado en todos aquellos asuntos que

afecten a la ciencia, ya sea ante la propia sociedad civil
como ante sus poderes piblicos representativos, se funda la
Confederacion de Sociedades Cientificas de Espafia, COSCE.
En la actualidad, la sociedad agrupa a mas de 75 sociedades
cientificas siendo su Presidente el profesor Carlos Andradas y
su vicepresidente el profesor Ricardo Guerrero.

Entre sus objetivos prioritarios, COSCE quiere promover
el papel de la ciencia y contribuir a su difusion «como
un ingrediente necesario e imprescindible de la cultura».
Con esta necesidad nace, en 2010, ENCIENDE (ENsefianza
de las CIENcias en la Didactica Escolar), un proyecto para
fomentar la ensefianza de las ciencias en las edades mas
tempranas que ha contado con el apoyo del Ministerio de
Ciencia e Innovacion y con el del Ministerio de Economia
y Competitividad, a través de su Secretaria de Estado de
Investigacion, Desarrollo e Innovacion.

Con este proyecto, la COSCE emprendi6 «su papel de puen-
te entre la comunidad educativa y la comunidad cientifica,
para involucrar a toda la sociedad y trabajar en pro de una
ciudadania sensibilizada, educada y formada en ciencia».

ENCIENDE se configura, por tanto, como «la plataforma de
participacion de la comunidad para la ensefianza de las ciencias
en la didactica escolar en Espaiia, abierta a maestros, docen-
tes, cientificos, investigadores, comunicadores de la ciencia y
familias, asi como a todos quienes estén interesados en mejorar
la ensefianza de las ciencias e incrementar las vocaciones cien-
tificas en nuestro pais». http://enciende.cosce.org/

Una de sus acciones mas directas es el boletin ENCIEN-
DE con la publicacion, desde febrero de 2013, de la revista
Chispas de la Ciencia que supone una aproximacion del

En el afio 2003, ante la necesidad de tener un interlocutor
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trabajo del cientifico mediante articulos amenos, cercanos,
para un pulblico entre 6 y 14 afios, especialmente de temas
cientifico-tecnolégicos de actualidad.

¢DE QUE FORMA ESTAMOS PARTICIPANDO
DESDE LA SEM EN ESTA PLATAFORMA?

Especialmente hemos sido muy activos en la publicacion
de articulos. Desde septiembre de 2013, fecha en la que entré
a formar parte de la comision permanente, en representacion
de la Sociedad Espaiiola de Microbiologia, se han publicado 6
relatos en relacion a los microorganismos. Son los siguientes:

e «Mij historia con un protista»
http://enciende.cosce.org/boletin/index.
asp?item=81

e «las bacterias que viven... ;En tu boca!»
http://enciende.cosce.org/boletin/index.
asplitem=86

e «;Se comunican las bacterias?»
http://enciende.cosce.org/boletin/index.
asp?item=109

e «;Tienen frio los mohos?»
http://enciende.cosce.org/boletin/index.
asplitem=112

® «Joyas microbianas: las diatomeas»
http://enciende.cosce.org/boletin/index.
asp?item=127

e «Como limpiar las aguas: la depuracion»
y «El (famoso) virus del ébola»
http://enciende.cosce.org/boletin/sumario.
asplitem=710
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+,Como logra nuestro organismo defenderse de tantos
agentes infecciosos?

Ver este articulo

(®)]
|
BIOLOGIA O
Joyas microbianas: las diatomeas 8
Por Lucia Arrequi Garcia-Rovés (7))
Son microscépicas, demasiado pequefias para ser o
observadas a simple vista, pero en cambio son jla joya ¢ o
naturalezal (1))
Ver este articulo o)
% grupo de profesores, para acercar y potenciar la ense-
BIOLOGIA O fianza de la ciencia en los centros. Los proyectos son
¢Se comunican las bacterias? 8 abiertos, por lo que pueden ser del tipo visita lidica,
Por Pilar Calvo ~ 3 s O
I taller, seminario, actividad.
Esas mindsculas células que son las bacterias si so :g. http://enciende.cosce.org/proyectos_recientes.asp?item=9
capaces de comunicarse. En este recurso te explicar 2 . . . 2
soroloiiacen yialiiad desS T CEMURICACIOn c ® Ademas existen los simposios, de caracter anual. Este
ano se ha celebrado el III Simposio. En ellos, ademas
de compartir una jornada con experiencias relevantes
de algdn ponente se hace entrega de los premios
¢{QUE OTRAS ACCIONES DESARROLLA a los mejores proyectos que han concursado en la
LA PLATAFORMA ENCIENDE? convocatoria anual. . . -
http://enciende.cosce.org/index.asp?item=30&idio
e Por un lado esta el intercambio de experiencias, los maNum=1&emp=enciende
encuentros: profesores y cientificos que pueden reali- e Para el curso actual queremos iniciar el desarrollo
zar una visita a un centro atendiendo a las demandas de cursos de actualizacion para el profesorado de
hechas por estos. primaria y secundaria.

e Por otro lado, estan los proyectos. Iniciativas rea-

lizadas por los colegios o institutos, un profesor o ¢DE QUE FORMA PODEIS LOS SOCIOS
DE LA SEM COLABORAR CON ENCIENDE?
( ﬂaq (E

e Lo mas inmediato es animaros a la publicacién de

algin breve articulo en relacion a vuestra investi-
(00 £ D¢ RACHR M
CHETIOONS M

gacion. Para haceros una idea del formato, estilo
de redaccién y demas os aconsejo ver la pagina de
la revista y los links que os he incorporado. Podéis
enviarme el articulo a mi correo pcalvo@ucm.es
y junto con el resto de miembros de la comision
permanente lo evaluaremos para su inclusiéon en
la revista.

e Podéis inscribiros como socios de la plataforma de
forma gratuita. Recibiréis el boletin mensual ademas
de todas las actividades que se vayan realizando.

e Y por dltimo, tendremos una excelente base de datos
dentro de la docencia y difusion de la microbiologia
para contar con profesores interesados en hacer lle-

Carlos Andradas (Presidente de la COSCE) y de José Miguel gar nuestro ConOCim?entO‘ Sopre los microorganismos
Rodriguez Espinosa (Presidente de la Comision Permanente). a los alumnos preuniversitarios.
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X Reunion de Microbiologia
Molecular, Segovia 2014

Bruno Gonzalez Zorn

Presidente del Grupo

nion del Grupo especializado de Microbiologia Mole-

cular, en la que estuvieron presentes en torno a
110 asistentes. Esperamos que los participantes estén de
acuerdo con los organizadores en decir que fue un éxi-
to. Nuestro objetivo basico para esta Reunion fue hacerlo
econémicamente accesible al mayor nimero de personas,
especialmente estudiantes de doctorado, pues el propdsito
final de estas reuniones es potenciar la participacion de
nuestros investigadores mas jovenes.

Del 9 al 11 de junio celebramos en Segovia la X Reu-

SEMgm

Para la realizacion de la reunion contamos con el
extraordinario apoyo del Campus Maria Zambrano de Sego-
via de la Universidad de Valladolid (UVA), que nos cedi6 el
Edificio Vicerrector Santiago Hidalgo para la organizacion
del evento. Este edificio, antiguo local de la Escuela de
Magisterio, se encuentra magnificamente localizado dentro
del casco antiguo, enfrente de la mas antigua iglesia roma-
nica de Segovia, San Juan de los Caballeros, y a tan solo
5 minutos del acueducto. La disponibilidad de una amplia
explanada, con vistas al rio Eresma, junto con el buen tiem-
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po que nos acompafo, propiciaron un entorno ideal para
la Reunion, pues pudimos disfrutar de los coffee-breaks,
cocteles y sesiones de posters al aire libre, incluyendo una
larga Beer-Poster session.

Ademas de la UVA, queremos en este resumen mostrar
también nuestro agradecimiento a todos los patrocinadores
por su apoyo (Visavet, Biomedal, Radio Nacional de Espania,
Centro de Informacion Cerveza y Salud - CICS, Euraxess,
Simple Informética, Biotools, Dismalab, Segovia Conven-
tion Bureau y Fundacion Caja Rural de Segovia), en especial
al CICS por su patrocinio para el céctel de bienvenida y la
sesion de poster.

Ya en el ambito cientifico, como ya hemos menciona-
do y como en ocasiones anteriores, los protagonistas del
evento fueron los jovenes investigadores. Comunicaciones
de primer nivel sobre, entre otros temas, macromoléculas,
sRNAs, aplicaciones biotecnoldgicas, cianobacterias, agen-
tes antimicrobianos o la charla inaugural del profesor Luis
Rubio (Why we study nitrogenase?) aseguraron un excelen-
te nivel cientifico. Ademas, todos los ponentes tuvieron
que presentar igualmente un pdster, con la posibilidad en
muchas ocasiones de poder ampliar aquella informacion que
no tenia cabida en la charla oral.

En la linea de reducir los costes del congreso en estos
tiempos complicados para la ciencia, los premios otorgados
fueron mas modestos que en anteriores ediciones, pero
pudimos aun asi premiar diez de las comunicaciones que
sobresalieron por encima de los demas. Dichas comunica-
ciones fueron las representadas por los siguientes autores:
Alicia Muro Pastor, Alvaro San Millan Cruz, Carla Daniela
Solérzano, Daniel Yero Corona, David Ruano Gallego, Felix

Sangari Garcia, Jeronimo Rodriguez Beltran, Laura Molina
Garcia, Maria José Ferrandiz Avellano y Sonia Saenz Lahoya.

Ademas, otorgamos tres premios especiales gracias
a varios patrocinadores: VISAVET-BRUKER galardoné a
Montserrat Argandofia por su comunicacién sobre Espec-
trometria de masas; SIMPLE INFORMATICA a Pedro Gonzélez
Torres por su comunicacion relacionada con Bioinformatica;
y BIOMEDAL concedi6 su III Premio al articulo Contribution
of phenotypic heterogeneity to adaptive antibiotic resistan-
ce, de Maria Antonia Sanchez Romero y Josep Casadesds,
publicado en la revista PNAS.

A todos los ganadores, enhorabuena y gracias por hacer
que nuestra ciencia crezca cada dia de forma sobresaliente.
Al resto de los autores, gracias por ponérnoslo dificil para
elegir los ganadores. Gracias también al extenso jurado y
a los chairman de las sesiones.

Ademas de la parte académica, la visita guiada noctur-
na por el maravilloso casco histérico, para la cual el Ayun-
tamiento de Segovia nos ilumind la ciudad, la excelente
cena de despedida en La Floresta (cochinillo segoviano
partido con plato incluido) y las caracteristicas ideales de
Segovia para este tipo de eventos (tamafio, alojamientos,
comida, clima) contribuyeron a desarrollar vinculos tantos
profesionales como personales entre los asistentes a esta
Reunion.

Nuestro mas sincero agradecimiento a todos aquéllos
que asistieron a la X Reunion. Esperamos que realmente
disfrutarais de la Reunién tanto como nosotros disfrutamos
organizandola.

Nos vemos en Sevilla.

SEMgm



Xll Congreso Nacional
de Micologia
Bilbao 18-20 junio 2014

M= Angeles de la Torre

Universidad de Lleida

nuestros compaferos de la Euskal Herriko Unibert-

sitatea (UPV/EHU) liderados por Guillermo Quin-
dés, fue todo en éxito organizativo y participativo. La
universidad fue una magnifica anfitriona al acoger el con-
greso dentro del programa oficial de Cursos de Verano. La
amabilidad y hospitalidad de los responsables hicieron que
todo funcionase con fluidez y sincronizacion. Los asistentes
registrados fueron 256 y se presentaron 93 comunicacio-
nes. El fabuloso enclave de la ciudad de Bilbao acogid a
los congresistas, que disfrutamos tanto de su exquisita
gastronomia como de la gran belleza de la ciudad.

Antes de la inauguracién oficial del congreso se reali-
zaron cuatro talleres muy interesantes y practicos, espe-
cialmente dirigidos a aquellos miembros mas jovenes de
la Sociedad Espafiola de Microbiologia (SEM) y Asociacién
Espafiola de Micologia (AEM) que estan en el comienzo
de sus carreras investigadoras. Los talleres llevaban los
siguientes titulos: «Cémo escribir un articulo cientifico
y que te lo publiquen», «Problemas frecuentes en el
diagnéstico de laboratorio de las candidiasis y de otras
infecciones por levaduras», «Problemas frecuentes en
el diagnostico de laboratorio de las infecciones por
hongos filamentosos» y «Problemas frecuentes en el
estudio de la sensibilidad in vitro a los antifiingicos».
Todos los talleres fueron organizados por la AEM.

El congreso se inaugurd con una magnifica conferencia
impartida por el Dr. Francisco Xavier Pastor Molas titula-
da: «El arbol y el bosque: el laboratorio de Micologia
médica y la realidad clinica», en donde se puso de mani-
fiesto con brillantez las actuales dificultades en el diag-
nostico clinico micologico. Seguidamente, disfrutamos de
una sesion plenaria, «Avances en Micologia», en la que
diversos investigadores de prestigio hicieron un interesante
recorrido por los progresos de esta disciplina en los Gltimos
afnos. Al final de la tarde, todos los congresistas fuimos
invitados a una exquisita recepcién en el Ayuntamiento de
Bilbao. Por el camino pudimos disfrutar de las bellisimas
vistas de la ciudad, de la magnifica arquitectura del famoso

El XII Congreso Nacional de Micologia, preparado por
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museo modernista Guggenheim y de un bellisimo paseo a
lo largo del curso de la ria del Nervion / Ibaizabal. Duran-
te la recepcion, el concejal de Sanidad del Ayuntamiento
de Bilbao, el vicerrector de la UPV/EHU y los presidentes de
las sociedades AEM y SEM nos dieron a todos una muy
cordial bienvenida. Ademas, fuimos deleitados con un belli-
simo baile de aurresku interpretado con sumo gusto por un
dantzari. A continuacion, y para completar el evento, un
delicioso coctel ofrecido por los organizadores hizo gala
de la merecida fama acufiada por la cocina vasca. Hay que
decir que disfrutamos de un tiempo meteoroldgico ideal
que nos permitié pasear por la ciudad y recorrer barrios
tan emblematicos como el castizo Casco Antiguo con su
Mercado de la Ribera, el mayor mercado cubierto de Europa,
y visitar la monumental plaza Nueva / Barria de estilo neo-
clasico, asi como el palacio Arriaga, magnifico exponente
del estilo arquitectonico neobarroco. Asi, todos pudimos
comprobar que la ciudad de Bilbao en la actualidad brilla
en todo su esplendor.

Ambas sociedades, SEM y AEM, organizaron dos sesio-
nes plenarias conjuntas, una al comienzo del congreso que
versaba sobre los avances en Micologia, y otra al cierre
del mismo relacionada con la interaccién hongo-anfitrién.
En ambas sesiones se pudo comprobar la excelente cola-
boracién y el vinculo que existe entre ambos grupos de
cientificos.

La mafana del jueves comenzo con la exposicion de
una serie de comunicaciones orales, seleccionadasde entre
todos los trabajos/posteres presentados. Dentro de la
segunda reunion «Enfermedad Fiingica Invasora», que
se celebraba conjuntamente con el congreso, se impartid
un interesante taller sobre la terapia antifiingica nebuli-
zada. Seqguidamente tuvieron lugar dos mesas redondas, la
primera «El equilibrio ecoldgico y epidemiolégico de las
enfermedades fiingicas invasoras» y la segunda «Mico-
sis en América Latina». Paralelamente se desarrollé un
interesante taller titulado «El papel de los hongos des-
componedores en los ecosistemas terrestres». Dos mesas
redondas, «En el filo de la navaja: equilibrio ecolégico
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y epidemiolégico de las EFI» y «El papel de los hongos
en los restos lefiosos de los ecosistemas terrestres»
completaron la primera parte de la sesion. Por la tarde se
desarrollaron dos grupos de sesiones en paralelo: «Genoma
fiingico y taxonomia» y «Nuevos retos de la Micologia»,
organizadas por la AEM, y «Regulacion celular fiingica» y
«Los modelos flingicos», con la SEM como organizadores.
La defensa de los posteres tuvo lugar a mitad de la tarde
con gran éxito, lo que demuestra que la efervescencia de
las nuevas generaciones de mic6logos actda con fuerza
renovadora. La cena del congreso se celebrd por la noche
en el restaurante del Museo de Bellas Artes de Bilbao, en la
que la agradable gastronomia bilbaina fue acompafiada por
un concierto de misica barroca por el grupo Aula Boreal.

EL altimo dia de Congreso comenzé con dos mesas
redondas simultaneas: «Evolucion y perspectivas del
tratamiento empirico y de la terapia dirigida de las
EFI» (dentro de la reunién Enfermedad Flngica Invasora)
y «Micosis orales y subcutaneas», y dos sesiones expo-
sitivas: la AEM coordiné las charlas de la sesion «Micosis
emergentes», mientras que la SEM hizo lo propio con la

sesion «Micologia aplicada». Durante el transcurso del dia
también se ofrecieron otras dos mesas redondas: «Farma-
coeconomia y EFI en tiempos de tribulacién» y «Asper-
gilosis en el paciente critico», que completaron asi un
extenso, interesante y profundo recorrido que abarcé todos
los aspectos relacionados con el conocimiento actual en
Espaiia de la Micologia Clinica, Basica y Aplicada. El exi-
toso congreso se cerr6 con la conferencia impartida por el
Dr. Juan Carlos Ribas, galardonado con el premio Fleming
por la SEM, quien hizo gala de su reconocida erudicion y
nos deleitd con una interesante y amena charla titulada
«La pared fiingica es esencial en la regulacion de la
citocinesis».

La clausura oficial del congreso permitié que los congre-
sistas se despidieran en el relajado ambiente de un coctel
de despedida amenizado por la misica de jazz del grupo
Gintonic, confiando en encontrarse pronto en el XIII Con-
greso de Micologia que se celebrara en Lleida. En defini-
tiva, el enorme esfuerzo cooperativo de la SEM, AEM y la
UPV/EHU, hicieron de este encuentro en Bilbao un momen-
to memorable que todos recordaremos con sumo agrado.

Figura 1. Recepcién de los congresistas en el Ayuntamiento de Bilbao.
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XV Reunion
de Taxonomia, Filogenia

y Diversidad Microbiana de la SEM

José Luis Copa Patifio y Juan Soliveri de Carranza

Universidad de Alcala

sidad de Alcala la XV Reunidn del grupo especializado

de Taxonomia, Filogenia y Diversidad Microbiana de
la SEM. A la misma asistieron 56 investigadores con una
gran representacion de jovenes cientificos que, durante dos
dias, intercambiaron experiencias y conocimientos sobre
los tres aspectos fundamentales que definen al grupo: la
taxonomia, la filogenia y la diversidad microbiana.

La organizacion de esta XV Reunién corrid a cargo de la
Universidad de Alcala, estando presidida por el Prof. José
Luis Copa Patifio y, como Secretario, el Prof. Juan Soliveri
de Carranza. Tuvimos un Presidente de Honor, el Prof. Fer-
nando Laborda Rodriguez, que inicia una nueva etapa en
su vida como Profesor Emérito jubilado y al que quisimos
rendirle un sentido homenaje como organizador y funda-
dor de nuestro antiguo Departamento de Microbiologia,
mas tarde de Microbiologia y Parasitologia y hoy dia de
Biomedicina y Biotecnologia. La reunién tuvo lugar en el

D urante los dias 3 y 4 de julio se celebr6 en la Univer-

SEM@foro

antiguo edificio del Colegio Mayor de San Ildefonso, un
marco inigualable, situado en el casco antiguo de la ciudad
de Alcala de Henares y que hoy en dia es sede del Rectorado
de la Universidad.

La inauguracién formal de la Reunidn se realizd en el
Paraninfo, acompafiada de una fuerte tormenta que refresco
el rigor del verano en estas tierras. EL Paraninfo es una de
las joyas de nuestra Universidad, lugar donde se entre-
gan los Premios Cervantes por Su Majestad el Rey y que
constituyd un marco inigualable para iniciar la reunion. La
inauguracion estuvo presidida por el Vicerrector de Docen-
cia y Estudiantes, Prof. José Vicente Saz Pérez, microbidlo-
go y Jefe de Servicio de Microbiologia del Hospital Principe
de Asturias. Le acompafaban en la mesa el Prof. Antonio
Ventosa, como Presidente de nuestro Grupo especializado
de la SEM, y el Presidente Honorifico, el Presidente y el
Secretario del Comité Organizador de la Reunion. Acabada
la Inauguracidn, nos trasladamos a la Sala de Conferencias

NUMERO 58

¥710¢ OId




DIC 2014

Internacionales, lugar donde se llevaron a cabo todas las
presentaciones. Dicha Sala, al tener una disposicion ovala-
da, donde todos los participantes miran al centro de la sala
como si de una mesa se tratara, nos permitio asistir a las
presentaciones y discusiones de una manera mas cercana,
animando a interesantes debates.

La conferencia inaugural corrié a cargo del Prof. Juan
Antonio Saez Nieto, Jefe del Area de Bacteriologia del Cen-
tro Nacional de Microbiologia del Instituto de Salud Car-
los III, que verso sobre «La identificacion de bacterias pato-
genas en humanos: usuales atipicas, inusuales, emergentes
y nuevas especies». La conferencia transcurri6 de forma
afable y distendida, no exenta de rigor cientifico, y en la
que se repaso la labor que realiza su laboratorio con todas
aquellas cepas que se resisten a ser identificadas o que hay
que tipificar convenientemente. Después de la conferencia
hubo tiempo, al igual que al dia siguiente, para visitar el
area de posters, 26 en total, y comentar con sus autores los
resultados expuestos. Durante la Reunién se programaron
dos conferencias invitadas: «Research into the use of soil
microbial characterisation in forensic case work: MISAFE an
EU funded collaborative research Project» por José Carlos
Cordero Pérez, Responsable de Microbiologia y Genética no
humana del Servicio de Criminalistica de la Guardia Civil, y
«Metagenomica de virus en ecosistemas polares y en la cavi-
dad oral humanay por el Dr. Alberto Lopez-Bueno del Centro
de Biologia Molecular Severo Ochoa (CSIC-UAM). La primera
de ellas no pudo ofrecerse por causas totalmente justifi-
cadas, siendo la conferencia de clausura la del Dr. Alberto
Lopez-Bueno. En ella nos mostré el fascinante mundo de
los virus, hablandonos sobre su diversidad y complejidad
a la hora de su clasificacion, utilizando como ejemplo sus
estudios realizados en ecosistemas polares y en la cavidad
oral. Finalmente, como parte muy importante de la Reu-
nion, tuvieron lugar las comunicaciones orales ofrecidas
por jovenes investigadores. Debido al tiempo de que se
disponia en la Reunidn, se ofrecieron 16 comunicaciones
orales repartidas en el dia y medio de trabajo.

Durante el desarrollo de la Reunién, se llevd a cabo la
Asamblea del Grupo, donde entre otras cosas, se felicito
a la Prof. Martha Trujillo por su reciente elecciéon como
Presidente de BISMiS (Bergey’s International Society for
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Microbial Systematics) y se informd, por parte de los miem-
bros que asistieron al mismo, del reciente Congreso BISMiS
2014, celebrado en Edimburgo. Hubo tiempo también para
aspectos mas formales: el Secretario dio lectura al acta
anterior para su aprobacion y la tesorera inform6 del esta-
do de cuentas del Grupo. Finalmente, se acord6 nombrar
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una comision formada por miembros de la Junta Directiva
y por alguno de los miembros de la Comision Organizado-
ra, para otorgar los premios a las mejores comunicaciones
orales y en poster. En total se concedieron 6 premios a los
siguientes investigadores Paulina Corral Villa (Universidad
de Sevilla), Victor Gonzéalez Menéndez (Fundacion MEDINA,
Granada), Maria Mas Lladé (Universitat de les Illes Balears),
Radl Riesco Jarrin (Universidad de Salamanca), Ariadna
Sanglas Baulenas (Universitat de Barcelona) y Eva Tarazona
Castellblanque (Universitat de Valéncia).

Ademas del programa cientifico, los participantes pudie-
ron disfrutar de un programa social que incluyé una visita
guiada a la Universidad de Alcala, donde se nos explico
la historia de la misma, visitando el Paraninfo, el Patio
Trilingiie y la recientemente restaurada Capilla de San
Ildefonso. Posteriormente, realizamos otra visita guiada
al casco antiguo de Alcald de Henares, centrandonos en
ciertos enclaves que hablan de la rica historia de la ciudad:
casa de Cervantes, casa de Azafa, barrio judio, lugar donde
estuvo enclavada la antigua sinagoga de Alcala, un patio
tipico de las casas antiguas de Alcala, Capilla del Oidor, etc.
Tanto la recepcion de bienvenida, como la cena de clausura,
se realizaron en lugares con especial encanto, tales como
el Restaurante La Cdpula, antigua iglesia de Alcala, y el
Parador Nacional de Turismo.

Finalmente el dia 5 de julio tuvimos la oportunidad de
realizar una excursion a la cercana ciudad de Sigiienza, con
comida incluida en un afamado restaurante de la ciudad.
Estd ciudad fue un importante y rico enclave en época
medieval, contando con Obispado y Universidad propia.
Visitamos el castillo (actualmente Parador Nacional de

Turismo), la casa del Doncel (perteneciente a la Universidad
de Alcald), asi como la Catedral, con su impresionante mez-
cla de romanico y gotico, lugar donde reposa «El Doncely,
una de las principales esculturas del gético tardio espafiol.
Antes, se hizo una parada muy cerca de Sigiienza, en las
salinas de Imon. Son salinas de interior, antiguamente de
gran importancia, ya que en la época medieval eran un
filon de riqueza que explotaron tanto la Corona como la
Iglesia. En este lugar, embriagados algunos del ambiente
«salinoy, disfrutamos enormemente fotografiando, visitan-
do sus arcaicas estructuras o ...tomando muestras..., que el
trabajo nunca se olvida. Creo que fue una excursion dificil
de olvidar, lo sentimos por los que se la perdieron.
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CONGRESOS

| Reunion de Docencia
==y Difusion de la Microbiologia

sidad de Alicante, durante los calurosos dias 5y 6 de
septiembre se celebrd la segunda cita para los miem-
bros del Grupo Especializado en Docencia y Difusion de la
Microbiologia. Los también calurosos anfitriones fueron en
esta ocasion Pepa Antéon, Kika Colom, Manuel Martinez,
Manuel Sanchez, Fernando Santos y Marina Torreblanca,
profesores de la citada universidad y de la Miguel Hernandez.
La reunidn estuvo precedida de dos magnificos talleres,
el primero practico, impartido en el aula de informatica
sobre el uso de herramientas de analisis metagenémico
con fines pedagdgicos en estudios de Grado y el segundo,
impartido por Manuel Martinez y Fernando Santos. El
seqgundo, a cargo de Kika Colom y Enrique Perdiguero,
brillante por la calidad del planteamiento, la deslumbrante
retorica este Gltimo, experto en Historia de la Ciencia y
comunicacion cientifica, y sin duda por el interés candente
del tema en ese momento (jy lo que quedaba!): la epidemia
de Ebola y su tratamiento por los medios de comunicacion.
No os cuento mas porque Manuel Sanchez Angulo compar-
te la experiencia de los privilegiados que estuvimos alli con
todos los lectores de SEM@foro en su articulo «Ciudadano
Ebola», en este nimero (pag. 38).

En el Campus de Sant Vicent el Raspeig de la Univer-

Un}'versitat d’Alacant
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Victor J. Cid, Secretario del grupo D+DM

Hubo después tiempo para el picoteo con amigos y
colegas, regado con cerveza artesana elaborada ad hoc para
los amantes de la fermentacién y también vino «joven»
(no porque no hubiera pasado por crianza, sino porque
fue cortesia del grupo de Jovenes Investigadores, JISEM).

Seria imposible resefiar en unas lineas todas las ideas y
debates que surgieron en la intensa jornada posterior. Una
excelente idea de la organizacion fue la exposicion oral de los
posters en micropresentaciones de dos minutos, un formato
dindmico y participativo muy productivo. Hubo premios a
las mejores ideas e iniciativas, como el otorgado a los jove-
nes blogueros de Microbios & Co (http://microbiosandco.
blogspot.com.es). Se hablé de todo: docencia universitaria,
cursos on-line, cine, divulgacion... Comentaré no obstan-
te las mejores jugadas, pecando acaso de subjetividad, que
fueron las sesiones destacadas y organizadas en formato de
mesa redonda. La primera, la sesion de Microbiologia en la
ensefanza preuniversitaria, organizada por Pilar Calvo y el
comité organizador y torpemente moderada por quien escribe
estas lineas. En ella, Adoracion Sanchez, Isabel Fernandez
Boan y la propia Pilar Calvo (profesoras de instituto, las dos
altimas también asociadas en la universidad), Francisco Colo-
ma (coordinador de F.P.) y Rosa Mejias (experta en formacion




de profesorado) mantuvieron con el pablico un debate inte-
resantisimo sobre como incidir en el curriculo microbiolégico
y, en general, en la cultura cientifica de nuestros estudiantes
de secundaria y formacion profesional, victimas de una deri-
va politica y legal absurda que impide la implementacion y
actualizacion de los programas. De las lineas de accion que
surgieron hablaremos pronto en estas paginas.

La otra sesion abierta digna de especial reconocimien-
to, fue la organizada por el entusiasta Nacho Belda con
la colaboracion de Ana Alastruey sobre las actividades
y perspectivas de JISEM, el grupo de trabajo de Jovenes
Investigadores. Trajeron ideas frescas que estan cristalizan-
do (su dinamica web https://sites.google.com/site/jovene-
sinvestigadoressem/, su participacion en mdltiples inicia-
tivas como los Cursos de Iniciacion, NoticiaSEM, las Juntas
Directivas de algunos grupos, etc. etc) y, sobre todo, datos
para llamar a la reflexién a una sociedad cientifica que
no parece preocuparse de su cantera. Como los resultados
de una encuesta que prueba que la inmensa mayoria de
los estudiantes de Masteres en Microbiologia en Espafia ni
siquiera conoce la existencia de la SEM.

SEM%FO NUMERO 58

Calor humano, calor meteoroldgico y un buen caldo de
cultivo para las ideas. Bolonia ya no es la protagonista,
pero el placer de ensefiar, divulgar y compartir la Microbio-
logia supuso en Alicante un paso mas para la consolidacion
de D+D SEM, un grupo joven y con vocacion de permanecer
siempre joven.
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XIX Congreso Nacional de
Microbiologia de los Alimentos
24-26 septiembre 2014, Zaragoza

Santiago Condon Uso6n

en el Paraninfo de la Universidad de Zaragoza la XIX

edicion del Congreso Nacional de Microbiologia de los
Alimentos que ha contado con casi 200 asistentes (sema-
limentos2014.unizar.es).

EL Congreso se inicid el miércoles 24 de septiembre
con la inauguracion oficial presidida por el Magfco. Sr. D.
Manuel Lépez, rector de la Universidad de Zaragoza, acom-
pafnado por el Ilmo. Sr. D. José Francisco Sancho, director
general de Salud Pablica del Gobierno de Aragon, el Ilmo.
Sr. D. Juan José Badiola, presidente de la Agencia Aragone-
sa de Seguridad Alimentaria, el Ilmo. Sr. D. Francisco Javier
Carballo, presidente del Grupo de Alimentos de la SEM y
el Dr. Santiago Condén, presidente del Comité Organizador
del Congreso.

El Congreso se estructuré en: una conferencia inau-
gural, diez sesiones de temas diversos, tres «workshops»,
una sesion de estrega de premios y una conferencia de
clausura. Durante todo el Congreso los asistentes tuvieron
la oportunidad de leer las 120 comunicaciones en formato
de poster en la sala destinada a tal fin. La conferencia
inaugural fue patrocinada por el Ilustre Consejo General
de Colegios Veterinarios de Espafa y fue impartida por el

Del 24 al 26 de septiembre de 2014 se ha celebrado
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Presidente del Comité Organizador del Congreso

Acto oficial de Inauguracion del Congreso. De izquierda a
derecha: llmo. Sr. D. Francisco Javier Carballo, presidente del
Grupo de Alimentos de la SEM, limo. Sr. D. José Francisco
Sancho, director general de salud publica del Gobierno de
Aragoén, Magfco. Sr. D. Manuel Lopez, rector de la Universidad
de Zaragoza, llmo. Sr. D. Juan José Badiola, presidente de la
Agencia Aragonesa de Seguridad Alimentaria, y Dr. Santiago
Condén, presidente del Comité Organizador del Congreso.
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Dr. Jorge Galan, director del departamento de «Microbial
Pathogenesis» de la Facultad de Medicina de la Universidad
de Yale, de Estados Unidos. EL Dr Galan ha sido distinguido
con el premio «Robert Koch» y es miembro de la Academia
Nacional de Ciencias de Estados Unidos. La charla llevaba
por titulo: Mecanismos de patogenicidad de Salmonella y
Campylobacter jejuni: resultados similares para estrategias
distintas». EL Dr. Galan describi6 con detalle las estrategias
seguidas a lo largo de varios afios para descubrir los meca-
nismos de resistencia y patogenicidad de Salmonella Typhi
y la forma de interpretar los resultados. Este descubrimien-
to permitira en breve elaborar una vacuna que es esperable
permita erradicar las fiebres tifoideas de nuestro planeta.

Las sesiones incluyeron consecutivamente una o varias
ponencias y comunicaciones orales. La sesién I (Avances
metodoldégicos en Microbiologia de los Alimentos) fue
moderada por el Dr. Javier Carballo de la Universidad de
Vigo, e incluyo la ponencia: «Biologia molecular de comuni-
dades microbianas y posibles aplicaciones en microbiologia
de los alimentos», que corrid a cargo del Dr. Daniel Lopez,
director de laboratorio del «Institute for Molecular Infec-
tion Biology», de la Universidad de Wurzburg, Alemania.
A continuacion se presentaron tres comunicaciones orales.
En la ponencia se pusieron ejemplos de las dltimas meto-
dologias de biologia molecular aplicadas en campos diver-
sos de la microbiologia, y las comunicaciones mostraron la
aplicacion de algunas de estas técnicas en el campo de la
microbiologia de los alimentos.

Las sesiones IT y IIT (La seguridad alimentaria y la
microbiologia de los alimentos desde distintas perspecti-
vas) fueron moderadas por los Dres. José Fernandez Sal-
guero de la Universidad de Cérdoba (sesion II) y Dr. Gon-
zalo Garcia de Fernando de la Universidad Complutense de
Madrid (sesion III), e incluyeron las ponencias «La perspec-
tiva de los sistemas sanitarios de salud», que corri6 a cargo
de la Dra. Rosa del Campo, investigadora Miguel Servet del

XIX
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Acto oficial de Clausura del Congreso. De izquierda a derecha:
Dr. Santiago Condon, presidente del comité organizador, y

Dr. Francisco Javier Carballo, presidente del Grupo de Alimentos
de la SEM

SEM@foro

Servicio de Microbiologia del Hospital Ramén y Cajal de
Madrid; «La perspectiva de los investigadores», a cargo
del Dr. Miguel Angel Asensio, catedratico de la Universidad
de Extremadura y antiguo presidente de SEM-Alimentos;
«Actividades recientes de la EFSA sobre riesgos bioldgicos
en sequridad alimentaria», a cargo de D. Pablo Romero,
«scientific officer» de la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria; y «La perspectiva de las industrias agroalimen-
tarias», a cargo de la Dra. Blanca Jaurequi, directora del
departamento de I+D+i de Centro Nacional de Tecnologia
Alimentaria (CNTA). Las sesiones se completaron con cuatro
comunicaciones orales. Los ponentes dieron su vision sobre
la problematica actual y los desafios que actualmente tiene
planteados la microbiologia de los alimentos, y las comuni-
caciones se seleccionaron para mostrar investigaciones con
enfoques hasta ahora poco frecuentes en nuestro campo.

Las sesiones IV y V se dedicaron a la «Biotecnologia
microbiana de los alimentos». La sesion IV fue moderada
por el Dr. Baltasar Mayo, investigador del IPLA-CSIC, e
incluyo la ponencia «Probidticos y microbiota intestinal. De
donde venimos y a donde vamos» a cargo de la Dra. Clara
Gonzélez de los Reyes-Gavilan, directora del IPLA-CSIC.
En esta sesion se incluyeron cinco comunicaciones orales.
La sesion V fue moderada por el Dr. Vicente Sanchis, de la
Universidad de Lérida, e incluy6 la ponencia «Bacterias
lacticas del vino y fermentacion malolactica», impartida por
el Dr. Albert Bordons, catedratico emérito de la Universidad
Rovira i Virgili. La ponencia fue seguida por cuatro comu-
nicaciones orales relacionadas con el tema microbiologia/
enologia.

Las sesiones VI y VII se dedicaron a los «Retos micro-
biolégicos en la industria alimentaria actual». La sesion VI
se centro en productos carnicos, fue moderada por D. Jesis
Garcia, presidente del Ilustre Colegio Oficial de Veterinarios
de Zaragoza, e incluy6 las ponencias:«Descontaminacion
de canales» impartida por la Dra Elena Gonzalez Fandos,
catedratica de la universidad de la Rioja; «Listeria mono-
cytogenes en productos carnicos», a cargo de D. Antonio
Espafiol, inspector del Servicio de Seguridad Alimentaria,
Salud Ambiental y Coordinacidn, del Gobierno de Aragon; y
«Toxoplasma gondii en la industria carnica», impartida por
la Dra. Susana Bayarri, profesora de la Universidad de Zara-
goza. La sesion VII se centrd en ovoproductos y alimentos
de origen vegetal y fue moderada por el Dr. David Rodriguez
del ITACyL. La sesidn incluy6 las ponencias: «impacto en
la salud pdblica de una extension de la fecha de caducidad
del huevo cascara», a cargo de D. Pablo Romero, «scientific
officer» de la Autoridad Europea de Seguridad Alimenta-
ria; «Descontaminacion de frutas y hortalizas», impartida
por Diia. Silvia Garcia de la Torre, investigadora del Centro
Nacional de Tecnologia Alimentaria (CNTA); y «Descontami-
nacion de harinas y frutos secos», a cargo del Dr. Nicolas
Meneses, investigador del departamento de I+D de Buhler
(Suiza). Las ponencias fueron seguidas por cinco comuni-
caciones que mostraban estrategias varias para resolver
problemas concretos de la industria alimentaria.

La sesion VIII, titulada «Avances en fisiologia micro-
biana de interés en microbiologia de los alimentos», fue
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moderada por la Dra. Antonia Picon del INIA, e incluyd las
ponencias tituladas: «Una mirada positiva a los biofilms
bacterianos», impartida por el Dr. Diego Romero, investiga-
dor de la Universidad de Malaga y del Instituto de Hortofru-
ticultura Subtropical y Mediterranea del CSIC; y «Respues-
tas adaptativas al estrés en microorganismos patdgenos y
sus implicaciones para la seguridad alimentaria», a cargo
del Dr. Avelino Alvarez, investigador del «Teagasc Food
Research Centre» de Irlanda. La sesion se completo con
dos comunicaciones orales.

Las sesiones IX y X se incluyeron bajo el epigrafe gene-
ral «Tecnologias emergentes y microbiologia predictiva».
Las sesiones fueron moderadas por el Dr. Alfredo Palop de
la universidad de Cartagena. La sesion IX incluy6 la ponen-
cia «Microbiologia predictiva orientada a la integracion en
una evaluacién de riesgos microbioldgicos alimentarios»,
impartida por el Dr. Pablo Fernandez Escamez, catedrati-
co de la universidad de Cartagena y miembro del panel
de riesgos bioldgicos de la EFSA, que fue seguida de tres
comunicaciones orales relacionadas con la aplicacion de
la microbiologia predictiva en nuestro campo de trabajo.
La sesion X incluy6 una ponencia, impartida por la Dra.
Mercedes Lopez, profesora de la universidad de Ledn, que
verso sobre «Posibilidades y limitaciones del plasma frio
para la conservacion e higienizacion de los alimentos», y
cinco comunicaciones orales seleccionadas para dar una
idea amplia sobre nuevas tecnologias. Dos comunicaciones
estaban relacionadas con los efectos de los antimicrobianos
naturales en bacterias y virus entéricos, y las otras tres a la
higienizacion/conservacion de los alimentos con luz ultra-
violeta, altas presiones y pulsos eléctricos de alto voltaje.

Entrega del lll Premio OXOID a la mejor Tesis doctoral en
Microbiologia de los Alimentos al Dr. Juan S. Aguirre. De
izquierda a derecha: Dr. Gonzalo Garcia de Fernando, director
de la tesis, Dia. Patricia Vezina, delegada de Oxoid-Thermo
Scientific en Espafa, Dr. Javier Carballo, y Dra. Antonia Picén,
presidente y secretaria respectivamente del Grupo de Alimentos
de la SEM.
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El congreso incluy6 también tres «workshops», el pri-
mero de los cuales fue patrocinado por la empresa 0X0ID-
Thermo Scientific, llevaba por titulo «PCR en Seguridad
Alimentaria: Optimizacion del proceso» y fue impartido por
Dfa. Itziar Olea. El segundo dia, la empresa ZEULAB patro-
cin6 la charla: «Sistemas lab-in-box para la deteccion de
microorganismos y antibioticos en los alimentos», que fue
impartida por el Dr Pedro Razquin, gerente de la empresa.
El tercer dia, el Dr. José Félix Alvarez impartio la charla
«Deteccién de contaminacién microbiana en alimentos en
tiempo real: Bac-Trac», patrocinada por la empresa GOMEN-
SORO.

La buena disposicion de empresas y asociaciones
diversas hizo posible ampliar el namero de premios que
tradicionalmente distinguen a trabajos y personas des-
tacadas en nuestro campo. El «III Premio Especial del
Grupo de Microbiologia de Alimentos al mejor joven inves-
tigador en Microbiologia de Alimentos» fue adjudicado
al Dr. Ignacio Alvarez, actualmente profesor titular de la
Universidad de Zaragoza por su trayectoria en el estudio
de la aplicacion de las nuevas tecnologias de procesado
para la pasteurizacion y esterilizacion de los alimentos.
Este joven investigador imparti6 la conferencia de clau-
sura que llevaba por titulo «Tecnologias emergentes de
conservacion: ;Nos olvidamos del calor?». El «III Premio
de Investigacion OXOID a la mejor Tesis doctoral en Micro-
biologia de los Alimentos» recay6 en la tesis doctoral
titulada. «Variabilidad de la inactivacién microbiana y
de la fase de latencia de los supervivientes a diferentes
procesos de conservacion de los alimentos», de la que
fue autor el Dr. Juan Aguirre y director el Dr. Gonza-
lo Garcia de Fernando Minguillén, y que fue realizada
en la Universidad Complutense de Madrid. La ponencia
que resumia el contenido de la tesis fue impartida por el
director del trabajo en ausencia del premiado. El premio
a la mejor comunicacion del Congreso fue adjudicado a
Josué Delgado de la universidad de Extremadura por su
trabajo titulado «Efecto sobre la sintesis de proteinas y
mecanismo de accién de la proteina antiflingica PgAFP en
Aspergillus flavus». Por primera vez se otorg6 el «Premio
MICROKIT a la comunicacién mas innovadora» que recayo
en el trabajo «Seleccién y optimizacion de las condicio-
nes de produccion de PHBs a partir de subproductos de
maiz y de patata», desarrollado en el Centro Nacional de
Tecnologia Alimentaria (CNTA). EL premio fue recogido
por la Dra. Raquel Virto, directora del trabajo. Finalmen-
te, y también por primera vez, se otorgd un premio a la
comunicacién de mayor interés médico, patrocinado por
el Ilustre Colegio Oficial de Médicos de Zaragoza. El pre-
mio fue compartido por la comunicaciones «Los fructanos
tipo inulina influyen sobre las especies de bifidobacterias
intestinales y el perfil de acidos grasos de cadena cor-
ta en mujeres obesas» desarrollado en el IPLA-CSIC, y
«Efecto inhibidor de metabolitos y compuestos fendlicos
de extractos de arandano rojo frente a la adherencia de
E. coli uropatdgena» desarrollado en el CIAL (CSIC-UAM).
Los premios fueron recogidos por los primeros firmantes,
Dfia Nuria Salazar y Diia Adelaida Esteban.
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Durante el Congreso tuvo lugar la asamblea general
del Grupo Especializado de Microbiologia de los Alimentos.
En la asamblea se informd a los asistentes de los resulta-
dos de las votaciones para la eleccion de distintos cargos
de la junta directiva y se confirmaron los nombramientos.
El presidente agradeci6 sus esfuerzos a los doctores José
Fernandez Salguero y el Dr. David Rodriguez que cesaban
en su cargo y felicité a los Drs Marta Pérez de ITACyL y al
Dr Carlos Alonso de la Universidad de Leon por su eleccion
como vocales. Igualmente felicitd a los doctores Gonzalo
Garcia de Fernando Minguillon y Antonia Picén por su ree-
leccion como vicepresidente y secretaria respectivamente.
Tras valorar distintas posibilidades, se decidié que el XX

| Premio MICROKIT a la comunicacion mas innovadora,
desarrollada en el CNTA. De izquierda a derecha: Dra. Raquel
Virto, directora de la investigacion y Dr. Javier Carballo,
presidente del Grupo de Alimentos de la SEM.

Premio a la mejor comunicacion del Congreso a D. Josué
Delgado. De izquierda a derecha: Javier Carballo, presidente
del Grupo de Alimentos de la SEM, el premiado y Dra. Antonia
Picén, secretaria del Grupo de Alimentos de la SEM.
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Congreso Nacional del grupo de Alimentos de la Sociedad
Espafiola de Microbiologia fuese organizado por el Dr. Car-
los Alonso Calleja. La nueva edicion se celebrara en 2016
en Leodn.

El acto de clausura fue presidido por el Ilmo. Sr. Fran-
cisco Javier Carballo, presidente del grupo de alimentos
de la Sociedad Espafiola de Microbiologia, acompafado del
Dr. Santiago Condon, presidente del Comité Organizador
del XIX Congreso.

En la pagina electrénica del Congreso (semalimen-
tos2014.unizar.es) esta disponible el libro de ponencias y
comunicaciones, asi como fotografias diversas. Esta docu-
mentacion sera de libre acceso.

Entrega del Premio a la comunicacién de mayor interés médico,
que fue compartido por Dia. Nuria Salazar y Dia. Adelaida
Esteban. De izquierda a derecha: Dra. Antonia Picén, secretaria
del Grupo de Alimentos de la SEM, las premiadas, y Dr. Javier
Carballo, presidente del Grupo de Alimentos de la SEM.

Entrega del Il Premio Especial del Grupo de Microbiologia de
los Alimentos a jovenes investigadores al Dr. Ignacio Alvarez.
De izquierda a derecha: Dr. Javier Carballo, presidente del Grupo
de Alimentos de la SEM, Dr. Ignacio Alvarez y Dra. Antonia Picén,
secretaria del Grupo de Alimentos de la SEM.
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X Congreso de Microbiologia
del Medio Acuatico

Juan José Borrego

Universidad de Malaga. Presidente del Grupo

co (MMA) se celebro con éxito en las ciudades de Elche

y Orihuela, los dias 7 al 9 de septiembre de 2014. El
Centro de Congresos Ciudad de Elche albergd la mayor parte
del programa del Congreso, mientras que la conferencia de
clausura tuvo lugar en el centenario Ateneo Cultural Casino
Orcelitano de Orihuela. Al evento asistieron investigadores
especialistas en microbiologia de aguas, tanto del ambito
académico como de empresas relacionadas con el sector. La
conferencia de apertura titulada «Importancia sanitaria de
Arcobacter» fue presentada magistralmente por el Dr. Arturo
Levican Asenjo, Universidad Andrés Bello, Chile, que recibid
el premio a la mejor tesis doctoral otorgado por el Grupo
MMA. Elinvitado de honor, Dr. Vicente Catalan Cuenca, Direc-
tor de I + D + i en Labaqua S.A., fue el encargado de poner
el broche final del Congreso con su conferencia de clausura
titulada «Métodos rapidos para el control microbioldgico de
la calidad del agua potable».

Fue destacable la implicacion de los investigadores jove-
nes en las 5 sesiones (Patologia de especies acuicolas I'y II,
Biodiversidad, Innovacién tecnolégica, y Ecologia) en las que
se distribuyeron las 43 comunicaciones orales que tuvieron
lugar durante el Congreso. EL Grupo MMA, que también cele-
bro su Asamblea, concedié un premio a la mejor comunica-
cion de cada una de las 5 sesiones. Asimismo se entreg6 el IT
Premio Microkit a la mejor comunicacion de la especialidad.

Los congresistas participaron en diversos actos sociales
como la recepcién de bienvenida en el palmeral de Elche y
visita al centro de la ciudad, el paseo por la monumental
Ciudad Orihuela, destacando la visita a su Universidad His-
torica (s. XVI) con categoria plena de Universidad Pablica
de todas las ciencias y artes desde 1569, equiparada con las
Universidades de Salamanca, Alcala de Henares y Valencia.

El X Congreso SEM de Microbiologia del Medio Acuati-

Acto de Inauguracion.

Grupo de Microbiologia
del Medio Acuatico

El Congreso culmind con la cena de clausura en el exclusivo
enclave de los jardines del Hotel Huerto del Cura.

La organizacion del congreso fue responsabilidad del Dr.
Antonio Martinez-Murcia, con la eficaz e inestimable ayuda
de su equipo, D® Gema Bru, D2 Alicia Gonzalvez, D? Lyud-
myla Korenyuk, y D. José Antonio Serrano, actuando como
secretario el Dr. Aaron Navarro, todos de la empresa de base
tecnolégica Genetic Analysis Strategies S.L. La calidad cien-
tifica fue considerada de excelencia y avalada con la ayuda
del Comité Cientifico formado por: Dr. Juan José Borrego
Garcia (Presidente; Universidad de Malaga), Dr. Anicet Blanch
Gisbert (Universidad de Barcelona), Dr. Albert Bosch Navarro
(Universidad de Barcelona), Dr. Antonio Camacho Gonzalez
(Universidad de Valencia), Dr. Vicente Cataldn Cuenca (Laba-
qua), Dra. Maria José Figueras Salvat (Universidad Rovira i
Virgili), Dra. Silvia Gonzalez Acinas (Instituto de Ciencias
del Mar), Dr. José Agustin Guijarro Atienza (Universidad de
Oviedo), Dr. Jes(s Lopez Romalde (Universidad de Santiago de
Compostela), Dra. Consuelo Esteve Sanchez (Universidad de
Valencia), Dra. Rosa M. Pint6 Solé (Universidad de Barcelona),
Dra. Maria Jests Pujalte Domarco (Universidad de Valencia),
Dr. Francisco Rodriguez Valera (Universidad Miguel Hernan-
dez) y Dr. Antonio Sanchez Amat (Universidad de Murcia).

Finalmente, un agradecimiento a las instituciones que
hicieron posible el X Congreso MMA, con su apoyo y colabora-
cion, como fueron la Universidad Miguel Hernandez, el Excmo.
Ayuntamiento de Elche y el Excmo. Ayuntamiento de Orihuela;
con especial mencion a las empresas Labaqua S.A., Bertin Tech-
nologies, y el Ateneo Cultural Casino Orcelitano de Orihuela.

Universidad Histérica de Orihuela (S.XVI).
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El Curso de Iniciacion a
la Invesbigacion en Microbiologia

Una propuesta de la SEM que no pierde
su tiron enbtre los fuburos cientificos

Inés Arana y Maite Orrurio

Organizadoras del curso. Universidad del Pais Vasco (UPV/EHU)

a apuesta de la Sociedad Espafiola de Microbiologia

(SEM) por el estimulo de las vocaciones cientificas

entre los estudiantes interesados en la investigacion
en Microbiologia ha continuado con la celebracion del XVIII
Curso de Iniciacion a la Investigacion en Microbiologia
(CIIM2014). EL curso se celebr6 en la Facultad de Ciencia
y Tecnologia de la Universidad del Pais Vasco (UPV/EHU)
(Leioa) entre los dias 18 y 20 de Junio de 2014 con el
patrocinio de la Fundaciéon Ramén Areces y del Vicerrecto-
rado de Campus de Bizkaia (UPV/EHU) y la colaboracién de
la Facultad de Ciencia y Tecnologia.

Edicion tras edicion, los alumnos seleccionados disfru-
tan de una beca que incluye la inscripcion al curso y alo-
jamiento y manutencién durante la celebracion del mismo.
Desde el curso pasado, ademas, los alumnos seleccionados
tienen abonada su inscripcion en el siguiente Congreso
Nacional de la SEM que se celebra bianualmente, en este
caso en el afio 2015.

El analisis de la informacion derivada de la preparacion
y organizacion del curso se ha realizado siguiendo las pau-
tas establecidas por Llagostera y Barbé, organizadores del
curso en 2013. En esta edicion, se recibieron 78 solicitudes
con un amplio origen geografico (Figura 1), destacando por
su namero los solicitantes provenientes de la Universidad
del Pais Vasco (UPV/EHU) (21%) y de la Universidad de
Granada (14%). El elevado porcentaje de solicitudes reci-
bidas desde la UPV/EHU puede atribuirse al hecho de ser la
sede del curso y la difusién y publicidad realizada por los
profesores del Departamento de Inmunologia, Microbiologia
y Parasitologia en los diferentes grupos de docencia.

De entre las solicitudes admitidas, el 77 % correspondieron
a alumnos que cursaban el Gltimo afio de Grado o de Licencia-
tura (Figura 2), fundamentalmente de titulaciones de Biocien-
cias (Biologia, Bioquimica, Biotecnologia o del nuevo Grado de
Microbiologia). Esta situacion es muy similar a la detectada el
curso pasado (Llagostera y Barbé, 2013, SEM@foro 56).

El analisis de la distribucion por nota de los solicitantes
se ha realizado considerando (nicamente las notas de Grado
o de Licenciatura. Nuevamente, la distribucion es similar
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Figura 1. Distribucién por Universidades, expresada en
porcentaje, de las solicitudes de inscripcion recibidas.
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Figura 2. Distribucion atendiendo a los estudios en curso,
expresada en porcentaje, de las solicitudes de inscripcién recibidas.
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a la obtenida el curso pasado, primando las solicitudes de
alumnos con buenos expedientes (34 % con notas superio-
res a 8). Resulta destacable que muchos de los solicitan-
tes alegaron y demostraron otros méritos como estancias
en el extranjero, realizacion de practicas externas, becas,
participacién en congresos nacionales e internacionales o
articulos, indicativo de que nuestros estudiantes sobresa-
lientes tratan de ampliar y mejorar sus curricula.

Como es habitual se seleccionaron 20 alumnos aten-
diendo a su expediente y considerando, ademas, los méritos
demostrados y a primar la diversidad en las universidades
de origen de los solicitantes. Asimismo, al curso han asis-
tido 8 alumnos invitados que han participado de todas las
actividades. Dentro de este Gltimo grupo, la mayoria per-
tenecian a la UPV/EHU dado el apoyo econdémico recibido
de la misma.

Figura 3. Alumnos del curso participando en diferentes actividades, en el aula y en la bodega.
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En esta edicion se incorporaron, como novedad, dos
ponencias «Etica en la investigacién como indicativo de
calidad de la investigacion universitaria» e «Iniciando una
carrera investigadora». La primera de estas ponencias se
seleccioné debido a la importancia creciente a las con-
sideraciones éticas, en especial bioéticas, en cualquier
investigacion y a la aparicion en los dltimos afios de una
legislacion que regula estas cuestiones que todo investiga-
dor precisa conocer. La segunda de las ponencias incorpo-
radas deriva de la peticion realizada por los alumnos de la
edicion anterior del curso y conté con la colaboracion del
Grupo de Jovenes Investigadores de la Sociedad Espafiola
de Microbiologia (JISEM) a quienes agradecemos su apoyo.
Esta ponencia fue impartida por el Dr. David Pérez-Pascual,
alumno del IX Curso quien describid su recorrido investiga-
dor, y la de otros compaiieros, desde la realizacion del curso
hasta el momento actual, haciendo hincapié en la motiva-
cién que supuso el curso para ellos y en la red de contactos
que establecieron a raiz del mismo. El interés suscitado
por ambas ponencias se reflejo en el debate abierto entre
alumnos, profesores e investigadores acompafantes que
tuvo lugar al término de las mismas.

Queremos resaltar y agradecer la participacion en los
debates de los ponentes que nos acompanaron durante los
tres dias (Dr. Antonio Ventosa y Dr. David Pérez-Pascual)
o de investigadores que asistieron a diversas ponencias
(Dr. Julio Abalde y el investigador Ikerbasque, Dr. Vladimir
Kaberdin).

Como colofén del curso, alumnos y organizadores asisti-
mos como invitados a la conferencia (Premio Fleming) «La
pared fingica es esencial en la regulacion de la citocine-
sis» impartida por el Dr. Juan C. Ribas en el XII Congreso
Nacional de Micologia.

Como actividad relacionada con la Microbiologia se pro-
gramé una visita a una bodega de txakoli con el acompa-
fiamiento del enélogo D. Agustin Olazabalaga, en principio
de una duracion de 90 minutos. Esta visita se prolongd por
espacio de mas de dos horas debido al interés especial que
suscito el Laboratorio de Microvinificaciones. En este labo-
ratorio, los alumnos recibieron explicaciones, ilustradas con
los materiales y aparataje presentes, acerca de escalado,
inoculacion, seleccion de cepas, etc., pudiendo conocer
de cerca la aplicacion industrial de los conocimientos de
Microbiologia.

Al finalizar el curso, se solicitd a los alumnos que cum-
plimentaran la encuesta ya utilizada el curso anterior. En
ella se recababa informacion acerca de aspectos tales como
organizacion, alojamiento, nivel de las ponencias, etc.;
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incluyendo un apartado para que los alumnos expresaran
su opinion mas libremente. Este modelo de encuesta nos
pareci6 adecuado ya que, en su edicién anterior, sirvid para
detectar la necesidad de informacién acerca de los modos
de iniciar una carrera investigadora. En base a esa infor-
macion se incluyo una de las ponencias del curso actual.

Al igual que en el curso anterior, el grado de satisfac-
cion del alumnado es elevado. Si bien, tal y como se deduce
de los comentarios adicionales hay aspectos a mejorar o
reconsiderar.

Entre los puntos que mas agradaron a los alumnos se
encuentran la visita y la relacion con profesores y otros
alumnos asistentes. Entre los aspectos peor puntuados o
sugerencias a mejorar se encuentran la disparidad en la
apreciacion del nivel o interés de las ponencias. Creemos
que este hecho es atribuible al diferente nivel académi-
co del alumnado, alumnos de Gltimo curso de Grado y de
diferentes Grados con un nimero mayor de créditos rela-
cionados con la Microbiologia impartidos; Gltimo curso de
Licenciaturas que incluyen un afio mas de docencia; y alum-
nos que acaban de finalizar un Master fundamentalmente
relacionado con Microbiologia, lo que implica una cierta
especializacion. Estas diferencias se traducen en un nivel
distinto de conocimientos microbioldgicos que pudieran
incidir en su apreciacion del nivel docente de las ponencias.

Otra de las sugerencias es la necesidad de impartir
docencia practica. Para este comentario encontramos que
el diferente nivel académico de los alumnos dificultaria
enormemente la decision del tipo de practicas, ademas de
incrementar notablemente los costes del curso.

Finalmente, desde la organizacion queremos resaltar
que, si bien, ha sido una actividad exigente y estresante
por momentos, también ha sido muy enriquecedora y grati-
ficante. Por ello, animamos a otros docentes/investigadores
a organizar las préximas ediciones y/o a participar de esta
actividad.
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Dr. Guillermo Quindds y organizacion del XII Congreso Nacional de Mico-
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MICROBIOLOGIA Y LOS MEDIOS ‘BO‘-‘

Teresa Romero ha superado la infeccion del virus
Ebola y su marido ha dado una rueda de prensa
tras pasar la cuarentena preceptiva. Han transcurrido mas
de 80 dias desde que el pasado 7 de agosto se repatri6 a
los misioneros cooperantes Juliana Bonoha Bohé y Miguel
Pajares, comenzando lo que se ha dado en llamar como la
«crisis del Ebolax. Aln no se ha dado por finalizada, y pro-
bablemente no se deberia bajar la guardia hasta que este
brote epidémico de Ebola desaparezca de Africa. Durante
estas 12 semanas, raro ha sido el dia en que no ha apareci-
do una noticia dedicada al virus en alguno de los principa-
les medios de comunicacion, fueran estos la prensa escrita,
la radio, la television o algiin medio digital (en la SEM
hemos creado una pagina web donde se recogen algunas:
http://bit.ly/1wIPPhU). Como suele suceder en este tipo
de crisis, de la noche a la mafana Espafa se convirti en
el pais con mas «expertos por metro cuadrado» en Micro-
biologia, Virologia, Epidemiologia, Bioseguridad y Salud
Plblica jsin haber siquiera estudiado una carrera! Afortu-
nadamente, poco a poco los diversos medios de comunica-
cion comenzaron a entrevistar a alguno de nosotros cuando
buscaban una opinién fundamentada sobre algin aspecto
cientifico, epidemioldgico o terapéutico de la situacion.
En la pasada Reunién sobre Docencia y Difusién celebra-
da durante el 5y 6 de septiembre en Alicante (http://bit.
ly/10AWPEOQ) se realiz6 un interesante taller dirigido por
los profesores Kika Colom y Enrique Perdiguero y dedicado
a la difusion de las noticias de Microbiologia en los medios
de comunicacion. El taller consistié en analizar diversas
noticias sobre el brote de Ebola que habian sido clasificadas
previamente en diez categorias. Una de esas categorias era
«El Ebola en Espafia», pero casi todas las demas estaban
relacionadas con la situacidn en Africa. En ese momento,
la situacion en nuestro pais parecia totalmente controlada.
Juliana Bonoha habia superado la cuarentena y ya habia
dejado el hospital mientras que el médico Manuel Garcia
Viejo no seria repatriado hasta el 22 de septiembre. Creo
que nadie penso que algunas de las situaciones que comen-
tamos como algo que sucedia en unos paises lejanos y en

M ientras escribo este articulo se ha confirmado que
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Ciudadano Ebola

Un pequenio repaso al trabamiento periodistico

de la reciente crisis de salud publica

Manuel Sanchez Angulo

Universidad Miguel Hernandez, Eiche

m.sanchez@umh.es

vias de desarrollo, podria reproducirse aqui como el reflejo
en un espejo. Veamos algunos ejemplos:

ASPECTOS TECNICOS

Hay que reconocer que hay muchos medios de comu-
nicacion, digitales y audiovisuales, que han intentado dar
una informacién sobre el virus Ebola y la enfermedad que
causa, lo mas cientifica e informativa posible. RTVE dedico
una serie de documentales de La Noche Temdtica a expli-
car la epidemia (http://bit.ly/1E33XHh). Y los diferentes
periédicos han publicado en sus webs una serie de graficos
interactivos muy cuidados que probablemente seran utiliza-
dos por mas de un docente (ejemplos en El Pais: http://bit.
ly/110ZQDK, y ELl Mundo, http://mun.do/1zfMMSW).

VACUNAS Y TRATAMIENTOS

Aunque cuando dimos el taller lo que estaba en boca
de todos era el famoso «suero curativo» (http://bit.
ly/1kvRIOa), lo cierto es que son varios los tratamien-
tos y vacunas que se estaban desarrollando en diversos
laboratorios del mundo. Ya en el afio 2011 se anuncio el
desarrollo de una vacuna efectiva en ratones (http://bit.
ly/1Dvhk08). Sin embargo la actual epidemia ha cambiado
mucho las cosas: por un lado ha provocado que se aceleren
los procesos de examen de los diferentes tratamientos,
que se autorice el uso compasivo de los mismos (http://
bit.ly/1rsXjkL) o que se prueben nuevas combinaciones
(http://bit.ly/1vhGAmH). Finalmente también ha causado
que se destinen mas fondos a la investigacion basica en
esta enfermedad (http://1.usa.gov/107IkY0).

COERCION

En esta categoria se incluian las noticias en las que
los gobiernos o autoridades pablicas aplicaban medidas de
Salud Pablica por la fuerza. EL 20 de agosto de 2014, se
publicaba en «EL Pais» una noticia sobre las protestas fren-
te a las medidas de cuarentena en Liberia y se acompafiaba
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de una foto de un soldado reprimiendo a un manifestante
(http://bit.ly/1wb6iNV). Una imagen bastante parecida
podriamos ver en la noticia del 8 de octubre dedicada a
las manifestaciones que se oponian al sacrificio del perro
«Excalibury» (http://bit.ly/1zFp8k1).

EFECTOS COLATERALES

EL Ebola no es la peor desgracia que sufre el continente
africano. Como se apunta en la columna de opinion de
Quique Bassat «Ebola: la cancién del verano» (http://bit.
ly/1tCKAL8), esta enfermedad puede distraernos de otros
desastres y enfermedades como son la tuberculosis, la
malaria, el hambre o la pobreza. Aqui hemos padecido el
mismo efecto. Asi, la noticia del fallecimiento de diez per-
sonas por un brote de legionelosis en Sabadell, que ha sido
considerado como el peor desde el afio 1985, ha pasado
casi completamente desapercibida (http://bit.ly/1w2rjcf).

MIEDO INTERNACIONAL

Desde que en marzo comenzd el brote de Ebola las
diferentes autoridades sanitarias de organizaciones como
la OMS o el CDC, no han parado de decir que el riesgo de un
brote del virus en paises no africanos es casi nulo, y que en
caso de que se produjera el riesgo de extension seria muy
limitado (http://bit.ly/1p0cAPA). En la revista The Lancet
se publicd un articulo (http://bit.ly/10hYxd5) en el que se
insistia que las medidas de restriccion mas efectivas eran
en las impuestas en los aeropuertos de los paises afectados
por el Ebola, y no en los aeropuertos de destino. A pesar
de ello, las medidas de control no han cesado de aumentar
en todos los paises, llegandose a extremos como el de la
prohibicién de que un espafiol entrara en Corea del Norte
por considerar a nuestro pais como zona de riesgo (http://
mun.do/1wDFZjx).

COOPERACION INTERNACIONAL

Una vez mas se ha vuelto a cumplir la frase que dice que
el primer mundo no se ocupa de las enfermedades del tercer
mundo hasta que éstas no llaman a su puerta (http://bit.
ly/1tiiN9M). Algunas voces dentro de la propia OMS han
reconocido que su gestion no ha sido la mas adecuada
(http://mun.do/1ptY1yA). Lo que estd quedando claro es
que la mejor forma de combatir a la enfermedad es poner el
mayor nimero posible de medios humanos y materiales en
los paises mas afectados, sobre todo mejorando los siste-
mas de salud pdblica (http://mun.do/1vW6TQZ). EL propio
Obama ha tomado la determinacion de poner 750 milllones
de dolares y movilizar un contingente de 3000 militares
entrenado en biodefensa y llevarlo a Africa usando las bases
militares en el Mediterraneo (http://bit.ly/ZpqfUd).

HEROES Y VILLANOS

En toda tragedia siempre hay unos héroes a los que
ensalzar y unos villanos a los que vilipendiar. Hay que
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reconocer que estamos teniendo mucho de la primera, pero
desgraciadamente también de la sequnda. Los médicos y
el personal sanitario han recibido una atencién especial y
merecida por parte de la prensa. Una de las noticias mas
llamativas fue publicada en agosto y tratd de la muerte de
cinco médicos y enfermeras que habian firmado como autores
en un articulo publicado en Science (http://bit.ly/1paUMKI).
También han sido frecuentes las entrevistas a médicos y
cooperantes que estan luchando contra la epidemia en los
paises mas afectados (http://mun.do/103jnMqy http://bit.
ly/10zeGet). Asimismo, son muchas las entrevistas que se
han realizado a los miembros del equipo médico que trato
a Teresa Romero (http://bit.ly/1rSRZZc). En el lado oscuro
probablemente la noticia mas representativa sea la de las
inaceptables declaraciones del Consejero de Sanidad de la
Comunidad de Madrid (http://mun.do/1vqZRav) pero aqui
también deberiamos incluir a las personas que han inten-
tado crear el panico en la sociedad mediante la difusion de
bulos por las redes sociales en la que incluso han falsificado
noticias o suplantado identidades de cientificos (http://bit.
ly/1tDCLeT y http://bit.ly/1sDQGwI). O también a los char-
latanes que venden «curas milagrosas» sin ninguna base
cientifica (http://bit.ly/1ndZXzk).

IGNORANCIA'Y ALARMISMO

Una caracteristica com(n a muchas epidemias es el mie-
do, y el miedo provoca que las personas tengan compor-
tamientos irracionales. En agosto nos sorprendiamos con
algunas imagenes y noticias que hablaban de asaltos en
hospitales africanos para expulsar a los enfermos por Ebola
(http://mun.do/103Xdyk). O también de la expansion de la
infeccion debido a algunas de las costumbres funerarias de
las diversas etnias o cultos (http://bit.ly/1tbVBYS). Eran
muchas las personas que pensaban que eso no podia pasar
aqui. Sin embargo a partir del 5 de octubre pudimos com-
probar que nuestra sociedad «del primer mundo» no era tan
distinta. Hubo un colegio que se neg6 a admitir a la hija
de una enfermera del hospital de Alcorcon donde habian
atendido a Teresa Romero (http://mun.do/1veAzMx). Por
si fuera poco, se generd un auténtico panico que provocd

que muchas peluquerias perdieran sus clientes (http://bit.
ly/1sGRZuz). Y mas recientemente, el presidente del Con-
sejo General de Enfermeria ha denunciado que hay personal
sanitario que evita el contacto con sus propios compafieros
del Hospital Carlos IIT (http://mun.do/1wdKelN). También
ha habido comportamientos esperpénticos como la apari-
cion en TVE de la actriz Ana Obregdn diciendo que se habia
comprado por internet dos «trajes anti-ébola» por miedo al
contagio (http://bit.ly/1E3rgkm).

HISTORIAS PERSONALES

Uno de los mas conocidos recursos periodisticos para
acercar al gran publico los efectos de un suceso tragico,
es realizar una extensa entrevista o publicar un reportaje
sobre alguno de sus protagonistas. Algunas veces tenemos
ejemplos de cémo no deberian hacerse dichos reportajes,
como es el caso de la infortunada entrevista en directo
que realizd JesUs Cintora a una convaleciente Teresa Rome-
ro (http://bit.ly/1tiFego). Pero en lineas generales esas
entrevistas estan bien realizadas y no son tan improvisa-
das, lo que nos ha permitido conocer el «lado humano» de
los diferentes aspectos de esta crisis: el punto de vista de
la repatriada Juliana Bonoha (http://bit.ly/1tSB7Y6), el
esfuerzo de los cooperantes que siguen trabajando en Africa
(http://mun.do/1wHBfZ7), c6mo continda la vida de aque-
llos que han conseguido superar la enfermedad (http://
bit.ly/1FZp27q y http://bit.ly/1sMAFaQ), el rechazo que
sufren aquellos sanitarios que han tratado a los enfermos
(http://mun.do/1E5Xprv), qué es lo que han hecho algunos
politicos para frenar la epidemia (http://mun.do/1nGIPDG)
y por supuesto la forma en que los médicos y cientificos
han abordado a la enfermedad (http://bit.ly/1pHnMvb y
http://bit.ly/1w08vjQ).

En resumen podriamos decir que la cobertura informa-
tiva, al menos de los medios escritos, ha sido completa,
diversa y correcta en lineas generales. Y gracias a ellos
hemos comprobado una vez mas que los seres humanos
somos capaces de realizar comportamientos execrables,
pero que afortunadamente, son mucho mas abundantes los
comportamientos ejemplares.
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zando. El parlamento espafiol, recogiendo una solicitud

previa de 4 sociedades cientificas espafolas, declard
el afio 2014 como «Aiio de la Biotecnologia en Espa-
fa». Detras de esta declaracién esta la iniciativa de la
Federacion Espafiola de Biotecndlogos (FEBiotec), con el
apoyo de la Sociedad Espafiola de Biotecnologia (SEBiot),
la Sociedad Espafiola de Microbiologia (SEM) y la Asociacion
Espafiola de Bioempresas (ASEBIO). La declaracion nombra
a la biotecnologia como protagonista destacada en la vida
espafola en 2014. El objetivo es impulsar el desarrollo
biotecnolégico en todas sus facetas, investigacion, ense-
fianza, divulgacion, transferencia y, como no, produccion
industrial. De hecho, se reconoce la creciente implicacion
de la biotecnologia en la sociedad espafiola y el crecimien-
to del sector biotecnolégico en Espafia. La aceptacion e
interés social por la biotecnologia es evidente por la gran
cantidad de estudiantes que se matriculan cada afio en la
titulacion «Grado en Biotecnologia», que pese a su juven-
tud en el panorama universitario espafiol se imparte en 18
universidades publicas y 6 privadas, en dos de ellas recién
estrenado, y del que ya han salido varias promociones de
graduados. También hay un buen ndmero de universidades
que imparten Masteres y otros Estudios de Postgrado en
las distintas vertientes de la biotecnologia. Tienen gran
aceptacion entre los graduados y profesionales de ambitos
cercanos para aproximarse y actualizar los conocimientos
en biotecnologia, en constante expansion. Respecto a
la implicacion de la biotecnologia en el tejido industrial
espafol, hay que destacar el crecimiento en el ndmero de
empresas de biotecnologia y de productos biotecnolégicos
en el mercado nacional. Segin el informe Anual ASEBIO
2013, presentado en julio de 2014, la facturacién de las
empresas de biotecnologia o que la usan (bioeconomia)
alcanzé el 7,8% del PIB del afio 2012, afio en el que se

El Afo de la Biotecnologia, con maydsculas, esta finali-
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Francisco Javier Pastor
Presidente del Grupo de Microbiologia Industrial y Biotecnologia Microbiana

publicaron mas de 900 patentes. Estos datos avalan la
importancia del sector biotecnolégico en nuestro pais.

Durante este afio se han realizado un gran nimero de
actos y eventos relacionados directamente con la biotec-
nologia. Cabe destacar los Congresos, Conferencias o Work-
shops Internacionales especializados en las distintas areas
de la biotecnologia que se celebraron en Espana. Entre ellos
merece mencionarse el Congreso ANQUE-ICCE-BIOTEC 2014
organizado conjuntamente por Sociedad Espafiola de Bio-
tecnologia y la Asociacion Nacional de Quimicos de Espa-
fia (ANQUE). ELl Congreso fue simultdneamente un evento
de la Federacion Europea de Ingenieria Quimica, y contd
con importante participacion de cientificos nacionales y
extranjeros, y de empresas de biotecnologia. Se realizaron
ponencias, conferencias y mesas redondas en los aspectos
mas innovadores de investigacion en bioenergia, biorefi-
nerias, biocatalisis, sostenibilidad, ingenieria de sistemas,
nanotecnologia, biomateriales, biotecnologia ambiental,
gestion de recursos hidricos, biotecnologia de alimentos,
biotecnologia vegetal, sistemas de diagnostico, nuevas
terapias, y un largo etcétera de tematicas de hiotecno-
logia que sin duda reflejan la buena salud del entrama-
do cientifico y empresarial espafiol. A escala nacional, el
Congreso CMIBM'14, del Grupo de Microbiologia Industrial
y Biotecnologia Microbiana de la SEM, presentd también
las tematicas mas relevantes de la biotecnologia y conto
con una importante participacion de cientificos y la nutri-
da afluencia de jovenes investigadores. La coincidencia
de Congresos celebrados durante este afio con el 25 ani-
versario de la Sociedad Espafiola de Biotecnologia es sin
duda significativa de la relevancia de la biotecnologia en
el momento actual.

Uno de los eventos del afio ha sido la celebracién del
Biotech Annual Congress 2014 (BAC2014) en Barcelona,
organizado por la Federacion Espafiola de Biotecndlogos.
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Este ha sido el octavo Congreso organizado por esta fede-
racion, que se inicié como Congreso Interuniversitario de
Biotecnologia dirigido a estudiantes, y que se ha amplia-
do progresivamente a profesionales de biotecnologia. El
Congreso cont6 con ponencias de cientificos de elevado
prestigio nacional e internacional, entre ellos el Dr. Werner
Arber (Premio Nobel de Medicina y Fisiologia). Tuvo una
notoria participacion juvenil, con un elevado porcentaje de
estudiantes de grado y postgrado de distintas universidades
espafiolas. La juventud de los asistentes al Congreso fue
uno de los aspectos mas interesantes y al mismo tiempo
sorprendente del mismo (tuve la oportunidad de coincidir
con alumnos de asignaturas que imparto en el grado). La
gran participacion y el elevado nivel de las preguntas que
formularon los estudiantes son un claro indicativo de la
preparacion e interés en problemas biotecnolégicos en el
sector estudiantil. La extensa masa critica de académicos,
investigadores, y profesionales que se ha formado en las
Gltimas décadas en Espafia puede contar con una nutrida
fuente de recursos humanos, basada en las nuevas gene-
raciones de universitarios preparados y cualificados que
la Universidad esta produciendo continuamente. El futuro

del desarrollo biotecnoldgico pareceria asegurado, a no ser
por los recientes problemas de financiacion a la ciencia en
general y a la biotecnologia en particular. Las entidades
plblicas tanto estatales como autonémicas deben inyectar
recursos financieros en investigacién, desarrollo e innova-
cién para evitar que la coyuntura econémica deteriore el
excelente tejido cientifico y tecnoldgico actual, conseguido
con el importante esfuerzo de la sociedad espafiola. Las
empresas biotecnoldgicas constituyen un factor clave tanto
por su inversion en I+D+i como por su contribucién a la
economia nacional. Las Administraciones deben encontrar
formulas e incentivos para facilitar su actividad y promover
el desarrollo de nuevos productos biotecnolégicos de valor.
El futuro de la Biotecnologia depende de que las nuevas
promociones de graduados, doctores y cientificos puedan
satisfacer sus aspiraciones profesionales en puestos acordes
con su preparacion. En empleos cualificados que permitan
el retorno, en forma de desarrollo biotecnolégico y social,
de la inversion econdémica y humana que ha supuesto su
formacion. Confiamos que la declaracion de Afio de la Bio-
tecnologia, aparte de testimonial, sirva de incentivo para
consolidar la biotecnologia en nuestro pais.
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25Afios
Al servicio de la Biotecnologia
(1989-2014)

S: Biot

afos para promover el desarrollo de la Biotecnologia

en todas sus ramas y actividades. Durante este tiempo
SEBiot ha sido testigo y participe de la gran evolucion del
campo y de forma permanente ha trabajado para transmitir
sus avances a través de publicaciones, congresos y activi-
dades formativas.

La promocion de la I+D de la Biotecnologia tiene una
palabra perfectamente descriptiva para SEBiot: transferen-
cia. Procuramos la transferencia, o colaboracion, entre las
distintas entidades cientificas pablicas y privadas entre los
diferentes campos cientificos (biolégicos, quimicos, fisicos,
ingenieriles o sociales). En la practica, esa es efectivamente
una de las caracteristicas de la Biotecnologia, la conjun-
cién e intercambio de conocimientos entre &reas diferentes
que buscan la aplicacion de conocimientos sobre materiales
biologicos. La concepcién mas usual de transferencia entre
las ciencias y la tecnologia, y finalmente hacia la empresa,
es muy evidente y esta resultando muy fructifera en biotec-
nologia. La colaboracién con las empresas y la Asociacion
Espafiola de Bioempresas (ASEBIO) para esta transferencia
a la empresa ha tenido muchos ejemplos, y sin duda tiene
un futuro brillante.

Por otra parte, la promocion de la Educacion de la
Biotecnologia ha sido otra constante en estos 25 afios, a
través de cursos y seminarios para estudiantes. SEBiot ha
estado muy preocupada por la formacidn universitaria de
la Biotecnologia y ha sido un elemento fundamental en su
definicion y conceptualizacion. La titulacion en Biotecno-
logia en Espafia fue promovida practicamente desde los
inicios de SEBiot, y se galvanizd con su establecimiento
en la Universidad Auténoma de Barcelona en 1999, con el
empuje de Carles Sola, presidente «in pectore» de SEBIOT.

La Sociedad Espafiola de Biotecnologia se fundé hace 25

Mario Diaz' Maria J. Hernaiz?

'Presidente de SEBiob. 2Secrebaria General de SEBiob

A partir de ahi, SEBiot siempre ha apoyado el desarrollo
de la Asociacion de Estudiantes de Biotecnologia (FEBIOTEC)
en todas las formas posibles, estructurales y econémicas.
La difusion social se ha tratado en forma desigual en estos
25 afios a través de la imparticion de conferencias, apoyo en
paginas en red, o la elaboracion de documentos o libros de
difusion e incorporacion de las nuevas tecnologias on line.

Por todo ello, el reconocimiento en Espafia del Afio
Nacional de la Biotecnologia (ANB-2014) tiene para SEBiot
dos visualizaciones. Por un lado sentimos que es el resultado
del trabajo de mucha gente durante mucho mas de 25 afios,
demostrando la potencia y vigor que ha adquirido la Biotec-
nologia en Espafia. Por otro lado, ANB-2014 es para SEBiot
una nueva oportunidad de seguir contribuyendo, con nues-
tras capacidades, al desarrollo de la Biotecnologia.

Este afio ANB-2014 seguiremos trabajando con mayor
ilusion ya que es un afo de felicitacion para todos los que
hemos contribuido a ello.

Mesa presidencial del Congreso SEBiot 2014 en Madrid.
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Dra. Maria del Mar Gonzalez Garcés

Técnico de Gestion Dpto. Microbiologia Il

Faculbad de Farmacia. Universidad Complutense de Madrid

ve, ASEBIO, BIOSPAIN es el major

evento biotecnolégico organiza-
do por una asociacién nacional de la
industria y uno de los mas importan-
tes del mundo en cuanto a empresas
participantes. En su edicion de 2014
en Santiago de Compostela, una serie
de instituciones locales coordinadas
por la Xunta de Galicia participaron en la organizacion.

Del 24 al 26 de septiembre se ha celebrado el VII
Congreso Internacional de Biotecnologia organizado por
la Asociacion Espafiola de Bioempresas (ASEBIO), bajo la
etiqueta ya consolidada de Biospain 2014, en la Ciudad
Universitaria de Santiago de Compostela con la colabora-
cion de mas de 800 entidades privadas y pdblicas.

El miércoles 24 la ministra de Sanidad, Ana Mato fue
recibida por Regina Revilla, presidenta de ASEBIO vy visito
Biospain acompafiada del presidente de la Xunta, Alberto
Nafez Feijoo, del Rector de la UIMP, César Nombela Cano
y unos 20 consejeros autonémicos de salud, economia,
alimentacién y medio ambiente.

Uno de los platos fuertes de estas jornadas gir6 en
torno al décimo aniversario del Instituto Roche, que per-
mitié escuchar a cientificos tan destacados como Gerardo
Jiménez-Sanchez de la Harvard School of Public Health,
que inaugurd un ciclo de conferencias centradas en los
avances en medicina personalizada que podremos esperar
la proxima década.

En palabras de su organizador cla-
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Los participantes al congreso pudieron relacionarse con
las empresas colaboradoras mediante entrevistas concerta-
das facilitadas a través de un sistema «one to one» durante
los tres dias de la celebracién. Este sistema de meetings,
usado desde 2004, ha experimentado un crecimiento expo-
nencial de participacion superando las 2.500 entrevistas
que hubo en Biospain Bilbao 2012.

Biospain también conté con el II Foro de Formacion y
Empleo, espacio que tiene como objetivo ofrecer una zona
de encuentro para que los estudiantes del sector interac-
tden con empresas biotecnoldgicas para explorar oportuni-
dades de empleo y con centros de formacioén para conocer
su oferta formativa especializada en Biotecnologia.

Durante estos dias la Biotecnologia espafiola peregri-
n6 a Santiago de Compostela, ofreciendo una imagen de
fortaleza en el sector, uno de los menos castigados por
los tiempos de crisis, quizas por su sorprendente capaci-
dad emprendedora, la calidad de su capital humano y su
adecuacion a la demanda tecnoldgica que caracteriza a
nuestros tiempos.

biospain
2014

7th | RNATIONAL
MEETING ON
BIOTECHNOLOGY
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José Luis Garcia y Maria Jesus Martinez

Dpto. Biologia Medioambiental. Centro de Investigaciones Biologicas del
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas. Madrid

posiblemente no todo el mundo lo defina de la mis-

ma manera. El glosario de términos de la OCDE define
la biomasa como «la cantidad de materia viva de origen
vegetal o animal presente en un momento dado en un area
determinada». Pero la definicion de biomasa que se utiliza
en las directivas de la Union Europea (UE) es diferente
ya que se define como «la fraccion biodegradable de pro-
ductos, deshechos y residuos de la agricultura (incluyendo
substancias vegetales y animales), silvicultura e industrias
relacionadas, asi como la fraccion biodegradable de los
residuos municipales e industriales». Finalmente, otras defi-
niciones inciden en su valor energético y consideran que la
biomasa es «la materia organica que puede ser convertida
en combustible y es por lo tanto considerada como una
fuente potencial de energia».

Independientemente de que la hiomasa proceda de
seres vivos o muertos recientemente, o sea mas o menos
biodegradable, o derive de residuos de diferentes activi-
dades industriales o urbanas, es evidente que en estos
momentos existe un enorme interés por la utilizacién soste-
nible de toda la biomasa que se genera continuamente en el
planeta. En primera instancia gran parte de esta biomasa la
utilizamos para alimentarnos, para mantener nuestra salud
o0 para otros muchos fines industriales, pero en todos estos
procesos se generan una gran cantidad de residuos, suscep-
tibles de un mayor aprovechamiento mediante el uso de la
biotecnologia. Por esto aparece en los afios 80 el concepto
de biorrefineria, que implica la utilizacion completa de toda

El concepto de biomasa nos resulta muy familiar aunque

SEMgm

la materia prima de partida y la integracion de procesos
tradicionales con procesos nuevos, incluyendo los biopro-
cesos que permitan la optimizacion de los rendimientos y
uso de toda la materia prima (Figura 1).

Actualmente existen muchas maneras de utilizar esta
biomasa residual, pero su destino y transformacion estan
en gran medida ligados a la complejidad de su composicion
y a su origen (primario, secundario o terciario). La manera
mas sencilla de utilizar y rentabilizar la biomasa residual
es usarla como fuente de energia mediante su combustion
y para esto obviamente no hay que utilizar la biotecnolo-
gia. Sin embargo, otras opciones, algunas clasicas y rela-
tivamente sencillas, como el uso directo como materiales
de construccion o su trasformacion en abono organico
mediante su compostaje, y otras mas sofisticadas, como
la utilizacién de residuos agricolas para la produccion de
biocombustibles, requieren procesos biotecnoldgicos para
su tratamiento y transformacién (Johnson, 2007).

En lo que se refiere a los grandes retos que el reciclado
de la biomasa residual plantea hay que ser conscientes de
que la mayor fraccion de la biomasa residual esta constitui-
da por materiales lignoceluldsicos derivados de los residuos
generados por las actividades agricolas y forestales. Por
consiguiente, una gran parte de los esfuerzos actuales se
destinan a encontrar soluciones biotecnoldgicas para el
reciclado de estos residuos. El concepto de biorrefineria de
la lignocelulosa surge con fuerza los dltimos afios (Him-
mel y Bayer, 2009), especialmente por la necesidad de
conseguir bioetanol de segunda generacién (2G), ya que
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su produccion a partir de sacarosa o almidon (bioetanol
de primera generacién, 1G) ha generado intensos debates
porque podria causar disfunciones comerciales en el sector
alimentario.

Para utilizar los az(lcares de la lignocelulosa en los pro-
cesos de produccion de etanol 2G es necesario eliminar la
lignina y para ello actualmente se utilizan procesos fisicos,
quimicos o una mezcla de ambos (Alvira et al, 2010). Sin
embargo, la biotecnologia puede aportar soluciones especi-
ficas para los distintos pasos del proceso, ya que por ejem-
plo existen hongos capaces de degradar preferentemente

la lignina (Salvachda et al, 2011) y otros que secretan
enzimas que la despolimerizan (Martinez et al, 2009) o
que contribuyen a aumentar el rendimiento del proceso
(Jurado et al, 2009; Salvachda et al, 2013). Para hidrolizar
la celulosa y la hemicelulosa de la lignocelulosa existen
muchos cocteles enzimaticos comerciales procedentes de
hongos y bacterias, varios de ellos de origen recombinante
(Mohanram et al, 2013; Bornscheuer et al, 2014).
También la biotecnologia es necesaria para optimizar la
etapa de fermentacion, ya que la levadura Saccharomyces
cerevisige puede fermentar la glucosa procedente de la

Alimentacion humana

Alimentacién animal

Materia prima

(fuentes renovables)

Productos farmacéuticos

Bioproductos

Aceites y tintas
Colorantes y pigmentos
Pinturas y barnices

Biomateriales

Detergentes y Limpiadores
Adhesivos

Biopolimeros

Materiales

Solidos: Carbén, lignina, bagazo

Biocombustibles

Liquidos: Etanol, metanol, diesel

Gaseosos: Syngas. metano, hidrégeno

Carbon activo
Aditivos para biocombustibles
Fenoles y Furfurales

Bio-quimicos

Adaptado de Kamm & Kamm (2008)
Figura 1.

Quimicos especiales
Grasas y acido acético
Surfactantes
Productos agricolas
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hidrélisis de la celulosa pero no las pentosas (15-30%)
procedentes de la hemicelulosa y por eso se han introdu-
cido en esta levadura los genes de la degradacion de las
pentosas de otros organismos (Matsushika et al, 2009; Van
Vleet y Jeffries, 2009; Kim et al, 2012).

Por otro lado, las denominadas microalgas (eucarioatas
y procariotas) son también una fuente de biomasa muy
importante. Actualmente se utilizan casi exclusivamente
para alimentacion (Artrospira platensis o espirulina) (Hos-
seini et al, 2013), pero se esta trabajando intensamente
con ellas para solucionar el debate sobre el uso de azucares
alimentarios para la produccién de etanol, ya que se ha
propuesto el uso de tierras no cultivables para el cultivo de
algas para la generacion de biodiesel y bioteanol de tercera
generacion (3G) (Singh et al, 2011; Larkum et al, 2012).
De todas formas estos procesos ain no estan resueltos a
escala industrial.

La complejidad de algunos residuos organicos, sobre
todo los residuos urbanos, hacen dificil su uso sin proce-
sos previos de separacion muy costosos y por eso se ha
propuesto resolver la complejidad de esta biomasa residual
mediante su pirolisis y transformacién en gas de sintesis
(syngas, CO+H,+C0,) que posteriormente se transforma
mediante catalisis quimica o por fermentacion bacteriana
en etanol u otros productos (bioplasticos, reactivos quimi-
cos) (Liu et al, 2014; Choi et al, 2010).

Por altimo, sefalar que en Espafia se estan desarrollan-
do diferentes acciones estrategias en Biotecnologia, a nivel
regional y nacional, para conseguir el aprovechamiento
sostenible de la biomasa, independientemente de cual sea
su origen, en las que cooperan distintos grupos de investi-
gacion y empresas, y que hay grupos espafioles y empresas
que lideran y coordinan estas iniciativas en Europa. En este
sentido, destacar en Espafia distintas Plataformas Tecnolé-
gicas (e.g., BioPlat, SusCHEM, PLANETA, BIOVEGEN), Aso-
ciaciones (e.g., APPA, AVEBIOM, COSE) y Redes Tematicas
(e.g., LIGNOCEL, SELVIRED), que agrupan un gran ndmero
investigadores de centros de investigacion, universidades
y empresas, con caracter multidisciplinar, para contribuir
al aprovechamiento integral de la biomasa, convirtiendo
residuos en productos de alto valor afiadido y contribuir al
desarrollo de nuevas empresas de base tecnoldgica.
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¢QUE SE ENTIENDE POR BIOTECNOLOGIA
FARMACEUTICA?

Delimitar el contexto de la Biotecnologia supone un
considerable problema, pues ya de entrada nos encontra-
mos a dia de hoy mdltiples definiciones de la misma segln
la fuente bibliografica que se consulte. Asi, una definicién
comlnmente aceptada es la que se puede encontrar en
el Convenio sobre Diversidad Bioldgica, elaborado por la
ONU en 1992, segin el cual la Biotecnologia podria defi-
nirse como «toda aplicacion tecnoldgica que utilice siste-
mas bioldgicos y organismos vivos o sus derivados para la
creacion o modificacién de productos o procesos para usos
especificos» (https://www.chd.int/doc/legal/cbd-es.pdf).

Esta definicion clasica es lo suficientemente amplia
como para incluir en ella todas las diferentes areas de
trabajo que se yuxtaponen dentro de esta ciencia eminen-
temente pluridisciplinar, y que han sido convenientemente
clasificadas siguiendo un codigo de colores, tal y como
aparecen en la Figura 1.

Evidentemente, cualquier definicion de Biotecnologia
Farmacéutica debe incluir todo material hecho o derivado
a partir de materiales naturales que pueda ser usado
para terapia (humana o animal), considerando la doble
vertiente que incluye tanto el uso de sistemas bioldgicos
para producir farmacos como el empleo de las actuales
técnicas biotecnoldgicas para producir dichos farmacos.
Asi, términos tales como «farmacos biolégicos», «biofar-
macos» 0 «productos farmacéuticos biotecnolégicos» han
sido adoptados de manera habitual, y aunque muchas veces
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LOS COLORES DE LA BIOTECNOLOGIA

Comp las p
diagndsticas, de salud animal y de investigacion
biomédica.

BIOTECNOLOGIA ROJA
(Biotecnologia Sanitaria)

Aplicaciones relacionadas con la mejora de plantas
y cultivos vegetales.

Biotecnologia aplicada a procesos industriales, que

bioldoi

BIOTECNOLOGIA . . .
emplea organismos vivos y enzimas para obtener
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. . . productos de interés reemplazando tecnologias 0
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Aplicaciones  veterinarias, como  farmacos
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Divulgacién y formacién en Biotecnologia

Engloba las medidas de seguridad, la legislacion y

BIOTECNOLOGIA los valores y principios ético-morales establecidos
PURPURA por la sociedad en materias y aplicaciones
biotecnoldgicas.
BIOTECNOLOGIA Biotecnologia Nutricional, enfocada en alimentos
AMARILLA € ’

Prevencién del Bioterrorismo

Figura 1. Los colores de la Biotecnologia.
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se usan de manera indistinta, no deben confundirsel. En
efecto, aunque puede asumirse que «farmacos biologicos»
se puede referir a cualquier compuesto farmacéutico pro-
ducido a través de protocolos biotecnoldgicos, se suele
aplicar a productos médicos derivados de la sangre, tales
como vacunas, toxinas o alérgenos. Por su parte, el término
«biofarmaco» se empled por primera vez en la década de
los 80 para describir tanto a las proteinas de uso terapéu-
tico que se comenzaron a producir por entonces usando
las (entonces) incipientes técnicas de ingenieria genética
como a los anticuerpos monoclonales que comenzaron a
ser producidos mediante la tecnologia del hibridoma. Final-
mente el término «producto farmacéutico biotecnolégico»
es mas amplio, pues engloba a cualquier producto de uso
terapéutico que haya sido obtenido mediante el empleo de
sistemas biol6gicos (tejidos o células) o de hiomoléculas
(enzimas o anticuerpos).

Sin duda alguna, el impacto de la Biotecnologia en la
investigacion y en la industria farmacéutica ha sido enor-
me?3, pero también sobre la docencia en los grados de
Farmacia, puesto que los nuevos graduados deben estar
preparados no solo para la practica farmacéutica, sino que
también deben poseer un conocimiento profundo en todo
lo que concierne a estos nuevos avances en la investiga-
cion en Biotecnologia Farmacéutica. En este sentido, la
Comision Europa financié el Proyecto PHARMINE, para reca-
bar datos e informacién sobre los estudios de Farmacia en
Europa®. EL consorcio PHARMINE se cre6 en 2008 y estuvo
constituido por 50 universidades de estados miembros de la
Unién Europea que son miembros de la Asociacion Europea
de Facultades de Farmacias (EAFP), asi como otras aso-
ciaciones que representaban a las farmacias comunitarias,
(PGEU), hospitalarias (EAHP), e industrias (EIPG), asi como
la Asociacion Europea de Estudiantes de Farmacia (EPSA).
Este consorcio encuest6 a farmacias y farmacéuticos en
diferentes ambitos: comunidad, hospital, industria y otros
sectores, y asimismo revis6 como se organizaban las ins-
tituciones de educacion superior y los cursos en la Union
Europea, de manera que se obtuvieron perfiles de educacion
farmacéutica en Europa, con informacion exhaustiva de
los estados miembros de la UE y otros paises europeos®.
Asi, como resultado destacado del informe final PHARMINE
(disponible a través de la direccion http://www.pharmine.
org/losse_paginas/Country_Profiles/) se recomendo que
la Biotecnologia fuera una asignatura obligatoria den-
tro del Itinerario Intracurricular de Farmacia Industrial,
puesto que el conocimiento de la produccién, protocolos
de garantias de calidad y aplicaciones de los medicamentos
obtenidos a través de procesos biotecnolégicos, nanotecno-
l6gicos y gendmicos son de obligado conocimiento a nivel
de grado, master y post-grado en la carrera de Farmacia.

BIOTECNOLOGIA FARMACEUTICA DENTRO
DEL GRADO EN FARMACIA EN LA UCM

En efecto, el Grado en Farmacia que se imparte en la
Universidad Complutense de Madrid, en vigor desde el cur-
so 2010-2011, ha incluido la Biotecnologia Farmacéutica

ESPECIAL

como Materia Complementaria dentro del Itinerario Intracu-
rricular Industrial, dividiéndola dentro de dos asignaturas,
(lamadas respectivamente Biotecnologia Farmacéutica Iy
11, que denominaremos a partir de ahora BTFI y BTFII, las
cuales desarrollaremos a continuacion.

BIOTECNOLOGIA FARMACEUTICA | (BTFI)

Asi, la BTFI, como recoge la Ficha Docente de la asignatura
(accesible a través de la direccién web http://147.96.70.122/
Web/Programa/803544.pdf), Figura 2, pretende que «el alum-
no se familiarice con las herramientas bdsicas que posibilitan
la manipulacion genética de microorganismos enfocadas hacia
su utilizacion en la produccion de sustancias de interés biotec-
noldgico. Por ello, se describirdn los fundamentos de biologia
molecular y tecnologia de ADN recombinante como herramien-
tas en biotecnologia. También se pretenderd que el alumno
conozca los diferentes sistemas de expresion génica, tanto en
procariotas como en eucariotas, su potencialidad y limitaciones.
Estos conocimientos se desarrollardn desde un punto de vista
aplicado concretdndose en procesos de interés actual que ten-
gan utilidad terapéutica, interés industrial o medioambiental».

La docencia de la BTFI es responsabilidad del Departa-
mento de Microbiologia II. El enfoque de esta asignatura,
fundamentalmente centrada en la Biotecnologia microbiana,
deriva de la importancia de los microorganismos en el desa-
rrollo de la tecnologia de ADN recombinante y de muchas
de sus aplicaciones con fines industriales. EL descubrimien-
to hacia finales del siglo xix de que los microorganismos
eran la causa de diferentes enfermedades para el hombre,
supuso un avance esencial hacia el tratamiento y profilaxis
de las enfermedades infecciosas. Sin embargo, esta vision
«negativa» de los microbios esta, claramente, equilibrada
con el papel de muchos microorganismos en procesos de
interés para el ser humano. La utilizacién de microbios, por
ejemplo, en la produccion de alimentos es conocida desde
hace mucho tiempo y tiene un valor econdmico enorme en

BIOTECNOLOGIA
FARMACEUTICA

BIOTECNOLOGIA BIOTECNOLOGIA
FARMACEUTICA II

FARMACEUTICA T
(BTFI)

¥

OBJETIVO GENERAL

Conocimiento de  herramientas
bdsicas para la manipulacién genética
de microorganismos enfocadas hacia
su utilizacién en la produccién de
sustancias de interés biotecnoldgico:
+ Fundamentos de biologia molecular

y tecnologia de ADN recombinante

« Conocimiento de sistemas de
expresién génica (en procariotas y
en eucariotas).

Ejemplos aplicados en procesos de
interés terapéutico, industrial o
medioambiental.

)
OBJETIVO GENERAL
Panordmica actualizada sobre la
produccién biotecnoldgica de

fdrmacos y otras moléculas bioactivas
a través de:

+ uso de procesos biocatalizados que
conlleven el uso de enzimas

« utilizacién de células vegetales

« utilizacién de células de mamiferos
in vitro,

* procesos fisicoquimicos de
caracterizacién de los sistemas
indicados.
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Figura 2. Objetivos generales de las Asignaturas de Biotecnologia
Farmacéutica en el Grado de Farmacia, UCM.
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la industria actual. A partir del siglo xix surge con fuerza la
utilizacion de microorganismos para el desarrollo de pro-
ductos de valor terapéutico, industrial o ecolégico. Ejemplo
de ello lo constituye la produccion de antibidticos, con el
ejemplo paradigmatico de la penicilina, producida por un
hongo filamentoso. A partir de esta tradicional microbio-
logia industrial, el desarrollo de la biologia molecular y las
técnicas de manipulacion genética permiten el desarrollo de
la biotecnologia microbiana, que utiliza microorganismos
como huéspedes de procesos de interés industrial. En esta
asignatura se repasan las herramientas basicas que posibili-
tan la manipulacién genética de microorganismos, haciendo
especial hincapié en los sistemas de expresion heteréloga
(tanto en bacterias como en hongos) que permiten produ-
cir proteinas de cualquier origen en estas células faciles de
manejar y de cultivar a gran escala.

Existen muchas razones por las cuales los microorganis-
mos presentan ventajas frente a otros tipos de seres vivos
en el contexto de la produccion industrial de sustancias,
tales como su crecimiento relativamente rapido, sencillo
y poco costoso. Esta tecnologia ha posibilitado el sur-
gimiento de la ingenieria metabélica que crea individuos
optimizados para la produccién de un proceso concreto
y ha permitido desarrollar microorganismos que producen
productos farmacéuticos biotecnoldgicos como vacunas y
hormonas de forma segura, eficaz y, consecuentemente,
con un menor coste’. El esquema basico en el desarrollo
de un sistema de obtencion de este tipo de productos en
microorganismos se muestra en la Figura 3, y sus venta-

Aislamiento gen
(PCR, sintesis quimica)

Purificacion

Figura 3. Esquema de obtencion de un producto farmacéutico
biotecnolégico en microorganismos.

jas hacen que siga siendo una estrategia prioritaria de las
compafiias farmacéuticas, siendo cada vez mayor el name-
ro de farmacos que se obtiene en la actualidad siguiendo
esta metodologia. Algunos de los ejemplos paradigmaticos,
como la produccién de insulina y el desarrollo de analogos
de esta hormona mediante mutagénesis dirigida, son utili-
zados en la asignatura para ilustrar tanto sus logros como
su potencial. Los microorganismos son, igualmente, una
pieza basica de la industria farmacéutica para el desarrollo
de rastreos de sustancias de interés farmacolégico; estos
rastreos son en muchos casos lo suficientemente baratos y
convenientes para que la industria farmacéutica los utilice
como alternativa a otros sistemas en la identificacion de
compuestos bioactivos.

Los avances recientes en las tecnologias de secuencia-
cién masiva (pirosecuenciacion entre ellas) estan permi-
tiendo conocer con gran rapidez los genomas de muchos
seres vivos asi como conocer la enorme diversidad biologica
de determinados nichos ambientales; ello ha permitido el
desarrollo de la llamada metagendémica, de enorme impor-
tancia por cuanto representa una fuente de conocimiento
bioldgico sin recurrir a las tradicionales técnicas de cultivo
clasicas. Los estudios de gendmica funcional estan permi-
tiendo adscribir a muchos genes una funcion definida y
la combinacién de ambas herramientas (disponibilidad de
genomas completos, funciones de genes) proporciona datos
cruciales acerca de la evolucion biolégica de los seres vivos.
Una herramienta esencial en esta metodologia radica en la
bioinformatica o biologia computacional, a la que se presta
especial atencion durante la docencia de esta asignatura.
El estudio in silico de las secuencias de acidos nucleicos y
proteinas, permite predecir actividades bioquimicas, locali-
zaciones celulares, estructuras tridimensionales y en dltima
instancia, asignarles una funcién. También constituye una
pieza esencial para el desarrollo de la llamada biologia
sintética en que se intentan generar seres vivos (células
microbianas) a la carta optimizados para la realizacion de
una funcién concreta de interés biotecnolégico a partir del
conocimiento individual de genes, rutas y procesos biold-
gicos de seres vivos diversos.

En definitiva, si actualmente los farmacos situados en
los primeros puestos por volumen de negocio son de base
biotecnoldgica, todo apunta a que en el corto plazo el
objetivo de las grandes empresas farmacéuticas va a ser
incrementar este tipo de productos de modo espectacu-
lar. La asignatura BTFI pretende proporcionar al alumno
de Farmacia las bases moleculares fundamentales para que
pueda participar en esta proxima y prometedora etapa bio-
tecnolégica.

BIOTECNOLOGIA FARMACEUTICA Il (BTFII)

Por su parte, la Ficha Docente de la BTFII (http://
147.96.70.122/Web/Programa/803545.pdf), indica que su
objetivo general es «proporcionar al alumno una panordmica
actualizada sobre la produccion biotecnoldgica de farmacos y
otras moléculas bioactivas a través del uso de procesos bioca-
talizados que conlleven el uso de enzimas, células vegetales
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v de mamiferos in vitro, y diferentes procesos fisicoquimicos
de caracterizacion de los sistemas indicados». Los objetivos
especificos (OE) de esta asignatura se reflejan en la Figura 4,
y surgen de la colaboracion efectiva de cuatro Departamentos
de la Facultad de Farmacia, que se encargan de manera coor-
dinada de su imparticion.

En efecto, el Departamento de Quimica Organica y
Farmacéutica se encarga de cubrir el Objetivo Especifico
1 (OE1), encaminado a que el alumno, en primer lugar,
conozca las bases moleculares de la Biocatalisis aplicada a
la produccidn de farmacos y moléculas bioactivas. Para ello
se profundizara en las diferentes estrategias para la prepa-
racion y optimizacion de biocatalizadores de uso industrial,
a través del estudio de los conocimientos necesarios para la
blsqueda de nuevas enzimas naturales, obtencion de enzi-
mas por ingenieria genética, sintesis de nuevas enzimas,
inmovilizacién de enzimas, asi como el estudio de la inge-
nieria del medio de reaccién, dentro del ambito que implica
el uso de biocatalizadores para conseguir la transformacion
de una sustancia (no natural para el biocatalizador) en otra
que pueda tener interés para la sintesis de un farmaco, en
lo que se conoce como Biotransformaciones®°. Desde el
punto de vista de la Industria Farmacéutica, la Biocatalisis
es de gran importancial®??, ya que las enzimas producen
de un modo especifico y selectivo Gnicamente uno de los

ESPECIAL

isomeros posibles, que se obtendra de forma enantiopura®.
La separacion de estos estereoisomeros es de crucial impor-
tancia cuando se pretenden utilizar estos compuestos como
posibles farmacos, ya que las propiedades de estos pueden
ser muy diferentes pudiéndose dar el caso de que uno de los
enantiomeros produzca un efecto beneficioso (eutémero)
mientras el otro (distomero) sea altamente perjudicial para
el organismo, pudiendo citar como ejemplo el tristemente
conocido caso de la talidomida acaecido en EEUU a finales
de los afios 50 del siglo pasado.

Posteriormente, se detallan diferentes ejemplos de utili-
zacion de biocatalizadores en procesos industriales de pre-
paracion de moléculas bioactivas de interés farmacoldgico
(ej, anticancerigenos como el taxol, anticolesterolémicos
como la atorvastatina, antidiabéticos como la sitaglipti-
na, etc). Con todo ello se le proporciona al alumno una
panoramica actualizada sobre la produccion biotecnologi-
ca de farmacos y otras moléculas bioactivas a través del
uso de procesos biocatalizados por enzimas células, con
incidencia en todos los aspectos que conlleva el proceso
biocatalizado, que quedan de manifiesto en la Figura 5.

EL OE2 es responsabilidad del Departamento de Biolo-
gia Vegetal II. Tal y como se indic6 en la Introduccion, la
Biotecnologia Vegetal (Biotecnologia Verde) aprovecha el
potencial que tienen las plantas como fuente principal para

OBJETIVOS ESPECIFICOS (OE)

OE I OE II
Conocimientos de: Conocimientos de:

» Bases moleculares ||+ Técnicas de cultivos
de la Dbiocatdlisis vegetales in vitro y
aplicada a la obtencién de
produccién de productos de interés
fdrmacos industrial.
moléculas bioactivas. | | = Protocolos de

* Procesos optimizacién de
industriales  donde dichos cultivos
se implementan vegetales in vitro para
protocolos la  produccién de
biocataliticos. productos bioactivos

de interés
farmacéutico

OE III OE 1V
Conocimientos de: Conocimientos de:
Técnicas relacionadas | | « Protocolos
con cultivos de células quimicofisicos para la
animales. caracterizacion de los
Aplicaciones sistemas
biotecnolégicas  de biotecnolégicos
inferés de dichos | | « Protocolos para
cultives de células cuantificar y
animales en el entorno garantizar la
industrial y la estabilidad de los
investigacion productos
biomédica biotecnolégicos

obtenidos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
COMUNES (OEC)

| v Entender la metodologia cientifica aplicada a la Biotecnologia.
v Relacionar esta disciplina con otras dreas de conocimiento.

| v Desarrollar una actitud participativa y activa en el proceso de aprendizaje.

v Relacionar las distintas partes de la materia.

v Desarrollar interés por la Biotecnologia.

v Adquirir capacidad de trabajo en equipo.

Figura 4. Objetivos especificos de la Asignatura de Biotecnologia Farmacéutica Il.
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‘ Proceso de Biocatadlisis ‘

Proceso

Sustratos Productos

Recuperacién Seleccién del
producto Biocatalizador

Reciclade
FI———

Caracterizacién
Biocatalizador

Estabilidad Ingenieria celulas y enzimas

Ingenieria -
Sistemas en multifases Biocatalizador Condliciones Reaccion
Informacién estructural
[ ————r——

Ingenieria proceso

Figura 5. Esquema de un proceso biocatalitico integrado.

la obtencion de metabolitos secundarios de interés para la
industria farmacéutica, alimentaria y cosmética entre otras,
puesto que estos compuestos, por la diversidad de sus
estructuras, constituyen la base de una gran parte de los
medicamentos obtenidos por sintesis'4. Teniendo en cuenta
el interés industrial de estos compuestos, la Biotecnolo-
gia Vegetal se ha convertido en una herramienta necesaria
para abordar los principales aspectos de su produccion,
mediante el desarrollo y aplicacion de técnicas de cultivo
in vitro, en sus diferentes modalidades (células, tejidos
y 6rganos)?®, tal y como se recoge en la Figura 6. Cabe
sefalar que, mediante estas técnicas se han obtenido com-
puestos bioactivos, como cardendlidos, alcaloides, diterpe-
nos, flavonoides, etc., procedentes de diversas especies de
plantas medicinales. Sin embargo, a pesar del gran nimero
de investigaciones que se estan realizando y aunque hay
resultados muy prometedores, todavia son poco numero-
sos los casos de éxito a nivel de produccion a gran escala
en combinacién con la tecnologia de biorreactores. Entre
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Figura 6. Cultivo de células animales para aplicaciones
biotecnolégicas.
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éstos, cabe destacar la produccion de shikonina, berbe-
rina, podofilotoxina, vincristina, vinblastina, paclitaxel y
camptotecina®®.

Por otra parte, estas técnicas del cultivo in vitro tam-
bién tienen una especial importancia para el estudio y
la investigacion de los aspectos tedricos y practicos, de
especial interés en un programa de Biotecnologia Farma-
céutica, relacionados con la propagacion y el mejoramiento
de plantas medicinales, asi como la conservacion de su ger-
moplasma, la obtencion de productos bioactivos mediante
biotransformaciones y las posibilidades que ofrece la tec-
nologia de protoplastos. Cabe citar el hecho de un grupo
de alumnos presentaron en las IX Jornadas Complutenses,
celebradas en el curso 2013-2014, una comunicacion rela-
cionada con la tecnologia de protoplastos y sus aplicacio-
nes, lo que pone de manifiesto el interés que han desper-
tado estos dltimos aspectos, como forma de participar en
el Ao de la Biotecnologia en Espafia.

El Departamento de Bioquimica y Biologia Molecu-
lar se encarga de cubrir el Objetivo Especifico 3 (OE III)
enfocado al conocimiento de las técnicas de cultivo de célu-
las animales y sus aplicaciones biotecnoldgicas, tal y como
recoge la Figura 7. Los nuevos retos en Biomedicina que se
estan planteando en este siglo xx1 para el tratamiento de
las enfermedades implican nuevos abordajes experimentales
a diferentes niveles'®, Un mayor entendimiento a nivel
molecular de las patologias es esencial para el desarrollo de
nuevas terapias y su futura utilizacioén en la clinica. Dicho
avance puede contribuir también a la mejora de las terapias
actuales. Desde la generacion y utilizacion de modelos ani-
males de diferentes enfermedades que sirvan para profun-
dizar en el conocimiento a nivel basico de éstas, hasta el
disefio de farmacos para el tratamiento, implican procesos
biotecnolégicos. Los profesores implicados del Departamen-
to de Bioquimica y Biologia Molecular en la imparticion de
dicha asignatura, hacen en primer lugar una introduccion
general a los cultivos celulares que incluye aspectos basicos
pero elementales de metodologia, que incluye parametros
clave en el mantenimiento de un cultivo y tipos de cultivo,
para después pasar a presentar diferentes aplicaciones bio-
tecnoldgicas derivadas directamente del uso de las células
animales en el entorno industrial y la investigacion biomé-
dica. En particular, se desarrollan los siguientes aspectos
de la Biotecnologia de los cultivos de células de mamifero:

¢ Ingenieria tisular (bioingenieria de érganos y su apli-
cacion en clinica)

e Bio-reactores y produccion de moléculas de interés
farmacoldgico a escala industrial.

e Descubrimiento de nuevas dianas farmacoldgicas y
farmacos y estudios de toxicologia.

TERAPIAS ALTERNATIVAS CELULARES

Una vez mas se pone en evidencia que tanto para la
generacion de proteinas recombinantes por parte de las
células animales, como para la modificacion genética de las
propias células humanas con fines terapedticos se requiere
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la aplicacion de diferentes técnicas de ingenieria genética
que permiten la expresion del gen de interés de una forma
eficiente y segura.

Finalmente, el Departamento de Quimica Fisica II
(Fisicoquimica Farmacéutica) es el responsable de cum-
plir el Objetivo Especifico IV (OEIV). Su docencia se centra
en explicar los métodos de caracterizacion quimicofisica
de los productos biotecnolégicos y las interacciones de
éstos en los sistemas de aplicacion y la estabilidad®?. No
cabe duda de que cualquier proceso y producto biotecno-
l6gico obtenido por cualquiera de los protocolos presen-
tados en los OEI, OEII y OEIII debe estar caracterizado
quimicofisicamente, puesto que deben estudiarse tanto las
interacciones que se establecen con el medio asi como su
estabilidad. En efecto, cualquier sistema debe estar per-
fectamente caracterizado, debe ser estable e interaccionar
con los medios o sistemas de reaccién solo en la direccién
deseada.

Asi, se comienza por presentar al alumno las técnicas
de identificacion (es imprescindible elegir alguna propiedad
quimicofisica que lo diferencie de otros posibles productos):

e Emision o absorcion de energia por métodos espec-
troscopicos (ultravioleta/visible, infrarrojo. RMN).

e Entalpias de cambios de fase: Calorimetria de barrido
DSC.

ESPECIAL

e Peso molecular: viscosimetria, propiedades coligati-
vas (Pm bajos), cromatografia de permeabilidad en
gel, GPC, Tamafio molecular: Microscopia electronica,
Difusion cuasi-elastica de la luz, Ultracentrifugacion,
Volumen hidrodinamico.

e (argas eléctricas: Potencial Z (carga superficial).

e Conductividad y Solubilidad: (a concentracion,
T, disolvente y Fuerza idnica determinada).

En lo que respecta al apartado de interacciones, hay que
tener en cuenta el medio en el que se presenta el produc-
to biotecnoldgico, otros posibles productos presentes en
dicho medio y las interacciones mas importantes, como son
aquellas que se puedan originar con las moléculas, células
y tejidos u drganos en el organismo. En este sentido, se
consideran las interacciones a nivel molecular (electros-
taticas, hidrofébicas, hidrofilicas, enlaces de hidrégeno,
detalle de cinéticas de reaccion, etc). Finalmente, lo que
hace referencia al apartado de estabilidad, se incide al
alumno en las variables por considerar, tales como medio de
reaccion, temperatura, fuerza iénica, balance hidrofébico/
hidrofilico, pH o presion.

Por Gltimo, después de la rapida vision de las técni-
cas o métodos fisicoquimicos para caracterizar, determinar
interacciones y estudiar estabilidad, se aborda la necesidad
de que estos métodos y variables estandarizadas queden
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universalmente unificados y validados. En este sentido, se
presentan los planteamientos recogidos en The Internatio-
nal Conference on Harmonisation of Technical Requirements
for Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH,
http://www.ich.org/), para mantener un foro de diadlogo
constructivo entre las autoridades reguladoras y la Indus-
tria Farmacéutica sobre las diferencias reales y percibidas
en las técnicas y requisitos para el registro de productos en
la UE, EE.UU. y Jap6n, a fin de garantizar una mas oportuna
introduccion de nuevos medicamentos, y su disponibilidad
para los pacientes. Por tanto, se contribuye a la proteccién
de la salud pablica desde una perspectiva internacional, al
supervisar y actualizar los requisitos técnicos armonizados
que conducen a una mayor aceptacion de los datos de
investigacion y desarrollo?. De esta manera, se pretende
evitar futuros requisitos divergentes mediante la armoni-
zacion de determinados temas necesaria como resultado de
los avances terapéuticos y el desarrollo de nuevos tecno-
logias para la produccion de productos medicinales. Asi, el
alumno llega al fin de la asignatura con las capacidades en
biotecnologia y con el convencimiento de que, sin una bue-
na caracterizaciéon quimicofisica con métodos y protocolos
validados por la ICH de los productos biotecnolégicos, no
habra alcanzado el objetivo final de la asignatura.

CONCLUSION

De todo lo expuesto hasta ahora, creemos que queda

justificado el «entrecomillado» que aparece en el titulo del
articulo; en efecto, para la correcta formacion de un gra-
duado en Farmacia, cuyo enfoque profesional vaya orientado
principalmente hacia el area de I+D+i, pensamos absoluta-
mente necesario que éste haya adquirido una nocién clara de
lo que es y supone la Biotecnologia Farmacéutica. Para ello,
los conocimientos adquiridos al cursar estas asignaturas le
supondran un primer paso para su desarrollo profesional, y
sentaran las bases de conocimiento necesario para abordar
su camino en el apasionante mundo biotecnolégico.
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respuesta a los retos que impone un mercado cada vez

mas exigente en términos de calidad y seguridad de
productos. La industria agroalimentaria, pilar fundamental
de la economia espafiola, realiza grandes inversiones en
Investigacion y Desarrollo (I+D) que garanticen su pro-
greso econémico de la mano del avance tecnoldgico. Tras
décadas de protagonismo de la viticultura como foco de
interés prioritario de enélogos y bodegas, actualmente la
microbiologia cobra cada vez mas relevancia dentro de
la industria enoldgica. El estudio de los procesos microbia-
nos involucrados en la elaboracién de vino, al margen de la
bien conocida fermentacion alcohélica, ha dado lugar a una
extensa linea de investigacion con las levaduras llamadas
no-Saccharomyces como centro de interés. La presencia y
dominancia de Saccharomyces cerevisiae es un hecho espe-
rado y deseado durante el proceso de fermentacion vinica
puesto que de su vigor fermentativo va a depender la lle-
gada a término de la fermentacion. Este papel relevante ha
provocado que S. cerevisige protagonizara la mayor parte de
la investigacion en microbiologia enolégica en las pasadas
décadas. Sin embargo, el conocimiento sobre el potencial
enzimatico de las levaduras no-Saccharomyces, dominantes
en las primeras etapas fermentativas, ha derivado en un
intenso estudio sobre su aplicacion para la mejora de las
propiedades tecnoldgicas y sensoriales de los vinos elabo-
rados en la industria.

La aplicacion de enzimas y complejos enzimaticos de
origen flingico es una practica habitual en enologia. Estas
enzimas se aplican tanto con objetivos sensoriales, a tra-
vés de la liberacion de precursores aromaticos o la extraccion
de fenoles y pigmentos por ejemplo, como con objetivos de
optimizacion tecnoldgica a través de la mejora del vino en
aspectos relacionados con su procesamiento, almacenamien-
to o aspecto, como puedan ser su filtracién (a través de la
hidrélisis de pectinas y residuos celuldsicos) o el aumento de

| a investigacion aplicada a la industria avanza para dar
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la seguridad en el almacenamiento mediante la estabilizacion
proteica entre otros. La gran variedad de enzimas y complejos
enzimaticos puestos a disposicion de los enélogos por las
distintas casas comerciales dedicadas a esta industria pone
a su disposiciéon un abanico enorme de posibilidades para
garantizar la calidad del producto final asi como para aportar
el toque de distincion a los vinos en funcion del saber hacer
de cada endlogo y bodega. Las levaduras no-Saccharomyces,
a cambio de presentar un metabolismo fermentativo menos
eficiente que S. cerevisiae, ofrecen un enorme potencial enzi-
matico que permite manejar de forma indirecta todos los pro-
cesos citados anteriormente, alterando en menor medida la
naturaleza inherente al proceso de fermentacion vinica. Entre
las enzimas producidas por estas levaduras y que inciden en
el perfil aromatico de los vinos podemos destacar diversas
enzimas glicosidasas relacionadas con la liberacién de pre-
cursores de aromas terpénicos, que aportan aromas herbaceos
caracteristicos de variedades de uva como Albarifio o Moscatel,
o ciertas actividades liasas responsables de la liberacion de
aromas tiélicos, cuyos descriptores principales son el aroma a
pomelo o ciertas frutas tropicales, caracteristicos de vinos de
variedades como Verdejo o Sauvignon blanc. La aplicacién de

VIOGNIER PINOT BLANC

VERDEJO
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las levaduras no-Saccharomyces en procesos
industriales de fermentacion se realiza a tra-
\ vés de las llamadas fermentaciones mixtas,
\ combinadas o multistarter en las que se
1 aplican in6culos complejos de levaduras
| de especies no-Saccharomyces sequidos
1| de cepas seleccionadas de S. cerevisiae
que garantizan la llegada a término de
la fermentacion. Actualmente, en los
catalogos de levaduras de las grandes
casas comerciales de productos enologi-
cos, existen cepas de levaduras no-Sac-
charomyces para su uso industrial como
inoculos. Entre las especies mas frecuen-
temente empleadas destacan Torulaspora
delbrueckii, Kluyveromyces thermotolerans
0 Metschnikowia pulcherrima cada una de
ellas indicada para distintos fines y con dis-
. tintos protocolos de uso en funcion de sus propie-
S e . . .
- dades metabélicas (poder fermentativo, resistencia al
etanol y al SO, etc.). Menos estudiadas, aunque no por
ello menos interesantes, son actividades enzimaticas como
pectinasas, o proteasas, ausentes en la inmensa mayoria de
cepas de S. cerevisiae pero presentes en una gran variedad de
especies no-Saccharomyces. Estas enzimas presentan inciden-
cia en parametros sensoriales como la extraccion de aromas,
color o fenoles mediante la ruptura de pectinas de la uva o la
contribucién a la estabilidad proteica de los vinos.

Ademas de su potencial enzimatico y la consecuente
incidencia en el perfil aromatico de los vinos, el metabo-
lismo de estas levaduras menos especializado en el proceso
de fermentacion alcohdlica contribuye al aumento de la
presencia de metabolitos o subproductos de interés en el
vino diferentes al etanol que inciden en la modificacion de
parametros con respecto a las fermentaciones industriales
tradicionales exclusivamente inoculadas con S. cerevisiae.
Asi, entre las contribuciones generales mas destacadas en
el uso de cepas de levaduras no-Saccharomyces se encuen-

CABERNET SAUVIGNON
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tra el aumento en el contenido en glicerol en los vinos,
el aumento en la intensidad y estabilidad del color o el
aumento en el contenido en manoproteinas.

La aplicacion de técnicas transcriptomicas y metabo-
l6micas permite adquirir conocimientos sobre la fisiologia
en fermentacion de las levaduras no-Saccharomyces, cuyo
metabolismo y requlacion genética en fermentaciones vini-
cas es todavia poco conocido. Estos estudios permitiran
conocer, tal y como se hiciera en las Gltimas décadas con
las cepas industriales de S. cerevisiae, la respuesta trans-
cripcional y las contribuciones metabélicas en fermentacion
de las distintas cepas de levaduras no-Saccharomyces en
distintas condiciones fermentativas, permitiendo su uso
correcto en la industria y la optimizacion al maximo de
sus propiedades y favoreciendo asi su implantacion en el
mercado enolégico en el que todavia hoy tienen una baja
presencia.
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recordado mas bien en los anales de la memoria bio-

sanitaria colectiva como «el afio del Ebolax». Entre los
tratamientos experimentales que han estado en boca de
todos, el mas mediatico y enigmatico, acaso por su nombre
alienigena, ha sido el ZMapp™. Se trata de una suerotera-
pia, una estrategia de inmunizacién pasiva en la linea del
suero antidiftérico por el que von Behring gané el Nobel
en su primera edicién en 1901, pero a la vez es un prodigio
de la Biotecnologia que amalgama todo el conocimiento
acumulado desde entonces.

El farmaco, resulta de una colaboracién pablico-privada
entre compafias y organismos estatales de EEUU y Canada.
Se trata de un coctel de tres anticuerpos monoclonales
«humanizados» que habian demostrado eficiencia en pri-
mates y cobayas?, procedentes a su vez de dos cocteles
previos, ZMAb (Defyrus Inc., Toronto, Canada) y MB-003
(Mapp Biopharmaceuticals, San Diego, CA, EEUU)?. Por
tanto, el nombre no viene de otra galaxia, sino que es el
acronimo de ambas marcas. El primer paso del desarrollo
implica por tanto, la ingenieria genética requerida para la
«humanizacion» de la inmunoglobulina murina y la tec-
nologia de hibridomas para la produccién de anticuerpos
monoclonales (mAbs). Pero la produccién a gran escala de

Por desgracia, 2014, el «afio de la Biotecnologia», sera
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mAbs tendria un coste inasumible para un medicamento
de uso universal. Aqui entra en juego la biotecnologia de
plantas mas ecléctica, puesto que el ZMapp se produce en
plantas del género Nicotiana. Los cDNAs que codifican los
mABs seleccionados se introducen en vectores basados en
el virus del mosaico del tabaco?, el de Beijerinck e Iva-
nowsky, el primer virus descubierto a finales del XIX, otro
guifio histérico. Sin embargo, aunque estos vectores diri-
gen bien la expresion, la transfeccion transitoria es dificil
de gestionar desde el punto de vista de su rendimiento
en estrategias de «pharming» (el arte de producir farma-
cos recombinantes en explotaciones horticolas, digamos).
Aqui es donde entra en juego la genética bacteriana, pues
no es otro que Agrobacterium tumefaciens y su sistema de
secrecion de tipo IV el utilizado para el disefio de la trans-
ferencia de los vectores a la solandcea mediante el uso de
secuencias del plasmido Ti. EL proceso de transferencia del
vector de expresion a la planta, llamado «magnifectiony,
consiste en sumergir transitoriamente las plantas en masa
en una suspension de Agrobacterium listo para inyectar, un
proceso que se puso a punto para la produccion industrial
de vacunas recombinantes®.

En definitiva, pronto sabremos si el ZMapp realmente
salvo vidas humanas o quizas queden olvidados los dias en
que sonaba como la (nica esperanza, ensombrecido por nue-
vas estrategias terapéuticas o quizds —ojala— vacunas. No
viene del futuro ni de otra dimension, no: viene de un siglo
de investigacion y de lo mejor de nuestra Tierra: virus, bac-
terias, plantas, ratones y todo un despliegue de la mejor
Biotecnologia. Una buena oportunidad para demostrar a la
sociedad que nuestra ciencia puede aportar soluciones.
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[ grupo de Microbiologia Molecular es uno de los
once grupos especializados pertenecientes a la
Sociedad Espafiola de Microbiologia (SEM), fundada

en 1946. Este Grupo comenzo su acjcividfad el 11 de a‘br’il Josep Casadesus Pursal 1995 — 2000
de 1995, liderada por una Junta directiva que presidia
Jos.e[_) Casa@esﬂg Pyr;alt, y conNel fin de aglutinar la Antonio Juérez Giménez 2000 — 2004
actividad microbioldgica en Espafa que empleaba herra-
mientas emergentes comunes . Desde entqnces, ha Juan M@ Garcia Lobo 2005 — 2008
pasado lo que, en medidas humanas, no bacterianas, es
una generacion. La primera reunion del Grupo tuvo lugar Maria Molina Martin 2009 — 2013
en Pamplona en 1996, bajo la direccién de G. Pisabarro,
J. Bgrenguer y J. Pla. Segin podemos ver en el cua- Bruno Gonzélez Zorn 2014 —
dernillo de Abstracts , el concepto se basaba
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en que los jovenes investigadores, hoy nuestros senior
mas prestigiosos, pudieran aprovechar la reunion para
presentar sus resultados y discutirlos en una atmdsfera
distendida y cientifica.

Desde entonces, el nimero de socios del Grupo ha ido
incrementando paulatinamente , 'y hemos seqgui-
do celebrando reqularmente nuestra reunion de Grupo en
diversas localizaciones de nuestra geografia espafiola

. A pesar de las vicisitudes que tanto de la Sociedad
Civil como la Comunidad Cientifica, han sufrido a lo largo de
este tiempo, el espiritu del Grupo de Micro Molecular se ha
mantenido intacto. No es necesario analizar la bibliometria
de los miembros del Grupo para saber que el nivel cienti-
fico del mismo goza de una salud impecable. En la Gltima
Reunién del Grupo, celebrada en Segovia, se presentaron
mas de 60 comunicaciones orales, casi todas impartidas por
miembros jovenes y entregamos el III Premio Biomedal,
cada vez mas prestigioso. El nivel cientifico fue, como lo
ha sido siempre, extraordinario. Por otro lado hemos instau-
rado TablonMicroMol, que nos permite mantenernos comu-
nicados mas estrechamente que antes, y nuestros colegas
en el extranjero que regresan a Espafia se unen al Grupo,
o se mantienen unidos cuando deciden empezar aventuras
fuera de nuestras fronteras.

El futuro del Grupo esta ligado al de sus miembros.
Seguimos teniendo equipos muy competitivos, algunos
de los cuales aumentan en tamafio, otros generan fruc-
tiferas esporas que crean nuevos grupos de investiga-
cion de gran capacidad. Tras una generacion, los que

Ne de socios
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180 =
160 =
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Evolucién del numero de socios del Grupo de
Microbiologia Molecular.

empezamos la tesis doctoral el afio de la primera Reu-
nion, vemos como este Grupo es mas bien una familia,
y creemos que el pilar mas importante del mismo no es
el cientifico, sino el personal. Nuestros recuerdos mas
intensos son los momentos vividos en nuestras reunio-
nes, y creemos y queremos que las generaciones futuras
tengan la suerte de poder criarse en un ambiente tan
enriquecedor como hemos podido hacerlo nosotros. Asi
lo siento, y asi queria agradeceros a todos vuestro apoyo
al Grupo, uno de los valores mas cardinales que tenemos.

Mecanismos moleculares
de patogeénesis de la

Junkal Garmendia

Instibuto de Agrobiotecnologia CSIC-UPNa-Gobierno de Navarra,
Centro de Investigacion Biomédica en Red Enfermedades Respiratorias CIBERES

uestro equipo, coordinado por la Dra. Junkal Gar-
mendia, forma parte del Grupo de Sanidad Animal
del Instituto de Agrobiotecnologia (IdAB), en Nava-
rra, un centro Mixto de titularidad compartida entre el

Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), la
Universidad Pablica de Navarra (UPNa) y el Gobierno de
Navarra. Asimismo, el equipo es miembro del Centro de
Investigacion Biomédica en Red Enfermedades Respira-
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Instituto de
Agrobiotecnologia

Agrobioteknologiako
Institutua

Institute of
Agri-biotechnology

De izquierda a derecha: Cristina Viadas, Begona Euba, Javier Moleres, Junkal Garmendia, Ariadna Fernandez

e Irene Rodriguez.

torias (CIBERES), una red de investigacion multidiscipli-
naria y multiinstitucional en enfermedades respiratorias
apoyada por el Instituto Nacional de Salud Carlos III y
los Ministerios espafioles de Economia y Competitividad y
Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad. El equipo comenzé
su andadura en 2009, estudiando aspectos basicos de la
infeccion respiratoria bacteriana mediante aproximaciones
de microbiologia molecular y celular, y con caracter trasla-
cional. Asi, nuestro marco de trabajo es la generacion de
conocimientos mecanisticos del proceso infeccioso para
su traslado al desarrollo de estrategias terapelticas para
combatir enfermedades infecciosas de interés. Nuestros
estudios implican la utilizacion de células respiratorias
inmortalizadas y primarias, modelos animales pre-clinicos,
y material clinico de origen humano y porcino. El interés
de nuestro grupo se centra en la infeccion respiratoria
por patogenos bacterianos oportunistas del género Haemo-
philus spp., que aprovechan una situacién de inmunode-
presion del individuo hospedador para provocar infecciones
sintomaticas. En la actualidad, trabajamos con las especies
Haemophilus influenzae, asociada a patologia humana, y
Haemophilus parasuis, asociada a patologia porcina.

En humanos, H. influenzae es un colonizador asinto-
matico de la nasofaringe de la mayor parte de la poblacion
sana. En poblacién infantil, H. influenzae es causante de
otitis media, bronquiolitis y traqueobronquiolitis. En pobla-
cion adulta de edad avanzada, este patdgeno puede pro-
vocar neumonia. Ademas, H. influenzae esta asociado a la
progresion de la Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica
(EPOC), una enfermedad respiratoria cronica de elevada
prevalencia mundial, y cuyo principal factor de riesgo es
el tabaquismo. La EPOC es una obstruccion irreversible y
progresiva de los espacios de intercambio gaseoso. Las
particulas y los gases nocivos presentes en el humo de
tabaco generan una inflamacién pulmonar elevada y croni-
ca, lo que provoca fibrosis, obstruccion de las vias aéreas
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menores, enfisema y pérdida de elasticidad pulmonar. Todo
ello contribuye a la pérdida de la funcion pulmonar, la
reduccién de la calidad de vida del paciente y el aumen-
to de la mortalidad. El humo de tabaco favorece también
el desarrollo de infecciones pulmonares que provocan un
elevado porcentaje de las agudizaciones periddicas sufridas
por los enfermos EPOC, denominadas exacerbaciones. Las
exacerbaciones son el principal factor de morbilidad y mor-
talidad de los pacientes EPOC, y generan un gasto elevado
para los sistemas sanitarios nacionales. H. influenzae es
uno de los microorganismos mas frecuentemente aislados
del tracto respiratorio inferior de enfermos EPOC, en fase
estable y en exacerbacion. En este contexto, nuestros inte-
reses se centran en la identificacion y explotacién de dianas
terapedticas para combatir la infeccidn por H. influenzae.
Nuestras lineas de trabajo se resumen a continuacion:

Interaccion de H. influenzae con los epitelios res-
piratorios nasal, faringeo, bronquial y alveolar
humano. En los dltimos afios, hemos determinado
que H. influenzae tiene una fase de vida intrace-
lular en células epiteliales respiratorias, e identifi-
cado un repertorio de elementos implicados en la
transduccion de sefiales de la célula humana que son
utilizados por el patégeno para acceder a su nicho
intracelular. La posible relacion entre la localizacion
intracelular de H. influenzae y la infeccién crénica
a pesar del uso de antibidticos, nos ha llevado a
explorar estrategias para restringir dicha vida intra-
celular basadas en el concepto host-directed thera-
peutics (terapias dirigidas al hospedador), mediante
la intervencion farmacologica de funciones celulares
empleadas por H. influenzae para acceder a su nicho
intraepitelial.

Factores de virulencia y elementos esenciales para
la supervivencia del patégeno durante la infeccion.



Hemos caracterizado un repertorio de genes de H.
influenzae implicados en la interaccion patdgeno-
célula respiratoria humana, y que codifican estruc-
turas de la superficie bacteriana. La identificacion
de funciones bacterianas esenciales en el proceso
infeccioso nos ha llevado a explorar estrategias anti-
microbianas basadas en el concepto anti-virulence
therapy (terapias dirigidas al patégeno), destinadas
a la intervencion de funciones bacterianas esenciales
durante la infeccion.

Adaptacion de H. influenzae al aparato respiratorio
humano. El éxito de H. influenzae como patdgeno
radica en gran medida en su adaptacion al aparato
respiratorio humano, un aspecto esencial para eva-
dir la inmunidad respiratoria. Hemos caracterizado a
nivel genémico y fenotipico un repertorio de cepas
clinicas de H. influenzae, aisladas de muestras res-
piratorias de pacientes pediatricos y respiratorios
cronicos adultos. Entre otros, hemos reportado un
conjunto de polimorfismos asociados a la infeccion
crénica por H. influenzae, potencialmente relacio-
nados con la resistencia del patégeno a la muerte
mediada por péptidos antimicrobianos del sistema
inmune innato. La identificacion de estos rasgos
genéticos nos ha llevado a explorar estrategias anti-
microbianas basadas en el concepto anti-adaptation
therapy (terapias dirigidas al patégeno), destina-
das a la intervencién de funciones implicadas en
la adaptacion del patégeno al aparato respiratorio
humano.

Exposoma e interferencia terape(tica en la infec-
cion respiratoria. La infeccion asociada a EPOC esta
modulada por la exposicion del paciente al humo de
tabaco y a la medicacién antiinflamatoria recibida
de forma cronica. Ambos aspectos forman parte
del exposoma del paciente EPOC, y entender su
interferencia en la progresion de la infeccion por
H. influenzae puede resultar esencial para el disefio
racional de estrategias antimicrobianas efectivas.
Hemos determinado que la exposiciéon al humo
de tabaco disminuye la capacidad fagocitica del
macrofago alveolar para ingerir H. influenzae, lo
que reduce a su vez la eficiencia de su procesamien-
to fagolisosomal. Actualmente, nuestro interés se
centra en entender la interferencia de terapias anti-
inflamatorias con distintos mecanismos de accion
en la infeccion por H. influenzae.

En ganado porcino, H. parasuis es un colonizador asin-
tomatico de las fosas nasales de la mayor parte de los
animales sanos, y el agente causante de la enfermedad
de Gldsser, asociada a condiciones estresantes de manejo,
traslados y destete de lechones. Este patdgeno oportunis-
ta es reservorio de un repertorio de plasmidos naturales
portadores de genes de resistencia a varias familias de
antibioticos. Este aspecto, junto al hecho de que el género

Haemophilus spp. se caracteriza por su competencia natural
para captar ADN del medio externo, hacen de H. parasuis un
reservorio natural de resistencia antibidtica transmisible a
otras especies con repercusion en salud humana, como es
H. influenzae. En este contexto, nuestros intereses se cen-
tran en la identificacion de plasmidos naturales en aislados
de H. parasuis integrantes de la microbiota respiratoria de
cerdos sanos, y la caracterizacion de su transmisibilidad y
estabilidad en H. influenzae.

Desarrollamos el conjunto de nuestra actividad de forma
cooperativa y multidisciplinar, en colaboracién con grupos
nacionales e internacionales expertos en microbiologia
clinica, veterinaria y molecular, en neumologia, y en el
empleo de tecnologias de Gltima generacion.

Puig C, Domenech A, Garmendia J, Langereis JD, Mayer P, Calatayud
L, Linares J, Ardanuy C, Marti S. (2014) Non-typeable Haemophilus
influenzae isolates from invasive disease and otitis media present
higher biofilm formation than strains recovered from respiratory in-
fections. Appl Environ Microbiol. 2014 Sep 5. pii: AEM.02544-14

Garmendia J, Viadas C, Calatayud L, Mell JC, Marti-Lliteras P, Euba
B, Llobet E, Gil C, Bengoechea JA, Redfield RJ, Linares J. (2014)
Characterization of nontypable Haemophilus influenzae isolates re-
covered from adult patients with underlying chronic lung disease
reveals genotypic and phenotypic traits associated with persistent
infection. PLoS One 9(5):€97020

Morey P, Viadas C, Euba B, Hood DW, Barberan M, Gil C, Grillé MJ, Ben-
goechea JA, Garmendia J. (2013) Relative contribution of lipooligo-
saccharide inner and outer core modifications to nontypable Haemophi-
lus influenzae pathogenesis. Infection and Immunity 81: 4100-4111

Garmendia J, Marti-Lliteras P, Moleres J, Puig C, Bengoechea JA.
(2012) Genotypic and phenotypic diversity of the noncapsulated
Haemophilus influenzae: adaptation and pathogenesis in the human
airways. Int Microbiology 15: 159-172

Lopez-Gomez A, Cano V, Moranta D, Morey P, Garcia del Portillo F,
Bengoechea JA, Garmendia J. (2012) Host cell kinases, o5 and 1
integrins, and Racl signalling on the microtubule cytoskeleton are
important for non-typable Haemophilus influenzae invasion of respi-
ratory epithelial cells. Microbiology 158: 2384-2398

Garmendia J, Morey P, Bengoechea JA. (2012) Impact of cigarette
smoke exposure on host-bacterial pathogen interactions. European
Respiratory Journal 39: 467-477

Martinez-Moliner V, Soler-Llorens P, Moleres J, Garmendia J, Aragon
V. (2012) Distribution of genes involved in sialic acid utilization in
strains of Haemophilus parasuis. Microbiology 158:2117-24

Marti-Lliteras P, Lopez-Gomez A, Mauro S, Hood DW, Viadas C, Cala-
tayud L, Morey P, Servin A, Liiiares J, Oliver A, Bengoechea JA,
Garmendia J. (2011) Nontypable Haemophilus influenzae displays
a prevalent surface structure molecular pattern in clinical isolates.
PLoS One 6: 21133

Morey P, Cano V, Marti-Lliteras P, Lopez-Gomez A, Regueiro V, Saus C,
Bengoechea JA, Garmendia J. (2011) Evidence for a non-replicative
nontypable Haemophilus influenzae intracellular stage in epithelial
cells. Microbiology 157: 234-250

Marti-Lliteras P, Regueiro V, Morey P, Hood DW, Saus C, Sauleda J,
Agusti AG, Bengoechea JA, Garmendia J. (2009) Nontypeable Hae-
mophilus influenzae clearance by alveolar macrophages is impaired by
exposure to cigarette smoke. Infection and Immunity 77: 4232-4242
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Pabogenicidad, diagnostico

y control de

Virginia Aragon, Nuria Galofré-Mila, Bernardo Bello-Orti y Florencia Correa Fiz

Centre de Recerca en Sanitat Animal (CReSA) y Instibut de Recerca i Tecnologia
Agroalimentaries (IRTA), Campus de la Universitat Autonoma de Barcelona,
Bellaterra, Barcelona

Miembros actuales del grupo. De izquierda a derecha, Nuria Galofré, Florencia Correa Fiz, Virginia Aragén y Bernardo Bello.

aemophilus parasuis es el agente causal de la enfer-

medad de Glésser, una enfermedad sistémica caracte-

rizada por poliserositis fibrinosa, meningitis y artri-
tis. Esta enfermedad es una de las mas importantes en los
lechones destetados, aunque también puede afectar a los
cerdos en otras fases de produccion. Las infecciones por H.
parasuis tienen un gran impacto econémico en todos los
paises productores de porcino.

H. parasuis es una bacteria exclusiva del cerdo que es
capaz de colonizar las vias respiratorias superiores de este
animal desde temprana edad. En los lechones, H. parasuis
se detecta en la cavidad nasal desde los dos dias de vida.
Esta colonizacion temprana se produce al transmitirse la
bacteria por contacto directo entre los lechones y su madre,
de quien, a la vez, obtienen anticuerpos que los protegen.

Esta doble vida, como parte de la microbiota respirato-
ria y como patogeno, es el reflejo de la existencia de una
gran variabilidad de cepas, que van desde no virulentas
(colonizadoras) a altamente virulentas (invasivas).

El control de la enfermedad se puede realizar mediante una
rapida intervencién con antimicrobianos o mediante progra-
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mas de vacunacion, ya que H. parasuis es un patogeno extra-
celulary se ha demostrado que los anticuerpos son esenciales
en la proteccion. Las vacunas comerciales son bacterinas, que
proporcionan una proteccién dependiente de serovariedad. En
la actualidad hay una gran presién social para reducir el uso de
antibidticos en el ganado, por lo que es necesaria una vacuna
eficaz frente a todas las cepas virulentas.

La patogenia de la enfermedad de Glasser conlleva un
paso de la bacteria por el pulmén antes de proceder a la
invasion sistémica. Como se ha dicho anteriormente, no
todas las cepas de H. parasuis tienen la misma capacidad
patogénica. Las cepas que no poseen factores de virulencia,
cuando alcanzan el pulmén son eliminadas por los macrofa-
gos alveolares y la infeccion queda controlada
Asi, la localizacion de las cepas no virulentas se limita al
tracto respiratorio superior donde no representan un riesgo
para la salud de los lechones. Por otro lado cuando una
cepa virulenta alcanza el pulmoén, se induce una clara infil-
tracion de neutrofilos y una inhibicion de la
activacion de los macréfagos alveolares. La resistencia a la
fagocitosis de las cepas virulentas parece implicar varios



mecanismos, entre ellos la expresion de capsula bacteriana.
Ademas, las cepas virulentas son capaces de incorporar acido
sialico a moléculas de su superficie, como el lipooligosacari-
do y el polisacarido capsular, que puede facilitar la evasion
del sistema inmune. Al no ser eliminadas por los macréfagos,
las cepas virulentas se multiplican dentro del animal y pue-
den alcanzar el torrente circulatorio, donde sobreviven por
ser resistentes al complemento sérico. Una vez en el torrente
sanguineo, pueden alcanzar e invadir otros 6rganos dando
lugar a la enfermedad sistémica. Finalmente, la multiplica-
cion de la bacteria induce una fuerte inflamacién, que es la
responsable de las lesiones que se observan en los animales,
y en los casos graves de su muerte.

Clasicamente, la clasificacion de las cepas de H. parasuis
se hace por serotipacion, pero una gran proporcion de cepas
no son serotipables. Mas recientemente se han desarrollado
métodos de genotipado, especialmente un MLST («multilocus
sequence typing»), que agrupa las cepas con una cierta rela-
cion con su origen clinico. Sin embargo, este método no es
practico para el diagnéstico rutinario. Estudios genémicos per-
mitieron identificar un grupo de genes que estan diferencial-
mente presentes en cepas de distinto origen patoldgico. Estos
genes se denominaron vtaA (del inglés «virulence-associated
trimeric autotransportersy) y codifican proteinas de membra-
na externa, con un dominio translocador y uno pasajero que
contiene dominios de colagenos y otros dominios con posi-
ble papel en adhesion. El estudio en mayor profundidad de
estos genes permiti6 el disefio de una PCR capaz de identificar
cepas con potencial patdgeno y asi, diferenciarlas de las cepas
puramente colonizadoras del tracto respiratorio superior. En
estudios con macréfagos alveolares porcinos nuestro grupo
pudo determinar que dos de estos autotransportadores, VtaA8
y 9, provocaban un retraso en la fagocitosis por macréfagos,
demostrando su papel en a resistencia a la fagocitosis y apo-
yando su presencia en cepas virulentas. Ademas, la presencia
de las VtaA en la superficie bacteriana y su expresion diferen-
cial en cepas virulentas, nos llevd a plantearnos su potencial
uso en una vacuna dirigida contra las cepas virulentas. De
hecho, en experimentos in vivo realizados por nuestro grupo
vacunando lechones con una mezcla de seis VtaAs se observo
una proteccion parcial frente a una infeccion letal con una
cepa de H. parasuis. Actualmente nuestro grupo esta reali-
zando estudios de transcriptomica del patégeno durante las
fases iniciales de la infeccion y participa en un proyecto de
identificacion de la microbiota respiratoria y el papel de H.
parasuis como componente de la microbiota normal del cerdo.

Nuestros principales colaboradores son el Dr. Marcelo Gotts-
chalk y el Dr. Mario Jacques de la Universidad de Montreal
(Canada), el Dr. Dan Tucker de la Universidad de Cambridge
(UK), el Dr. Javier Dominguez del INIA (Madrid) y la Dra. Junkal
Garmendia del Instituto de Agrobiotecnologia (Pamplona).

Aragon V, Cerda-Cuéllar M, Fraile L, Mombarg M, Nofrarias M, Olve-
ra A, Sibila M, Solanes D, Segalés J. (2010). Correlation between
clinico-pathological outcome and typing of Haemophilus parasuis
field strains. Vet Microbiol 142:387-393.
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Cortes de pulmones de lechones infectados
intranasalmente con la cepa no virulenta SW114 (A) o la cepa
virulenta Nagasaki (B), 1 dia post-infeccién. H. parasuis se
marco6 con un suero hiperinmune de conejo (rojo). El anticuerpo
monoclonal 6D10, donado por J. Dominguez (INIA), se usé para
marcar los neutréfilos (verde). Los nacleos de las células se
tifieron con DAPI (azul).

Bello-Orti B, Costa-Hurtado M, Martinez-Moliner V, Segalés J y Ara-
gon V. (2014). Time course Haemophilus parasuis infection reveals
pathological differences between virulent and non-virulent strains
in the respiratory tract. Vet Microbiol 170:430-437.

Costa-Hurtado M, Ballester M, Galofré-Mila N, Darji A, Aragon V.
(2012). VtaA8 and VtaA9 from Haemophilus parasuis delay phagocy-
tosis by alveolar macrophages. Vet Res 43:57.

Costa-Hurtado M, Olvera A, Martinez-Moliner V, Galofré-Mila N, Mar-
tinez P, Dominguez J y Aragon V. (2013). Changes in macrophage
phenotype after infection of pigs with Haemophilus parasuis strains
of different virulence. Infect Immun 81:2327-2333.
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Howell KJ, Weinert LA, Luan SL, Peters SE, Chaudhuri RR, Harris D,
Angen 0, Aragon V, Parkhill J, Langford PR, Rycroft AN, Wren
BW, Tucker AW y Maskell DJ; BRaDP1T Consortium. (2013). Gene
Content and Diversity of the Loci Encoding Biosynthesis of Capsular
Polysaccharides of the 15 Serovar Reference Strains of Haemophilus
parasuis. J Bacteriol 195:4264-4273.

Martinez-Moliner V, Soler-Llorens P, Moleres J, Garmendia J, Aragon
V. (2012). Distribution of genes involved in sialic acid utilization in
strains of Haemophilus parasuis. Microbiology 158:2117-2124.

Mullins MA, Register KB, Brunelle BW, Aragon V, Galofré-Mila N, Bay-
les DO, Jolley KA. (2013). A curated public database for multilocus
sequence typing (MLST) and analysis of Haemophilus parasuis based
on an optimized typing scheme. Vet Microbiol 162:899-906.

Olvera A, Ballester M, Nofrarias M, Sibila M, Aragon V. (2009). Differ-
ences in phagocytosis susceptibility in Haemophilus parasuis strains.
Vet Res 40:24.

Olvera A, Martinez-Moliner V, Pina-Pedrero S, Pérez-Simé6 M, Galofré-
Mila N, Costa-Hurtado M, Aragon V, Bensaid A. (2013). Serum
cross-reaction among virulence-associated trimeric autotransporters
(VtaA) of Haemophilus parasuis. Vet Microbiol 164:387-391.

Olvera A, Pina S, Macedo N, Oliveira S, Aragon V, Bensaid A. (2012).
Identification of potentially virulent strains of Haemophilus para-
suis using a multiplex PCR for virulence-associated autotransporters
(vtaA). Vet J 191:213-218.

Olvera A, Pina S, Pérez-Simé M, Aragéon V, Segalés J, Bensaid A.
(2011). Immunogenicity and protection against Haemophilus para-
suis infection after vaccination with recombinant virulence associ-
ated trimeric autotransporters (VtaA). Vaccine 29:2797-2802.

Perry MB, MacLean LL, Gottschalk M, Aragon V, Vinogradov E. (2013).
Structure of the capsular polysaccharides and lipopolysaccharides
from Haemophilus parasuis strains ER-6P (serovar 15) and Nagasaki
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Genomica evolutiva de bacbterias
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Genética evolutiva, Instituto Cavanilles de Biodiversidad y Biologia Evolutiva.
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os insectos constituyen el grupo animal con mas espe-

cies conocidas y, con excepcion de algunos habitats

extremos, han conquistado todos los espacios terrestres
conocidos. Las interacciones simbidticas con microorganis-
mos, altamente interdependientes y bien reguladas, han
sido claves en este caracter adaptativo de los insectos.
De hecho, se estima que practicamente todos los insectos
estan implicados en algin tipo de simbiosis con bacterias.
Nuestro grupo esta especializado en el estudio de estas
interacciones bacteria-insecto desde la doble perspectiva
evolutiva y sistémica, tomando como punto de partida el
analisis gendmico de asociaciones simbiéticas con diferen-
te antigliedad y nivel de integracion, y utilizando técnicas
experimentales y computacionales.

Alrededor del 15% de los insectos mantienen simbiosis
mutualistas obligadas con bacterias endosimbiontes. Estas
bacterias viven en células especializadas del hospedador
(bacteriocitos) que con frecuencia se agrupan formando un
o6rgano (bacterioma) situado en la cavidad abdominal del
cuerpo del insecto. Atendiendo a su relevancia para la super-
vivencia del hospedador, existen endosimbiontes primarios
(P-endosimbiontes, esenciales) y secundarios (S-simbiontes,
facultativos). Los P-endosimbiontes se transmiten exclusi-
vamente de forma vertical, de la madre a la descendencia.
El establecimiento de este tipo de relaciones permitié a
los hospedadores alimentarse con dietas pobres en algunos
nutrientes esenciales, que son aportados por sus endosim-
biontes, y la colonizacién de nuevos nichos. Es el caso de
insectos que se alimentan de savia vegetal (pulgones, mosca
blanca, cochinillas), pobre en aminoacidos esenciales y algu-
nas vitaminas, o de sangre de vertebrados (mosca tse-tsé,
piojos), pobre en vitaminas y cofactores. En otros insectos

con dietas complejas (hormigas, cucarachas), la asociacion
es también nutricional, permitiendo el reciclaje de nitrégeno
y su aprovisionamiento en fases del desarrollo en que su
aporte es escaso o nulo pero imprescindible (por ejemplo,
la metamorfosis). A cambio, las bacterias se benefician de
un nicho intracelular estable, con una fuente permanente de
nutrientes por parte del hospedador.

Para entender la naturaleza del proceso que lleva al
establecimiento de estas relaciones mutualistas obliga-
das, en nuestro laboratorio investigamos la evolucion de
genomas de endosimbiontes de insectos en varias fases
del proceso de integracién, desde simbiosis recientes con
genomas no reducidos, hasta otras extremas con genomas
tan reducidos que no cubren las necesidades nutricionales
de sus hospedadores y requieren del establecimiento de
consorcios microbianos . Ello nos ha permitido
plantear hipétesis que expliquen el ritmo, modo y conse-
cuencias del proceso de reduccion genémica que experi-
mentan estas bacterias. Para completar este tipo de estu-
dios, estamos llevando a cabo analisis de expresion génica
global, transcriptémico y proteémico, que nos permitan
comparar las distintas soluciones que diferentes sistemas
adoptan en funcion de sus simbiontes y del grado de
reduccion de sus genomas. Es el caso de cuatro especies
de pulgones con un mismo P-endosimbionte (Buchnera
aphidicola) que aparece junto a otro simbionte (Serratia
symbiotica) con distintos grados de integracion (desde
facultativo a co-primario), o el de cepas de mosca blanca
con un mismo P-endosimbionte (Portiera aleyrodidarum)
y diferentes S-simbiontes. De particular interés es el caso
de las cochinillas algodonosas de la subfamilia Pseudo-
coccinge, donde se presenta una endosimbiosis anidada,

Blochmannia floridanus Camponotus floridanus (hormiga) 706 27.4 631 4

Buchnera aphidicola BBp Baizongia pistacea (pulgdn) 618 25.3 553 20

Buchnera aphidicola BCc 422 20.2 402 15
Cinara cedri (pulgon)

Serratia symbiotica SCc 1763 29.2 772 5

Buchnera aphidicola BCt 445 23.0 405 6
Cinara tujafilina (pulgén)

Serratia symbiotica SCt ~2500 ~52.0 ~1600 11

Sodalis pierantonius SOPE Sytophilus oryzae (gorgojo) 4513 56.1 4147 13

Tremblaya princeps PCVAL 139 58.8 155 7
Planococcus citri (cochinilla algodonosa)

Moranella endobia PCVAL 538 43.5 483 8

Blattabacterium cuenotti BBge Blattella germanica (cucaracha) 641 271 631 9

Blattabacterium cuenotti BCpu | CTYPtocercus punctulatus (cucaracha de la 610 23.8 589 12
madera)

Blattabacterium cuenotti BBor Blatta orientalis (cucaracha) 638 28.2 627 14

Portiera aleyrodidarum BT-QVLC 351 26.2 314 16
Bemisia tabaci (mosca blanca)

Cardinium cBtQ1 1010 36.1 915 17

Evansia muelleri Xenophyes cascus (bicho del musgo) 357 25.0 369 18

Genomas de endosimbiontes secuenciados en nuestro laboratorio.
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en la que una bacteria endosimbionte (Tremblaya prin-
ceps) alberga en sus células un segundo endosimbionte
co-primario (Moranella endobia).

Nuestros analisis sobre genomas reducidos han sido
ademas el punto de partida de diversos proyectos teori-
cos sobre de la composicion y evolucion de hipotéticos
genomas minimos, asi como la inferencia de sus redes
metabélicas y el analisis sistémico de las mismas (FBA,
variabilidad, clasificacion de modos, comparacion de «sub-
conjuntos enzimaticos» con los datos de transcriptoma y
proteoma...). También hemos iniciado una linea de trabajo
experimental utilizando la cucaracha Blatella germanica
como insecto modelo, para conocer la regulacion de la
expresion génica en endosimbiontes de insectos sometidos
a dietas con distinto contenido proteico.

Ademas de las relaciones endosimbidticas, muchos
insectos mantienen asociaciones con comunidades bacte-
rianas ectosimbiéticas, cuyo papel en la biologia de los
insectos empezamos a conocer. Muchos de estos ectosim-
biontes colaboran en el procesado de una dieta de bajo
nivel nutricional, generalmente toxica, por lo que su poten-
cial biotecnoldgico es obvio. Queremos, ademas, estudiar
el posible papel de los ectosimbiontes que componen la
microbiota intestinal de Blatella germanica complementan-
do el papel de los endosimbiontes.

Belda E, Silva FJ, Pereté J, Moya A. (2012). Metabolic networks of So-
dalis glossinidius: a systems biology approach to reductive evolution.
PLoS One 7:e30652.

Carrasco P, Pérez-Cobas AE, van de Pol C, et al. (2014). Succession of the gut
microbiota in the cockroack Blattella germanica. Int Microbiol 17: 99-109.

Delaye L, Gonzilez-Domenech CM, Garcillan-Barcia MP, et al. (2011).
Blueprint for a minimal photoautotrophic cell: conserved and variable
genes in Synechococcus elongatus PCC 7942. BMC Genomics 12:12-25.

Gil R, Silva FJ, Zientz E et al. (2003). The genome sequence of Bloch-
mannia floridanus: comparative analysis of reduced genomes. Proc
Natl Acad Sci USA 100:9388-9393.

Lamelas A, Gosalbes MJ, Manzano-Marin A, et al. (2011a). Serratia
symbiotica from the aphid Cinara cedri: a missing link from facul-
tative to obligate insect endosymbiont. PLoS Genet 7: €1002357.

Lamelas A, Gosalbes MJ, Moya A, Latorre A. (2011b). New clues about
the evolutionary history of metabolic losses in bacterial endosym-
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Yy mecanismos moleculares
de patogenicidad

Asuncion Fenoll y José Yuste

Laboratorio de Referencia de Neumococos. Servicio de Bacteriologia. Centro Nacional de
Microbiologia. Instituto de Salud Carlos lll. Majadahonda, Madrid

De izquierda a derecha: Marisol Escolano, José Yuste, Asuncién Fenoll, Bruno Corsini, Maria Dolores Vicioso, Leire
Aguinagalde, Isabel Hernandez.

| Laboratorio de Referencia de Neumococos (LRN) se

dedica desde el afio 1979 a la vigilancia microbioldgica

de Streptococcus pneumoniae (serotipos y resistencia
antibidtica) de los aislados clinicos de neumococo que se
reciben en el laboratorio, procedentes de hospitales de las
distintas comunidades autonomas. En este sentido, nuestro
laboratorio fue pionero identificando el primer aislado de
neumococo resistente a penicilina en Espafia en el afio
1982. Desde entonces, se han identificado y caracterizado
cerca de 80.000 aislados clinicos invasivos de neumoco-
co que estan disponibles en nuestra amplia coleccion de
cepas. Con el fin de buscar nuevas estrategias terapéuticas
que pudieran combatir el grave problema de la resistencia
antibiotica, se inicié una linea de investigacion basada

en la accion combinada de diferentes antimicrobianos y
anticuerpos especificos, demostrando la existencia de un
sinergismo entre determinados antibidticos y el sistema
inmune mediado por la presencia de anticuerpos frente
a neumococo. A partir del afio 2010, con la incorpora-
cion del Dr José Yuste, se ampliaron las lineas de trabajo
del laboratorio con especial interés en la identificacion
y caracterizacion de diferentes factores de virulencia de
neumococo, analizando diversos mecanismos de evasion de
la respuesta inmune del hospedador. EL LRN esta formado
por dos facultativos que son la Dra. Asuncion Fenoll que
es la responsable del laboratorio de referencia y se encarga
de la parte diagndstica y epidemioldgica y por el Dr. José
Yuste que es el responsable de la unidad de investigacion.
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El resto de integrantes del laboratorio son tres titulados
superiores que estan realizando su tesis doctoral (Leire
Aguinagalde, Bruno Corsini y Marisol Escolano) y dos téc-
nicos de laboratorio (Maria Dolores Vicioso e Isabel Her-
nandez). A continuacién se exponen las principales lineas
de investigacion del laboratorio.

Streptococcus pneumoniae es el principal agente etiolégico
de las neumonias adquiridas en la comunidad y uno de los
principales responsables de sepsis y meningitis bacteriana no
epidémica afectando principalmente a la poblacion pediatri-
cay a los adultos mayores de 65 afios. Aunque la capsula
polisacaridica de neumococo es el principal factor de virulen-
cia, existen numerosas proteinas, muchas de ellas de funcion
desconocida, que también participan en el establecimiento
de la enfermedad invasiva. Uno de los principales objetivos
del laboratorio, consiste en estudiar diferentes mecanismos
moleculares implicados en diversas fases del proceso infeccio-
so como son la colonizacién del tracto respiratorio superior,
la neumonia y la sepsis. Para ello, se utilizan mutantes de
diferentes cepas con el fin de evaluar su capacidad para colo-
nizar e invadir el hospedador utilizando lineas celulares epi-
teliales humanas. Otro aspecto que estudia el grupo, consiste
en evaluar la capacidad de evasion de la respuesta inmune del
hospedador, analizando la evasién de la inmunidad mediada
por el sistema del complemento asi como la fagocitosis por
neutrdfilos polimorfonucleares humanos y macréfagos utili-
zando diferentes lineas celulares. Para poder abordar estos
estudios se utiliza la citometria de flujo y la microscopia con-
focal como principales técnicas metodolégicas. Esta linea de
investigacion se realiza en colaboracion con los Dres. Ernesto
Garcia y Pedro Garcia del Centro de Investigaciones Biol6gicas
del CSIC, con el Dr. Javier Galiano del ISCIII y con el Dr. Jeremy
S Brown de University College en Londres.

El desarrollo, comercializacién y administracién tanto
de las vacunas polisacaridicas de neumococo como de las
vacunas conjugadas proporcionan un beneficio significativo
en la lucha frente a la enfermedad neumococica invasiva.
Sin embargo, estas vacunas proporcionan una cobertura
limitada ya que tan sélo confieren proteccién frente a
unos determinados serotipos. Por ello, la identificacion y
caracterizacion de diferentes proteinas de neumococo que
estén presentes en todos los aislados clinicos, como posi-
bles candidatas a una vacuna universal proteica, seria de
gran relevancia y repercusion en salud pablica para com-
batir a elevada morbilidad y mortalidad producida por este
importante patégeno humano. En nuestro grupo, estamos
estudiando el papel protector de un grupo de proteinas
que pertenecen a la familia de las proteinas de union a
colina y dentro de éstas, a las hidrolasas de pared celular
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de neumococo en colaboracion con el grupo del CIB-CSIC
mencionado anteriormente.

Como ya se ha comentado anteriormente, S. pneumoniae
es la principal causa de neumonias adquiridas en la comuni-
dad tanto en adultos como en nifios. Recientemente se ha
descrito que un grupo reducido de aislados de neumococo
pertenecientes a serotipos muy concretos, estan frecuen-
temente asociados a episodios de exacerbaciones agudas
en pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva cronica
(EPOC), siendo el tabaco un factor de riesgo para esta enfer-
medad. El principal objetivo de esta linea se basa en caracte-
rizar posibles factores de virulencia de la bacteria implicados
en este fenotipo persistente que origina neumonias recurren-
tes en estos pacientes. Desde la perspectiva del hospedador,
otro de los objetivos de esta linea de trabajo, consiste en
caracterizar el papel que tiene la exposicion de diferentes
células del hospedador al humo de tabaco y como afecta al
fenotipo de persistencia de los distintos aislados clinicos.
Esta linea se desarrolla en colaboracion con las Dras. Josefina
Lifiares y Carmen Ardanuy del Hospital de Bellvitge.

Martin-Galiano AJ, Yuste J, Cercenado MI, de la Campa AG. (2014).
Inspecting the potential physiological and biomedical value of 44
conserved uncharacterised proteins of Streptococcus pneumoniae.
BMC Genomics.15:652.

Domenech M, Ramos-Sevillano E, Garcia E, Moscoso M, Yuste J.
(2013). Biofilm formation avoids complement immunity and pha-
gocytosis of Streptococcus pneumoniae. Infect Immun. 81:2606-15.

Ramos-Sevillano E, Rodriguez-Sosa C, Cafini F, Giménez MJ, Navarro
A, Sevillano D, Alou L, Garcia E, Aguilar L, Yuste J. (2012). Ce-
fditoren and ceftriaxone enhance complement-mediated immunity
in the presence of specific antibodies against antibiotic-resistant
pneumococcal strains. PLoS One. 7:e44135.

Fenoll A, Aguilar L, Giménez MJ, Vicioso MD, Robledo O, Granizo JJ,
Coronel P. (2012). Comparative in vitro activity of common antibiotics
and relationship with changes in Streptococcus pneumoniae serotypes
causing otitis in children prior to and 10 years after introduction of
conjugate vaccines in Spain. Int J Antimicrob Agents. 40:376-7.

Fenoll A, Aguilar L, Giménez MJ, Vicioso MD, Robledo 0, Granizo 33,
Coronel P. (2012). Variations in serotypes and susceptibility of adult
non-invasive Streptococcus pneumoniae isolates between the perio-
ds before (May 2000-May 2001) and 10 years after (May 2010-May
2011) introduction of conjugate vaccines for child immunisation in
Spain. Int J Antimicrob Agents. 40:18-23.

Ramos-Sevillano E, Rodriguez-Sosa C, Diez-Martinez R, Giménez MJ,
Olmedillas E, Garcia P, Garcia E, Aguilar L, Yuste J. (2012). Ma-
crolides and ®-lactam antibiotics enhance C3b deposition on the
surface of multidrug-resistant Streptococcus pneumoniae strains by
a LytA autolysin-dependent mechanism. Antimicrob Agents Che-
mother.;56:5534-40.

Ramos-Sevillano E, Moscoso M, Garcia P, Garcia E, Yuste J. (2011).
Nasopharyngeal colonization and invasive disease are enhanced by



the cell wall hydrolases LytB and LytC of Streptococcus pneumoniae.
PLoS One. 6:e23626.

Fenoll A, Aguilar L, Vicioso MD, Gimenez MJ, Robledo O, Granizo JJ.
(2011). Increase in serotype 19A prevalence and amoxicillin non-
susceptibility among paediatric Streptococcus pneumoniae isolates
from middle ear fluid in a passive laboratory-based surveillance in
Spain, 1997-2009. BMC Infect Dis. 11:239.

Tarrago D, Aguilar L, Garcia R, Gimenez MJ, Granizo JJ, Fenoll A.
(2011). Evolution of clonal and susceptibility profiles of serotype
19A Streptococcus pneumoniae among invasive isolates from children
in Spain, 1990 to 2008. Antimicrob Agents Chemother. 55:2297-302.
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Sevillano E, Torrico M, Gonzélez N, Garcia E, Coronel P, Prieto J.
(2010). Enhanced in vivo activity of cefditoren in pre-immunized
mice against penicillin-resistant S. pneumoniae (serotypes 6B, 19F
and 23F) in a sepsis model. PLoS One. 5:12041.

Campuzano S, de Avila BE, Yuste J, Pedrero M, Garcia JL, Garcia P,
Garcia E, Pingarron JM. (2010). Disposable amperometric magne-
toimmunosensors for the specific detection of Streptococcus pneu-
moniae. Biosens Bioelectron. 26:1225-30.

Yuste J, Sen A, Truedsson L, Jonsson G, Hyams C, Cohen JM, Camber-
lein E, Sriskandan S, Brown JS. (2010). Impaired opsonization with
complement and phagocytosis of Streptococcus pyogenes in sera from
subjects with inherited C2 deficiency. Microbes Infect.12:626-34.

Yuste J, Khandavilli S, Ansari N, Muttardi K, Ismail L, Hyams C, Wei-
ser J, Mitchell T, Brown JS. (2010). The effects of PspC on com-
plement-mediated immunity to Streptococcus pneumoniae vary with
strain background and capsular serotype. Infect Immun. 78:283-92.

Fenoll A, Granizo JJ, Aguilar L, Giménez MJ, Aragoneses-Fenoll L,
Hanquet G, Casal J, Tarragé D. (2009). Temporal trends of invasi-
ve Streptococcus pneumoniae serotypes and antimicrobial resistance
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Biologia de patoégenos

Maria Graciela Pucciarelli y Francisco Garcia del Portillo

Centro de Biologia Molecular «Severo Ochoa» Universidad Auc6noma de Madrid
y Centro Nacional de Biotecnologia-CSIC
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uchas enfermedades que impactan la salud del

hombre y animales estan causadas por bacterias

que invaden y colonizan el nicho intracelular de
células eucariotas. Entre estas enfermedades destacan,
entre otras, tuberculosis, fiebre tifoidea, listeriosis, cla-
midiosis, brucelosis, rickettiosis, fiebre Q y legionelosis.
Algunas bacterias patégenas que producen estas patolo-
gias, como las de los géneros Rickettsia spp., Chlamydia
spp. vy Coxiella spp., son incapaces de crecer y proliferar
fuera de la célula eucariota.

De enorme interés en investigacion son también las
bacterias patdgenas intracelulares «facultativas» que
colonizan distintos tipos celulares eucariotas ademas de
ambientes diversos fuera del hospedador. Los datos obte-
nidos hasta la fecha muestran la existencia de sistemas de
regulacion que se encargan de reprogramar la fisiologia de
la bacteria durante la transicion desde el ambiente extra-
celular al intracelular, 6 viceversa. Nuestro grupo aborda
como principal objetivo el conocimiento de estas pautas
de regulacion y, por ende, los mecanismos de adaptacion al
estilo de vida intracelular una vez el patégeno ha invadido
la célula eucariota. Para acometer esta empresa, utilizamos
dos bacterias con distinta envoltura y variado modo de
vida intracelular. Por un lado, la bacteria Gram-positiva
Listeria monocytogenes, agente causante de la listeriosis.
L. monocytogenes atraviesa barreras de defensa naturales
como el epitelio intestinal, la barrera hematoencefélica y
la placenta. Como segundo patdgeno modelo, la bacteria
Gram-negativa Samonella enterica serovar Typhimurium
(S. Typhimurium), agente causante de gastroenteritis y,
eventualmente, de enfermedad sistematica si existen ries-
gos adicionales como coinfeccion o alteraciones en defen-
sas del hospedador. Ambos patégenos inician la infeccion
en ganado y humanos tras el consumo de alimentos con-
taminados.

Una estructura celular clave en el mantenimiento de la
forma e integridad de casi todas las bacterias es la «pared»
o envuelta. Dentro de la pared es la macromolécula de
peptidoglicano, también conocida como «mureinay, la que
asegura la forma e integridad celular. Histéricamente, la
bioquimica del peptidoglicano ha sido estudiada intensa-
mente por ser blanco de antibiéticos como los del grupo
de beta-lactamicos. Estudios mas recientes indican que
el peptidoglicano es una sefal de alarma para sistemas
de defensa innatos del hospedador. Asi, se han carac-
terizado receptores dispuestos en el citosol de células
eucariotas, como Nod1 y Nod2, que reconocen «patrones
moleculares» presentes en fragmentos del peptidoglicano.
Curiosamente, este reconocimiento se da en el interior
de la célula eucariota, indicando que la evolucion parece
haber disefiado defensas para el control de infecciones
bacterianas intracelulares. De interés, determinados pato-
genos bacterianos intracelulares han evolucionado reali-
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zando modificaciones en el peptidoglicano que influyen en
su reconocimiento por enzimas de defensa (por ejemplo,
lisozima) o receptores tipo Nod. En el contexto de nuestra
investigacion, estamos también interesados en una gran
familia de proteinas unidas covalentemente al peptido-
glicano en el género Listeria. La gran mayoria de estas
proteinas de superficie (aparecen en una media de 40 en
todas las especies y estirpes de este género con genoma
secuenciado) son exclusivas de Listeria, existiendo un
numero apreciable de las mismas que estan presentes s6lo
en especies patogenas. La funcion de aproximadamente el
90% de estas proteinas es desconocida, aunque se postula
podrian estar involucradas en la adaptacion de Listeria a
ambientes diversos.

Los abordajes experimentales que utiliza nuestro grupo
tienen un denominador comdn, el «aislamiento de bac-
terias de células eucariotas infectadas en cultivo». Esta
metodologia es laboriosa en lo que respecta al ndmero
de células eucariotas que hay que infectar para obtener
la cantidad de material bacteriano necesaria para realizar
biologia molecular. Como ejemplo ilustrativo, la obtencion
de 107 bacterias intracelulares (el equivalente a 10 microli-
tros de un cultivo bacteriano que ha crecido una noche en
medio de laboratorio!!!) supone infectar aproximadamente
del orden de 107 fibroblastos o células epiteliales. Cuando
el experimento tiene por objeto la purificacion de pepti-
doglicano sintetizado por la bacteria intracelular, estos

Imagen de Salmonella enterica serovar Typhimurium tras invadir un
enterocito del epitelio intestinal de raton. Nétese que la bacteria se
localiza en un compartimento vacuolar, también conocido como
fagosoma o SCV, por «Salmonella-containing vacuole». A diferencia
de este estilo de vida intracelular, Listeria monocytogenes utiliza
proteinas que degradan la membrana fagosomal, proliferando
posteriormente en el citosol de la célula infectada.



nlmeros se incrementan en varios 6rdenes de magnitud.
A pesar de estas dificultades, este abordaje experimental
es el Gnico que permite obtener informacion sobre la bio-
logia del patogeno durante su ciclo de infeccién intracelu-
lar. Asi, hemos obtenido logros como el transcriptoma de
S. Typhimurium cuando persiste en un estado intracelular
de no crecimiento; la estructura del peptidoglicano que
S. Typhimurium sintetiza en el interior de células epitelia-
les; el proteoma de la pared de L. monocytogenes aislada
de células epiteliales infectadas; vy, el perfil de expresion
en tiempo real y a lo largo de distintas fases de la infec-
cién intracelular de 56 RNA pequefios reguladores (SRNA)
de S. Typhimurium.

La informacion de «caracter global» obtenida en esos
estudios nos permite en la actualidad abordar con similar
metodologia preguntas que ahora dirigimos a proteinas,
RNAs reguladores y procesos concretos. Como ejemplo,
hemos descifrado una regulacion que actda sobre una pro-
teina de L. monocytogenes unida a peptidoglicano que el
patogeno induce en el ambiente intracelular. El aumento
de los niveles de esta proteina requiere la unién de un
sRNA regulador a una regién 5’-UTR (regidn no tradu-
cida del mRNA) de una variante del transcrito del gen
diana. En S. Typhimurium estamos estudiando enzimas
implicadas en la sintesis, remodelacion e hidrdlisis del
peptidoglicano en bacteria intracelular, siempre teniendo
como referencia bacteria crecida en medios de laborato-
rio. Dentro de este grupo de enzimas hemos identificado
algunas exclusivas del género Salmonella. Curiosamen-
te, algunas de ellas son reguladas positivamente en el
ambiente intracelular.

Sefalar igualmente nuestro interés por conocer la
«biologia celular» de la infeccién intracelular, centran-
donos en un modelo de infecciéon persistente en el que
la bacteria no prolifera en la célula eucariota. Los datos
obtenidos hasta la fecha implican a la maquinaria auto-
fagica de la célula hospedadora como regulador del cre-
cimiento de S. Typhimurium. En el caso de la infeccién
persistente, la autofagia del patdgeno intracelular mues-
tra caracteristicas distintivas a lo descrito en la literatura
en otros modelos de infeccion.

Destacar como mensaje final las extraordinarias diferen-
cias que observamos en muchos procesos cuando estudia-
mos estas bacterias en el ambiente intracelular y extrace-
lular. El entender como, cuando, y quién es el responsable
de estos cambios mantendra sin duda nuestro entusiasmo
por esa «vida» todavia tan misteriosa que determinadas
bacterias patégenas desarrollan en el interior de nuestras
células.
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a tuberculosis (TB) es una de las enfermedades infecciosas

que causa mayor nimero de muertes en el mundo, junto

con el SIDA y la malaria. En 2012 la epidemia de TB caus6
mas de 1,3 millones de muertes y 8,4 millones de personas
enfermaron de TB, siendo las formas pulmonares las respon-
sables de la transmision de la enfermedad. La aparicion de
cepas multirresistentes (TB-MDR) y extensamente resistentes
(TB-XDR) a los farmacos constituye una nueva amenaza para
el control de esta enfermedad, En su Gltimo informe, la OMS
sefiala que los casos de TB-MDR aumentaron en la mayoria de
paises con alta incidencia de la enfermedad.

Nuestra investigacion multidisciplinar del complejo Myco-
bacterium tuberculosis (CMT) incluye el estudio de la epidemio-
logia de la enfermedad, las bases moleculares de la resistencia
y la bsqueda de nuevos farmacos y de nuevas vacunas como
actuaciones fundamentales para avanzar en el control de la TB.

Trabajamos desde hace mas de 15 afios en el desarrollo
de la vacuna MTBVAC, una bacteria viva basada en la atenua-
cion de M. tuberculosis mediante la eliminacion de los genes
phoPy fadD26 (Arbués et al, 2013). EL grupo fue pionero en
la identificacion del gen phoP como un importante regula-
dor de la virulencia en M. tuberculosis y recientemente ha
descubierto como mutaciones en phoP han tenido un gran
impacto en la evolucion de Mycobacterium y su adaptacion
a diferentes hospedadores (Gonzalo-Asensio et al, 2014).

Hemos llevado a cabo una exhaustiva caracterizacion de
la vacuna (lipidémica, transcriptémica (Solans et al, 2014)
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y protedmica (Solans et al, 2014)) para comprender las
propiedades de MTBVAC como vacuna a nivel molecular.

La pérdida de varios antigenos podria explicar la falta
de proteccidn inducida por la actual vacuna BCG.. Por esto,
pretendemos demostrar que la presencia de estos antigenos
en MTBVAC conduce a una mayor inmunogenicidad, y tam-
bién a una mejor proteccion de esta vacuna respecto a BCG.

Por otro lado, también estamos interesado en el estu-
dio de mecanismos de patogenicidad de M. tuberculosis,
concretamente en la induccién de apoptosis en la célu-
la hospedadora como mecanismo de virulencia. Nuestras
investigaciones demuestran como este fenotipo es un rasgo
especifico de cepas virulentas, que aprovechan el proceso
de apoptosis para infectar nuevas células hospedadoras,
(Aguilé et al, 2013, Aguilé et al, 2014).

Diversos polimorfismos como mutaciones puntuales, trans-
posicién o recombinacion, influyen en la transmisibilidad y
adaptacion de M. tuberculosis al hospedador. El transposon
156110, especifico del CMT, tiene utilidad como marcador epi-
demiolégico. Se han localizado las copias de IS6110 en el
genoma de cepas de alto interés para la poblacion, facilitando
asi la identificacion y diferenciacion de estas cepas (Alonso et
al, 2011, Alonso et al, 2013, Millan et al, 2013).

Los estudios de tipificacion gendmica permiten diferen-
ciar entre cepas del CMT y ofrecen la posibilidad de detectar
brotes, diferenciar transmision reciente de reactivacion,
realizar estudios poblacionales, y apoyar en la vigilancia
epidemioldgica. Desde 2004, en colaboracién con el Depar-



tamento de Salud y Consumo del Gobierno de Aragén, y con
el fin de disminuir la tasa de incidencia de tuberculosis,
realizamos la caracterizacion molecular sistematica de las
cepas del CMT de Aragon.

La fotografia de las cepas circulantes entre nuestra pobla-
cién nos permite identificar los aislados mas prevalentes, carac-
terizarlos y estudiar los polimorfismos genéticos que pudieran
estar interviniendo en su comportamiento (Millan et al, 2013,
Alonso et al, 2013, Villellas et al, 2013). Desde enero de 1998,
coordinamos junto con el Instituto de Salud Carlos I1I, el Gru-
po Espafiol de Trabajo sobre Tuberculosis MDR, una red que
colabora con CNE en la vigilancia molecular de la TB-MDR en
Europa, aportando los distintos patrones genéticos obtenidos
en nuestro laboratorio (Gavin et al, 2012, de Beer et al, 2014).

Hemos estudiado mecanismos de resistencia intrinseca
a antibidticos, tales como enzimas modificantes de ami-
noglicésidos, y caracterizamos la proteina Rv1258c como
la primera bomba de eflujo funcional de M. tuberculosis.
Demostramos la contribucién de las bombas de eflujo a la
resistencia a farmacos (Rodrigues et al, 2013) y al estrés
oxidativo, y a la supervivencia del bacilo mediada por la
bomba Rv1258c (Ramén-Garcia et al, 2012), en la que ade-
mas descubrimos un polimorfismo especifico de las cepas
de la familia Beijing (Villellas et al, 2013).

La posibilidad de inhibir las bombas de eflujo es una opcién
terapéutica interesante (Rodrigues 2011) que ha orientado
nuestro interés hacia el descubrimiento de nuevos farmacos
contra TB. En colaboracion con diversos grupos hemos descrito
moléculas activas frente a M. tuberculosis (Familiar et al, 2010,
Tiz6n et al, 2011, Luo et al, 2013), y hemos demostrado que
la capacidad de la bomba Rv1258c para transportar las nuevas
espectinamidas es un factor clave para su actividad antituber-
culosis (Lee et al, 2014).
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os organismos termofilos se han convertido en los Gltimos

20 anos en modelos biolégicos muy relevantes en distin-

tos ambitos de las Biociencias. Uno de tales aspectos es
el aprovechamiento que de la estabilidad intrinseca de sus
componentes se ha hecho para desarrollar aplicaciones biotec-
noldgicas de enorme repercusion, como el proceso de ampli-
ficacion de ADN que ha significado un salto extraordinario en
nuestra capacidad de deteccién de la informacién genética en
pruebas diagnésticas, forenses, y en todos los ambitos de la
Biologia. Ademas, dada la asociacion entre estabilidad térmica
y resistencia a solventes organicos y detergentes, existe en la
industria un gran interés por la utilizacion de estas enzimas en
procesos de biocatalisis. Un segundo aspecto relevante viene
dado por la mayor facilidad para cristalizar que tienen las
proteinas y los grandes complejos bioldgicos de los terméfilos.
Gracias a ello, las primeras estructuras de alta resolucion que
se obtuvieron de los ribosomas, las maquinas que fabrican
proteinas, o del denominado complejo respiratorio I, pieza
fundamental para la respiracion, fueron obtenidos a partir
de bacterias termoéfilas. Por tanto, los organismos terméfilos
constituyen también excelentes modelos en Biologia Estructu-
ral. Finalmente, los organismos terméfilos que crecen a mayor
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temperatura, son los mas parecidos a los primeros seres vivos
que habitaron este planeta. Aunque este aspecto es aln con-
trovertido, la mayor parte de las comparaciones genéticas
entre organismos sefialan a los organismos terméfilos como
los mas antiguos en la evolucion, constituyendo su analisis
una forma de viajar en el tiempo para descubrir cobmo fueron
los primeros habitantes de la tierra.

A pesar de este interés biolégico y aplicado, la utili-
zacion de organismos terméfilos como modelo se ve res-
tringida por la dificultad que su cultivo presenta para un
laboratorio. Mucho esfuerzo ha sido empleado por diversos
laboratorios en el mundo para «domesticar» algunos de
estos organismos. A pesar de ello, sélo se ha tenido éxito
razonable con las arqueas Sulfolobus spp y Thermococcus
spp, vy la bacteria Thermus thermophilus (Cava et al, 2009).

Nuestro grupo de investigacion ha sido uno de los que ha
participado en la domesticacién y adaptacion al laboratorio
de Thermus thermophilus, y hoy en dia constituye nuestro
modelo principal de trabajo (Cava et al, 2009). A diferencia
de otras bacterias terméfilas extremas, muchos aislados de
T. thermophilus crecen rapidamente en el laboratorio, dupli-
cando su poblacién a 70°C cada 45 min en medios liquidos,



y formando colonias en placa en 24 horas. Ademas, la dis-
ponibilidad de un aparato de competencia natural muy efi-
ciente nos ha permitido desarrollar un juego de herramientas
genéticas completo que da acceso a su analisis fisiologico
y funcional, e incluso a su utilizacion como factoria celular
para la produccién de proteinas (Hidalgo y Berenguer 2013).

Empleando este modelo, en nuestro laboratorio segui-
mos dos lineas de investigacion paralelas. Por un lado,
estudiamos el proceso de la desnitrificacion presente en
algunas cepas de Thermus spp y su regulacion (Cava et
al, 2008a), y la forma en que esta capacidad se transfiere
horizontalmente, y por otro, desarrollamos aplicaciones
biotecnolégicas derivadas del organismo o de sus enzimas
(Hidalgo y Berenguer 2013).

Por desnitrificacion se conoce a un proceso en el que en
vez de oxigeno se emplean 6xidos de nitrogeno para que-
mar los nutrientes y obtener energia, eliminando de paso el
nitrato del medio. Nuestro grupo ha descrito y caracterizado
un conjunto de reductasas necesarias para respirar nitrato
(Nar), nitrito (Nir) (Alvarez et al, 2014) y 6xido nitrico (Nor)
a alta temperatura, y hemos descubierto que los genes que
las codifican se hallan integrados en una regién del genoma
facilmente transferible a otras cepas de la misma especie
(Alvarez et al, 2011). Entre los aspectos bioquimicos y fun-
cionales mas interesantes que hemos descrito se encuentra el
hecho de que la Nar de 7. thermophilus, ademas de reducir el
nitrato, es capaz de actuar como transportador de electrones
hacia la Niry la Nor, algo que en organismos no terméfilos es
llevado a cabo por el complejo respiratorio III, al que la Nar
sustituye en este papel (Cava et al, 2008b). Otros aspectos
importantes han sido descritos para la Nor, que contiene
una subunidad adicional de funcién desconocida (Bricio et
al, 2014) y dispone de varias vias de entrada de protones
desde el citoplasma (Schurig-Briccio et al, 2007). A nivel
mas genético nos intriga el mecanismo de transferencia de
ADN por contacto directo célula-célula, pues no se parece a
ninguno de los hasta ahora descritos (César et al, 2011). Es
interesante destacar que durante su estudio comparado con
el sistema de transformacién natural hemos descubierto la
existencia de una proteina parecida al Argonauta humano que
protege a las células mediante un sistema (nico de interfe-
rencia ADN-ADN, el primero de este tipo que ha sido descrito,
de la posible accion nociva de genes de origen desconocido
adquiridos del medio ambiente (Swarts et al, 2014).

En una linea mas aplicada, nuestros esfuerzos se han con-
centrado principalmente en dos aspectos. Por un lado, hemos
desarrollado un procedimiento que permite la seleccion de
formas termoestables de enzimas y proteinas procedentes de
organismos no terméfilos mediante interferencia de plegamien-
to (Chautard et al, 2007). Esta técnica consiste en expresar en
nuestra bacteria modelo a alta temperatura fusiones entre la
proteina a estabilizar y una proteina que confiera una propie-
dad detectable, como es la resistencia a un antibiético. Normal-
mente, la proteina no estable plegara mal en estas condiciones
e interferira con el plegamiento del testigo, dando lugar a bac-
terias sensibles. Por el contrario, las variantes termoestables
plegaran bien, no interferiran, y generaran clones resistentes.
De esta forma hemos estabilizado desde proteinas terapéuticas

(Chautard et al, 2007) a enzimas de utilidad en biocatalisis.
En el futuro inmediato y a través de proyectos de la UE y del
MINECO, desarrollaremos versiones de alta capacidad de cribado
de este método, empleando para ello variantes termoestables
de proteinas fluorescentes que hemos desarrollado. Por otro
lado, hemos utilizado enzimas procedentes de distintas cepas
para su utilizacién en procesos de biocatalisis (Almendros et
al, 2012; Rocha-Martin et al, 2011; Rocha-Martin et al, 2012;
Torres et al, 2012; Torres et al, 2013).
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a brucelosis es una zoonosis producida por diversas

bacterias del género Brucella, como B. melitensis,

B. abortus y B. suis. En los animales que constituyen
su hospedador natural, como vacas, cabras u ovejas, dan
lugar a abortos e infertilidad principalmente, mientras que
en los humanos la enfermedad se manifiesta como un sin-
drome febril que puede progresar a una fase cronica carac-
terizada por la aparicion de severas complicaciones como
endocarditis, artralgia, epididimitis o neurobrucelosis. Si
no se trata, la brucelosis cronica representa una amenaza,
especialmente en areas endémicas, como América Central
y Sudamérica, Oriente Proximo, los paises mediterraneos,
el norte de Africa y los paises del Calcaso y Asia Central.
Se maneja la cifra de unos 500.000 casos humanos nuevos
cada afio, aunque probablemente esta cifra esté infravalo-
rada y sea 4 6 5 veces superior. Una de las peculiaridades
de este género bacteriano, y que explica en gran manera
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su éxito, es que carece de factores de virulencia clasicos, y
mas bien ha desarrollado una estrategia furtiva de modifi-
cacion de sus patrones moleculares asociados a patégenos
para evitar ser reconocido en primera instancia por el sis-
tema inmune innato, y lograr éxito en la infeccion.
Nuestro trabajo sobre Brucella se inici6 con el desarrollo de
métodos para la manipulacion genética del género. Utilizamos
de forma pionera la mutagénesis por trasposicion en Bruce-
lla y fruto de aquellos esfuerzos obtuvimos varios mutantes
sobre los que hemos desarrollado muchos de nuestros proyec-
tos posteriores. Sin dudas, de todos ellos el que realmente
perseguiamos y consideramos uno de nuestros mejores logros
fue un mutante que era sensible al eritritol. Brucella es uno
de los pocos géneros bacterianos capaces de utilizar eritritol
como fuente de carbono y ademas se establecio una relacion
muy sugerente entre la presencia de eritritol en la placenta
de los ungulados vy la capacidad abortiva de B. abortus. Otro



argumento que animaba nuestro trabajo, era que la cepa vacu-
nal de B. abortus S19 era era también sensible al eritritol. La
caracterizacion de nuestro mutante ery nos llevo a describir
un operdn que contiene genes para el catabolismo del eritritol
dentro de un agrupamiento mayor que contiene genes para
transporte del eritritol y otros genes del metabolismo de car-
bohidratos, todos ellos inducibles por la presencia de eritritol
en el medio de cultivo. Sorprendentemente encontramos que
la cepa vacunal $19, sensible a eritritol, ha sufrido una dele-
cion que afecta a dos genes esenciales del operon.

El trabajo de caracterizacién genética se complemen-
taba con experimentos de infeccion en cultivos celulares y
en ratones tratando de establecer el lazo de conexion entre
el metabolismo del erirtritol y la virulencia de Brucella.
Concretamente uno de los sistemas mas correlacionados
con la virulencia de Brucella ha resultado ser un sistema
de secrecién de tipo IV, que se conoce como el operon
vir de Brucella. La regulacion por eritritol del operon vir, y
por ende de la virulencia de Brucella ha sido una de nues-
tras hipotesis mas perseguidas.

En una vertiente mas aplicada, hemos tratado de explo-
tar nuestros hallazgos, primero en el desarrollo de procedi-
mientos diagndsticos de identificacién de la cepa vacunal
$19, basados en nuestros datos de secuencia, que resolvie-
ran el problema de la diferenciacion entre animales vacu-
nados y animales infectados.

Otra aplicacion de este trabajo contempla el desarrollo
de vacunas para la brucelosis bovina construidas introdu-
ciendo de forma controlada mutaciones en los genes del
eritritol y el operon de la ureasa, otro de los factores de
virulencia que hemos caracterizado en Brucella. La ureasa,
de modo similar a lo que ocurre en Helicobacter pylori, le
sirve a Brucella para sobrevivir al pH acido del estomago,
e infectar al huésped por via gastrointestinal, como es el
caso mas habitual de infeccién en humanos. Un mutante
Aure Aery deberia tener por un lado abolida la capacidad
de producir abortos mediada por el uso del eritritol y al
mismo tiempo ser mas segura para el hombre al disminuir
la capacidad de producir una enfermedad en el hombre
cuando se ingiere la bacteria a través de productos lacteos
contaminados. En la actualidad estamos tratando de utilizar
mutantes Aery para producir una vacuna basada en B. meli-
tensis que seria protectora para cabras.

La secuenciacion de genomas y el desarrollo de dife-
rentes «omicas» ha dado una nueva dimension a nuestro
trabajo. En esta linea comenzamos corrigiendo la anota-
cion del genoma de B. melitensis 16M y la nueva anotacion
la utilizamos para construir el ORFeoma de Brucella, una
coleccion ordenada de plasmidos conteniendo todos los
ORF's del genoma (Dricot et al, 2004). Con el ORFeoma
construimos un microarray que fue utilizado para un pri-
mer analisis transcripcional de la respuesta de al eritritol
(Rodriguez et al, 2012) asi como para el analisis de la
respuesta transcripcional de los mutantes en el sistema
de dos componentes BvrR/S (Viadas et al, 2010). Poste-
riormente hemos incorporado la caracterizacion del trans-
criptoma por secuenciacion profunda de mRNA. Con esta
tecnologia completamos el analisis transcriptémico de la

respuesta al eritritol lo que reveld profundos cambios en
el metabolismo de carbohidratos en respuesta a este com-
puesto que deben estar en la base de la observada asocia-
cion con la induccién de abortos por Brucella en rumiantes.
También colaboramos en el proceso de secuenciacion del
genoma de Brucella ovis (Tsolis et al, 2009), la especie que
causa brucelosis en ovejas y carneros que tiene un gran
interés entre otras cosas por ser una especie «rugosa» pero
aln patdgena para animales. Ademas esta especie muestra
una actividad demostrable de una secuencia de insercion
denominada IS711 (Ocampo-Sosa y Garcia-Lobo, 2008),
de la que existen unas 25 copias en contraposicion de las
5-7 copias que se encuentran en las especies patdgenas
para el hombre.

Recientemente hemos llevado a cabo el anélisis trans-
cripcional por RNAseq direccional, lo que nos ha permiti-
do identificar una coleccion de posibles RNAs pequefios
(sRNA) que probablemente jueguen un papel importante
en la regulacion de la expresion en Brucella. En concreto
estamos caracterizando dos de estos sRNAs que por su loca-
lizacion pudieran estar requlando la expresion del sistema
de secrecion tipo IV de Brucella, lo que de alguna manera
nos vuelve a enfrentar a nuestra vieja hipotesis de la rela-
cién entre virulencia y eritritol a través de la regulacién
del operdn vir de Brucella.

El grupo de «Biologia Molecular de la Patogenicidad
de Brucella» desarrolla su actividad investigadora desde
Agosto de 2013 en el Instituto de Biomedicina y Biotec-
nologia de Cantabria (IBBTEC)

, a donde se trasladod tras estar localizado durante
mas de 20 afios en la Facultad de Medicina de la Univer-
sidad de Cantabria. En este nuevo entorno disponemos de
mas infraestructuras, mas espacio, ademas de estar rodea-
dos por grupos afines con los que compartimos metodologia
y equipamiento cientifico similares.
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L grupo de investigacion trabaja desde el afio 2004 con
diferentes proyectos vinculados al estudio de Strepto-
coccus agalactiae (SGB).

SGB permanece ain como una de las causas mas fre-
cuentes de morbibilidad y morbilidad en recién nacidos. La
colonizacion del tracto genital de la embarazada a término
de su edad gestacional, esta significativamente asociada a
estas infecciones. Los recién nacidos adquieren SGB en el
Gtero por via ascendente a través de la ruptura de membra-
nas intactas o durante el proceso del parto.

SGB es un microorganismo parte de la microbiota habi-
tual de los tractos genitourinario y gastrointestinal huma-
nos. Es también reconocido como un importante patégeno en
pacientes inmunocomprometidos e inmunocompetentes, sien-
do responsable de infecciones de piel y tejidos blandos, de
endocarditis e infecciones osteoarticulares, principalmente.

Con el objetivo de prevenir la morbilidad y mortalidad
del recién nacido, el Centro para el Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC), ha recomendado dos estrategias con
la finalidad de identificar a las madres que, en edad gesta-
cional a término, estan colonizadas con SGB y prevenir la
enfermedad perinatoldgica.

Estas estrategias consisten en identificar los siguien-
tes factores de riesgo: nacimiento previo con enfermedad
invasiva por SGB, bacteriuria por SGB durante el embarazo,
parto prematuro (antes de las 37 semanas de gestacion),
temperatura intraparto igual o mayor de 38°C, rotura pre-
matura de membrana igual o mayor de 18 hsy la portacion
de SGB en el tracto genito anal de la embarazada entre las
35-37 semanas de gestacion.

Detectada la colonizacion materna la profilaxis intrapar-
to (PIP) administrada con penicilina o ampicilina, resulta
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en una disminucion significativa de las infecciones invasi-
vas neonatales. En aquellas embarazadas con intolerancia
a la penicilina, la administracién de eritromicina (ERI) y
clindamicina (CLI) estan recomendadas.

La severidad de la enfermedad neonatal esta determina-
da en gran medida por una serie de factores de virulencia
codificados entre otros por el gen ¢ps que codifica la capsu-
la y genes que codifican proteinas de superficie, necesarios
todos para la interaccion celular huésped-bacteria.

Un importante factor de virulencia es la capsula. Su estruc-
tura polisacarida posibilita la distincién en 10 serotipos (Ia,
Ib, I1, III, 1V, V, VI, VII, VIII, IX). Estos serotipos capsulares
presentan en su distribucion variaciones temporales, étnicas
y segin el lugar de residencia de la embarazada.

La primera proteina de superficie identificada en SGB
fue el antigeno C, compuesto por las proteinas o y . SGB
puede asi expresar la proteina o-C o la proteina B-C o
ambas a la vez.

La proteina a-C y la proteina B-C son codificadas por
los genes bca y bac, respectivamente. La o-C se asocia a
la invasion de la célula epitelial y B-C a la inhibicion de
la fagocitosis al interaccionar con la fraccion Fc de las IgA

La proteina Rib, muy asociada a las cepas invasivas es
codificada por el gen rib.

Otro factor de virulencia, la enzima de superficie, ScpB
(C5a peptidasa) codificada por el gen scpB, esta involucra-
da en el dafio a neutréfilos y en la unién de la fibronectina
para promover la adherencia y la invasion bacteriana de las
células epiteliales.

Una proteina de superficie, la Lmb, que media en la adhe-
rencia a la laminina humana con dafio epitelial, colaborando
en la invasion del huésped es codificada por el gen (mb.



La proteina HylB codificada por el gen hy(B, colabora en
la diseminacion a través de los tejidos, con deterioro en el
transporte de leucocitos.

El gen cylE codifica una B-hemolisina que es una toxina
asociada a la injuria de tejidos y diseminacién sistémica
contribuyendo a la meningitis.

Los estudios actuales han demostrado la capacidad de
SGB para invadir células humanas. Sin embargo, los acon-
tecimientos subyacentes a la invasion de la célula huésped
son adn escasamente conocidos.

Son varias e importantes las interacciones entre la
matriz extracelular y SGB que han sido reportadas y pro-
puestas para la adhesion e invasion bacteriana.

Recientemente se ha identificado en SGB una proteina
de adherencia a fibrindgeno, la cual se adhiere fuertemente
a las células epiteliales pulmonares y protege a la bacteria
de la opsonizacion en el torrente sanguineo humano, la
proteina FbsB codificada por el gen fbsB. Esta proteina,
también se asocia a la invasion epitelial.

Una nueva proteina, la FbsA, codificada por el gen fbsA
protege a la bacteria de la opsono-fagocitosis y promueve su
adherencia a las células epiteliales, sobre todo del endotelio
cerebral, colaborando para que el patdgeno atraviese la barrera
hematoencefalica conduciendo a la meningitis.

Esta hipotesis de que la invasion de las células hués-
pedes representa un mecanismo importante en la patoge-
nia invasiva de SGB y su progresion a neumonia, sepsis y
meningitis, fue sostenida en el desarrollo de este trabajoy
apoyada en este informe presentado aqui en cepas invasi-
vas neonatales y su correspondiente aislado materno.

Desde la observacion de Lancefield en la década del 70,
trabajando con modelos animales, referida a la proteccion
que confiere el antigeno C contra las infecciones por SGB,
se implicd a estas proteinas de superficie, junto a la capsula
como generadoras de una respuesta inmune protectora, lo que
vincula el estudio de los mencionados factores de virulencia
a la generacion de vacunas maternas que prevengan la enfer-
medad neonatal.

Con respecto a los perfiles de sensibilidad a macréli-
dos de SGB, en la actualidad, se conoce con certeza, la
aparicion de cepas resistentes a eritromicina (ERI) y clin-
damicina (CLI), de alli la importancia de monitorear la
susceptibilidad a estos antimicrobianos e identificar los
genes asociados a la misma.

Se han detectado dos mecanismos de resistencia a
macrélidos en SGB.

El mecanismo mas frecuente es el de modificacion del
sitio blanco ribosomal por metilacion y el mecanismo lla-
mado de eflujo o transporte activo de la droga.

La metilacion de la subunidad 23S del rARN por el gen
erm (eritromicina ribosomal metilasa) ermB, ermA (subclase

ermTR), causa un cambio conformacional en el ribosoma
procariota y bloquea la union de los macrélidos, lincosami-
das y estreptogramina B al sitio de unién en la subunidad
50S, conduciendo a resistencia.

Este mecanismo confiere resistencia a macrolidos, linco-
samidas y estreptogramina B (MLS;). Las metilasas pueden
expresarse constitutivamente (fenotipo de resistencia cons-
titutivo cMLS,) o en forma inducible (fenotipo de resisten-
cia inducible 1MLS ).

El mecanismo llamado de eflujo activo fue descrito como
mediado por el mefA y confiere resistencia a macrélidos pero
no a lincosamidas ni a estreptogramina B (fenotipo M).

La resistencia constitutiva cMLS, y la inducible iMLS,,
ambas estan relacionadas con la expresion genes erm.

La variable constitutiva presenta elevado nivel de resis-
tencia a cualquier antimicrobiano del grupo MLS,, a dife-
rencia de la inducible que presenta Ginicamente resistencia
a los macrélidos de 14 atomos (ERI) y 15 atomos (azitro-
micina) y sensibilidad in vitro a macrélidos de 16 atomos,
lincosamidas (CLI) y estreptograminas B.

En virtud a estos antecedentes y a estudios recien-
tes que incorporan modificaciones a las probables vias de
infeccion del recién nacido, los esfuerzos se encuentran
destinados al desarrollo de vacunas maternas que otorguen
proteccion humoral al nifio, independientemente de las
condiciones antes, durante y después del alumbramiento y
a la vigilancia de la resistencia a antibidticos.

Por todo lo expuesto, nuestro esfuerzo se destina al
estudio molecular de factores de virulencia que puedan
estar implicados en el desarrollo de estrategias vacunales
para la region y a la bisqueda de genes asociados a resis-
tencia a macrélidos en SGB.

Keil A, Laczeski M, Oviedo P, Pegels E, Quiroga M, Fonseca MI, Ver-
gara M. (2010). Deteccion del gen rib en cepas invasivas y coloni-
zantes de Streptococcus agalactiae en Misiones. Revista de Ciencia y
Tecnologia. 14:25-28.

Oviedo P, Pegels E, Laczeski M, Quiroga M, Vergara M. (2013). Phe-
notypic and genotypic characterization of Streptococcus agalactiae
in pregnant women. First study in a province of Argentina. Braz J
Microbiol. 44:253-258.

Laczeski ME, Pegels ER, Oviedo PN, Quiroga MI, Vergara MI. (2013).
Streptococcus agalactiae: medios de conservacion accesibles a la-
boratorios de diagndstico de baja y mediana complejidad. Revista
Cubana de Higiene y Epidemiologia. 51:129-139.

Laczeski M, Pegels E, Oviedo P, Quiroga M, Vergara M. (2013). Primer
Estudio en Misiones de Genes de Resistencia a Macrélidos en Strep-
tococcus agalactiae. Rev. Cienc. Tecnol. 20:66-72.

Laczeski M, Pegels E, Oviedo P, Quiroga M, Vergara M. (2014). Molecular
profiles and antimicrobial susceptibility of first isolates of Streptococcus
agalactiae serotype IX in Argentina. Adv in Microbiol. 4:317-323.

NUMERO

a|d



DIC

de secrecion Gipo il
de Salmonella enberica

Francisco Ramos Morales, Joaquin Bernal Bayard, Elena Cardenal Munoz,
Mar Cordero Alba, Fernando Bais6n Olmo, Julia Aguilera Herce

Departamento de Genética, FaculGad de Biologia, Universidad de Sevilla. Sevilla

Integrantes pasados y actuales del grupo.

De arriba abajo y de izquierda a derecha: Francisco Ramos
Morales, Joaquin Bernal Bayard (actualmente en el Instituto
Pasteur de Paris como postdoc), Elena Cardenal Mufioz
(actualmente en la Universidad de Ginebra como postdoc),
Mar Cordero Alba (pendiente de la lectura de su tesis),
Fernando Baisén Olmo (tesis en curso) y Julia Aguilera Herce
(recién incorporada).

uchas bacterias patégenas Gram negativas poseen

sistemas de secrecion tipo III (T3SS) relacionados

con la virulencia. Se trata de aparatos relacionados
evolutivamente con el flagelo y semejantes a jeringuillas
de tamafio minGsculo capaces de inyectar proteinas de las
bacterias en las células del organismo eucariotico al que
infectan. Estas proteinas, denominadas efectores, suelen
interferir con vias de transduccion de sefales de la célula
hospedadora para posibilitar la entrada o la supervivencia
del patégeno. En muchos casos se desconoce la funcién
concreta que realiza cada efector. Salmonella enterica sero-
var Typhimurium es una bacteria capaz de infectar numero-
sas especies animales. Mientras que en ratones produce una
enfermedad sistémica, potencialmente mortal, semejante
a la fiebre tifoidea, en humanos da lugar a gastroenteritis.
Su virulencia depende en gran medida de dos T3SS (T3SS1
y T3SS2) que estan codificados en dos islas de patogenici-
dad denominadas SPI1 y SPI2, respectivamente. Entre los
dos secretan mas de 30 efectores (Ramos-Morales, 2012).
Salmonella es un patégeno intracelular que utiliza diversas

NUMERO

vias para entrar en las células hospedadoras. Los efectores
del T3SS1 son fundamentales para la invasion de células
no fagociticas como las epiteliales del intestino. Una vez
dentro de la célula eucarittica, Salmonella se instala en una
vacuola. El establecimiento de este nicho de supervivencia
y replicacion depende de efectores del 73552, aunque tam-
bién participan efectores del sistema codificado en la SPI1.

Nuestro grupo se inicié en el afio 2004 y su objetivo ha
sido, desde el principio, el estudio de efectores de los T3SS
de Salmonella para tratar de entender la contribucién espe-
cifica de algunos de ellos a la virulencia de esta bacteria. El
primer efector que estudiamos fue SlrP. Esta proteina posee
un dominio con varios motivos de repeticiones ricas en leu-
cina que suelen estar implicados en interacciones proteina-
proteina. En la region carboxilo terminal tiene otro dominio
denominado NEL que esta presente en otros efectores que
forman parte de una nueva familia de proteinas con actividad
ligasa de ubiquitina. Nuestra primera contribucion fue la
demostracion de que SlrP posee esta actividad y de que es
capaz de interaccionar y ubiquitinar a la tiorredoxina huma-



na (Trx) (Bernal-Bayard y Ramos-Morales, 2009). Aunque la
ubiquitinacion se asocia a veces con la degradacion de la
proteina ubiquitinada a través del proteasoma, ésta no pare-
ce ser la consecuencia en este caso puesto que no se observo
un descenso en la cantidad de Trx en células humanas Hela
transfectadas con SlrP. En cambio, si se detectd una caida
en el nivel de su actividad. Mediante un escrutinio por el
sistema de doble hibrido en levaduras fue posible detectar
una segunda diana de SIrP en células humanas. Se trata de
la proteina ERdj3, una chaperona del reticulo endoplasmi-
co que se une a proteinas mal plegadas y contribuye a su
correcto plegamiento. La interaccién con SlrP compite con
la de los sustratos desnaturalizados y asi interfiere con la
funcién de esta chaperona de una manera independiente de
ubiquitinacién (Bernal-Bayard et al, 2010). Ambos efectos,
la bajada de actividad redox y la acumulacién de proteinas
mal plegadas en el reticulo, podrian explicar el aumento
en la tasa de muerte celular que hemos observado en los
cultivos de células Hela que expresan SlrP.

Recientemente hemos resuelto, en colaboracion con el
grupo de la doctora S. Nessler (Orsay, Francia), la estructura
tridimensional del complejo formado por SUrP y Trx (Zouhir et
al, 2014). Las dos proteinas forman un heterotetramero en
el que las dos moléculas de SlrP interaccionan con las dos de
Trx, con una por medio del dominio LRR antes mencionado,
con la otra a través de una region conectora existente entre
el dominio LRR y el dominio NEL. Curiosamente, la estruc-
tura predijo que es el segundo tipo de interaccion el mas
importante para mantener la estabilidad del complejo. Esto se
confirmé mediante el uso de mutantes puntuales alterados en
los residuos relevantes para la interaccion. Ademas, el modelo
permitio acotar las dianas mas probables de ubiquitinacion en
la Trx. Experimentalmente probamos que una de ellas, la lisina
en posicion 94, es efectivamente ubiquitinada en presencia
de SIrP. Se estudié también la expresion y la secrecion de SlrP
(Cordero-Alba y Ramos-Morales, 2014). Aunque slrP se expre-
s6 en diferentes medios, la maxima expresion se obtuvo en
condiciones que imitan el ambiente intravacuolar. La translo-
cacion tuvo lugar por medio de los dos T3SS dependiendo del
tipo celular hospedador y el tiempo de infeccién. La basqueda
de reguladores de sirP reveld que este gen esta regulado por
LeuO, Lon y el sistema de dos componentes PhoQ/PhoP. Por
Gltimo, en un analisis transcriptomico y protedmico de célu-
las Hela transfectadas establemente con el gen del efector
SlrP se encontro expresion diferencial de un total de 83 genes
del hospedador. Este hallazgo servira de punto de partida para
posteriores investigaciones.

El segundo efector que hemos estudiado es SteA. Tiene
en comdn con SlrP el ser uno de los pocos efectores que
son sustratos de los dos T3SS de Salmonella. Se analizaron
las condiciones que afectan a la sintesis de este efector, su
secrecion al medio de cultivo y su translocacion a las células
hospedadoras (Cardenal-Mufioz y Ramos-Morales, 2011). EL
estado redox celular contribuye a la regulacion transcripcional
de steA a través de una via requladora que incluye al oxidante
periplasmico DsbA, el péptido de membrana interna MgrB y el
sistema de dos componentes PhoQ/PhoP (Cardenal-Mufioz y
Ramos-Morales, 2013). Por dltimo se llevd a cabo un anélisis

transcriptomico en células Hela transfectadas establemente
con el gen del efector SteA. La expresion de SteA en estas
células epiteliales, a través de la modificacion de diferentes
vias de transduccion de sefales, dio lugar a una alteracion de
la morfologia celular y una disminucion de la tasa de muerte
celular espontéanea, las uniones intercelulares y la velocidad
de migracion celular (Cardenal-Mufioz et al, 2014).

Otro aspecto que hemos abordado en nuestros estudios
ha sido el intento de identificacion de nuevos efectores.
Esto nos ha llevado a dos resultados interesantes. Por un
lado, al reconocimiento de que PipB2, una proteina cono-
cida como efector del T35S2, puede ser también secretado
por el T3SS1 (Baison-0lmo et al, 2012). Por otro lado, a la
demostracion de que Srfd, una proteina de Salmonella que
presenta similitud con la glucosilceramidasa humana, es un
efector del T3SS2 (Cordero-Alba et al, 2012). EL gen srfJ
esta regulado positivamente por PhoP a través del sistema
de dos componentes SsrA/SsrB y negativamente por IolR,
el represor de los genes implicados en la utilizacion de
mioinositol como fuente de carbono.

Actualmente nos planteamos seguir profundizando en
el estudio de estos y otros efectores y comenzar a usar los
conocimientos adquiridos en un aspecto aplicado como es
la generacidn de vacunas vivas basadas en la secrecion del
antigeno de interés a través de los T3SS de Salmonella.
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tion effector SirP is an E3 ubiquitin ligase for mammalian thioredo-
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no de los mayores retos de la Biologia moderna es

comprender como los componentes celulares son capa-

ces de medir el tamafio celular, calcular la distancia y
situarse en posiciones especificas dentro de la célula para
que ésta establezca dominios funcionales que den lugar al
crecimiento polarizado. Este crecimiento es fundamental
en la morfogénesis y el desarrollo de organismos unicelula-
res y multicelulares y responde a dos tipos de sefiales: (1)
intrinsecas, heredadas y especificas para un tipo de célula
en particular y (2) extrinsecas, proporcionadas por fuentes
externas tales como hormonas, factores del crecimiento,
contacto célula-célula, o sefiales de la matriz extracelular.
En ambos casos, las células necesitan seleccionar sitios de
crecimiento y reorganizar su citoesqueleto rompiendo la
simetria mediante la accién de distintos circuitos positivos y
negativos que refuerzan y amplifican concentraciones locales
de moléculas necesarias para el crecimiento. Las principales
moléculas implicadas en la seleccion y mantenimiento de
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las zonas de crecimiento polarizado, como las GTPasas Rho,
estan conservadas desde las levaduras a los mamiferos, sugi-
riendo que los mecanismos basicos de polarizacion celular
se han mantenido a lo largo de la evolucidn.

Nuestro grupo trabaja con la levadura de fisién Schizo-
saccharomyces pombe porque es un modelo excelente para
el estudio del crecimiento polarizado. Es de forma cilindri-
ca, crece por los extremos y se divide mediante fision en
la zona media, de forma muy similar a las células animales.
Un hecho que hace a esta levadura ideal para los estudios
sobre el control espacial de la célula es que su forma,
tamafo y division son muy reproducibles. Por tanto, es
facil identificar cepas mutantes que tienen forma, tama-
fio o division aberrantes. S. pombe tiene el genoma mas
pequefio de todos los eucariotas analizados hasta la fecha
pero comparte muchos procesos con las células eucariotas
superiores, y tiene valor para los estudios funcionales y
comparativos de dichos procesos.



El objetivo fundamental del laboratorio es desentrafar el
papel de las GTPasas Rho en el establecimiento y mante-
nimiento de la polaridad de crecimiento de S. pombe. Estas
proteinas estan presentes en todas las células eucariotas y
mediante complejas redes bioquimicas, controlan algunos de
los procesos fundamentales de la biologia celular, tales como
morfogénesis, movimiento y division celular. Por otra parte,
S. pombe, al igual que otros hongos, posee una pared celular
cuya biosintesis esta intimamente relacionada con el creci-
miento celular y las GTPasas Rho proporcionan la regulacién
coordinada de la organizacion de la actina y de las enzimas
biosintéticas de la pared celular. Esta coordinacion es esencial
para mantener la integridad celular y el crecimiento polarizado.
Utilizamos tanto técnicas bioquimicas como ensayos genéticos
y gendmicos que nos permiten comprender las sefales que
controlan y son controladas por las GTPasas de la familia Rho.
Puesto que muchos componentes de la ruta de sefalizacion
de las GTPasas Rho estan conservados en todos los eucariotas,
nuestro trabajo puede desvelar mecanismos moleculares gene-
rales de la polaridad de crecimiento y la morfogénesis.

Las lineas de investigacion del laboratorio en la actua-
lidad se resumen en:

Funcién de Cdc42 y sus proteinas diana en el mante-
nimiento de las dimensiones celulares.

Funcion de Rho1 en el mantenimiento de la integri-
dad celular.

Regulacion de la citoquinesis por las GTPasas de la
familia Rho

Rincon SA, Ye Y, Villar-Tajadura MA, Santos B, Martin SG, Perez P.
(2009). Pob1 participates in the Cdc42 regulation of fission yeast
actin cytoskeleton. Mol Biol Cell. 20:4390-4399.

Cdc42
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Rho1

Proteinas reguladoras y dianas de Cdc42 y Rho1 en S. pombe.
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os ambientes hipersalinos, tales como las salinas o los

lagos vy suelos hipersalinos, son ambientes extremos en

los que los microorganismos deben adaptarse a condi-
ciones de elevada salinidad y en muchos casos a valores
extremos de temperatura, pH, concentracién de nutrien-
tes, etc. Los microorganismos haléfilos que habitan estos
ambientes estan representados por algunos eucariotas, si
bien los mejor adaptados a dichas condiciones extremas
son arqueas y bacterias. Las salinas de estanque mdltiple,
tan abundantes en nuestra geografia, constituyen excelen-
tes modelos para el estudio de la diversidad microbianay la
ecologia molecular de los ambientes hipersalinos, pudién-
dose estudiar estanques con concentraciones salinas com-
prendidas entre la del agua de mar y la saturacion de sales.

Nuestro grupo viene trabajando en estudios relaciona-
dos con diferentes aspectos de los microorganismos halofi-
los y los ambientes hipersalinos en los que se encuentran,
desde su biodiversidad, relaciones evolutivas, filogenémi-
ca y taxonomia, etc. En los dltimos afios hemos realiza-
do una serie de estudios metagenémicos en estanques de
salinas localizadas en la costa mediterranea (salinas de
Santa Pola, Alicante) asi como atlantica (salinas de Isla
Cristina, Huelva). Estos estudios han permitido conocer
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mas detalladamente la diversidad taxonomica y metabélica
de los estanques con salinidades intermedias, del 13 al
33% de sales totales, en comparacion con los estanques
cristalizadores que ya habian sido objeto de estudios mas
detallados utilizando tanto técnicas tradicionales de cul-
tivo como moleculares independientes de cultivo. Uno de
los ambientes hipersalinos mejor estudiados desde el pun-
to de vista microbioldgico son las salinas «Bras del Port»
de Santa Pola, de las que recientemente se ha publicado
un articulo de revision (Ventosa et al, 2014). A diferen-
cia de los estanques cristalizadores, en los que existe un
predominio de la arquea cuadrada Haloquadratum walsbyi
y de la bacteria haléfila Salinibacter ruber, en los estan-
ques concentradores con salinidades intermedias existe
una mayor diversidad de especies pertenecientes a nueve
taxones superiores. El ensamblaje de contigs a partir de
las secuencias metagendmicas nos ha permitido detectar
la abundante presencia de nuevos representantes de los
dominios Archaea y Bacteria en estanques concentradores
intermedios, como la nanohaloarquea «Candidatus Halore-
divivus», nuevas haloarqueas relacionadas con el género
Halorubrum y una nueva Gammaproteobacteria, relacionada
filogenéticamente con el género Alkalilimnicola.



M? José Ledn en el laboratorio.

Los estudios metagenémicos realizados en las salinas
nos han permitido desarrollar distintas estrategias enfo-
cadas al aislamiento y caracterizacion de nuevos represen-
tantes abundantes en las salinas, entre ellas la bacteria
perteneciente a la clase Gammaproteobacteria, a la que
hemos designado como Spiribacter salinus (Ledn et al,
2014). El analisis del genoma completo de dicha bacteria
ha permitido determinar que se trata de un microorganis-
mo que posee un genoma muy sencillo, con un tamafio de
1,74 MB (el mas pequefio descrito para un representante
de la familia Ectothiorhodospiraceae a la que pertenece),
un contenido en G+C de 62,7% y un Gnico operén rRNA.
Spiribacter salinus posee una versatilidad metabélica muy
simplificada, mostrando caracteristicas tipicas de otros
microorganismos oligotrofos que alcanzan altas densida-
des en ambientes acuaticos (Lopez-Pérez et al, 2013). Una
de las peculiaridades de esta bacteria es su morfologia
celular: se trata de un bacilo Gram-negativo curvado en
cultivos jovenes que posteriormente forma espirales; en
fase estacionaria tienden a condensarse formando una
espiral compacta. Algunas de estas células se rodean de
una envoltura externa semejante a la descrita en Thermus
u Oceanothermus. Algunos aspectos que hemos estudiado
en detalle de esta nueva bacteria son la composicion de
los lipidos polares de sus membranas, la estructura de la
mureina de la pared celular o su mecanismo de osmorregu-
lacion (posee una estrategia «salt-out»). Sin duda alguna
los estudios metagendmicos recientes permitiran avanzar
en el conocimiento de la biodiversidad de los ambientes
hipersalinos y de los mecanismos de adaptacion de los
microorganismos a dichos ambientes extremos, asi como al
aislamiento y caracterizacién de los microorganismos mas
abundantes en dichos habitats.

Otro aspecto que nuestro grupo estéa estudiando en la
actualidad es la aplicacion de técnicas genomicas en siste-
matica microbiana. En la actualidad el principal marcador
filogenético utilizado en la taxonomia de procariotas es el
gen ARNr 16S, si bien presenta ciertas limitaciones como
su alto grado de conservacién que no permite distinguir en
muchos casos entre especies estrechamente relacionadas, su
elevada frecuencia de recombinacion entre cepas cercanas o
la presencia de mdltiples copias divergentes. Por ello, hemos

realizado diversos estudios basados en marcadores filogené-
ticos alternativos, para llevar a cabo un analisis por secuen-
ciacion multilécica (MLSA), estudiando tanto las secuencias
individuales de genes housekeeping como las secuencias con-
catenadas. Entre los grupos estudiados se encuentran bacte-
rias pertenecientes a la familia Halomonadaceae o arqueas
del género Halorubrum. En éste Gltimo grupo hemos realizado
un analisis comparativo del esquema MLSA con respecto a
la hibridacion ADN-ADN (que nos ha permitido validar dicho
esquema), asi como con respecto a la composicion de los
lipidos polares mediante cromatografia en capa fina de alta
resolucion (ampliamente utilizada en este grupo de arqueas
como marcador quimiotaxonémico) y la secuenciacion y ana-
lisis comparativo de algunos genomas completos.

Papke RT, White E, Reddy P, Weigel G, Kamekura M, Minegishi H,
Usami R, Ventosa A. (2011). A multilocus sequence analysis (MLSA)
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En los altimos afios Stenotrophomonas maltophilia ha
emergido como patdgeno nosocomial oportunista multi-
rresistente que puede ocasionar importantes infecciones
en pacientes inmunodeficientes y en inmunosuprimidos,
aumentando cada afio el ndmero de aislamientos en todo
el mundo (Brooke, 2014). Generalmente estad asociada a
infecciones del tracto respiratorio pero también puede cau-

NUMERO

sar bacteremia e infecciones localizadas. Los pacientes con
fibrosis quistica también son colonizados/infectados por
S. maltophilia. En Espafia existe poca informacién sobre el
papel de esta bacteria en las infecciones nosocomiales pero
un estudio retrospectivo relativamente reciente, mostrd que
S. maltophilia es uno de los 15 patégenos microbianos mas
comunes en infecciones nosocomiales (EPINE, 2013), aun-
que lo mas alarmante de estos estudios es el incremento de
cepas resistentes a maltiples drogas (MDR).



Actualmente se conoce poco acerca de los principales
mecanismos de virulencia de S. maltophilia y, aunque com-
parte algunos factores de virulencia con Pseudomonas aeru-
ginosa, el potencial de virulencia de las principales cepas
circulantes se desconoce. Entre otros factores de virulencia
expresa la fimbria tipo Iy el flagelo produce y secreta un
amplio rango de enzimas, incluyendo DNasa, RNasa, fibro-
lisina, lipasas, proteasas y esterasas (Crossman, 2008). La
formacion de biofilm por esta bacteria nosocomial es uno
de sus principales mecanismos de virulencia y resistencia.
Mucho mas recientemente se ha identificado una molécula
llamada «diffusible signal factory (DSF) que parece asu-
mir el control de la expresion de factores de virulencia y
resistencia antimicrobiana actuando como un sefializador
del contacto célula-célula y sensor de la densidad celular
(quorum sensing, QS). Tanto la formacién de biofilm como
la requlacion de los mecanismos de QS influyen, ademas
de en la virulencia, en el abanico de resistencias que cada
vez mas poseen estos organismos oportunistas.

El sistema de QS descrito con anterioridad para S. mal-
tophilia, se fundamenta en el DSF, un &cido graso, como
molécula sefial (Deng et al, 2011). La sintasa de DSF es la
RpfF, una enoil-CoA hidratasa incluida en el claster rpf. Este
clister codifica para todos los componentes necesarios para
la sintesis y la deteccion del DSF, como la proteina RpfC,
que tiene un dominio sensor de DSF y un dominio efector.
Este complejo bloquea la produccién de DSF tanto a nivel

luxl  luxR
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de DNA, controlando la expresion de rpfF, como a nivel de
proteina, bloqueando el dominio catalitico de la RpfF a
través del dominio REC de la proteina RpfC . Sin
embargo, los mecanismos implicados en la regulacion del
sistema DSF en S. maltophilia son poco conocidos. Ademas,
el mecanismo de QS mas estudiado en las proteobacte-
rias, que utiliza como molécula sefial las llamadas N. acil
homoserina lactonas (AHLs), no habia sido descrito con
anterioridad en S. maltophilia.

Nuestro grupo esta inmerso en un proyecto que se pro-
pone la blsqueda y estudio de determinantes de virulencia
en S. maltophilia, profundizando en el conocimiento fun-
cional de los procesos de patogénesis de esta bacteria. En
particular, nos enfocamos en procesos fisioldgicos no esen-
ciales y de elementos reguladores de la expresion génica
como determinantes intrinsecos de virulencia, teniendo el
fendmeno de quorum sensing como objetivo principal. Con
un enfoque pan-genémico pretendemos descubrir nuevos
factores de virulencia que si bien no pertenezcan a procesos
celulares esenciales, estén conservados en todas las cepas,
para un futuro disefio de estrategias antimicrobianas de
amplio espectro.

A partir de los genomas de S. maltophilia disponibles
en las bases de datos, y secuencias genémicas parciales de
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Sistemas de quorum sensing en Stenotrophomonas maltophilia. En rojo se muestra el sistema basado en la molécula AHL (el gen
para una AHL-sintasa no ha sido descrito aun) y en azul el sistema basado en la molécula DSF. Ambos sistemas, mediante moléculas
reguladoras, modifican la expresion de genes especificos de QS, muchos de ellos involucrados en fenotipos relacionados con la
virulencia. Las células pueden tener el cluster rpf de tipo 1 o de tipo 2, con distintos pares de genes rpfF/rpfC (ver texto). En la
membrana se representa el complejo formado por RpfC y RpfF y la proteina reguladora RpfG. Probablemente ambos sistemas rpf
estén involucrados en la sintesis, percepcién o la regulacién de moléculas sefalizadoras diferentes.
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aislados clinicos obtenidas por nuestro grupo (Huedo et al,
2014a), hemos observado, en primer lugar, la presencia de
dos variantes distintas del la sintasa RpfF, RpfF-1 y RpfF-
2 (Huedo et al, 2014b). De las cepas analizadas hasta el
momento, aproximadamente el 60% contienen la RpfF-1
mientras que el 40% restante posee la RpfF-2. Ademas, cada
variante RpfF tiene asociada una RpfC. Utilizando un bioen-
sayo con una cepa reportera, hemos constatado que sélo
las cepas pertenecientes al grupo con la variable RpfF/C-1
presentan actividad DSF (Huedo et al, 2014b). La caracte-
rizacion fenotipica realizada en los aislados hospitalarios
sugiere que la pertenencia a una poblacién con una variante
u otra (RpfF/C-1 o RpfF/C-2) tiene implicaciones en la viru-
lencia. Esto se ha validado en ensayos de infeccién en pez
cebra (Danio rerio) asi como con el gusano Caenorhabditis
elegans, dos modelos animales que han sido estandarizados
en nuestros laboratorios para S. maltophilia (Huedo et al,
2014b y Ferrer-Navarro et al, 2013). Mediante el uso de
mutantes especificos se ha confirmado la implicacion de
dicho sistema en la virulencia, en la motilidad bacteriana y
en la formacion de biofilm. Ademas hemos demostrado que
la represion de la sintesis de DSF en las cepas con la varian-
te RpfF/C-2 se debe a que su RpfC solo se activa cuando
detecta el propio DSF. Sin embargo, en las cepas del tipo
RpfF/C-1, RpfC es mas promiscua. La diversidad del sistema
de QS basado en DSF en S. maltophilia abre la puerta a la
idea de que posiblemente ambas variantes RpfF sinteticen
moléculas distintas, e impliquen una regulacién propia. En
este supuesto, estariamos delante de un nuevo sistema de
comunicacion celular basado en moléculas lipidicas tipo DSF.

Ademas, nuestro laboratorio esta trabajando también
en el estudio de sistemas de QS basado en AHLs en S. mal-
tophilia. Asi, y contrariamente a lo reportado en la biblio-
grafia, hemos sido capaces de detectar la produccion de
moléculas tipo AHL a partir de concentrados de sobrena-
dantes de cultivos. Mediante bioensayos con cepas repor-
teras y posterior analisis quimico, hemos identificado mas
de un tipo de molécula de AHL. Este descubrimiento supone
un avance importante y un buen punto de partida para
determinar la posible implicacion de este nuevo sistema
de comunicacion celular en la regulacién de la virulencia
en S. maltophilia. Asi, S. maltophilia se suma al grupo de
bacterias que presentan ambos sistemas de QS: el basado
en las moléculas DSF y el basado en moléculas AHL

. Actualmente, y mediante la combinacion del analisis in
silico de los genomas secuenciados con la caracterizacion
de mutantes en genes especificos, se buscan las posibles
sintasas que participan en la produccién de estas AHLs.

Paralelamente al estudio de los sistemas de QS, nuestro
grupo, en colaboracion con diferentes hospitales, participa
en la caracterizacion fenotipica y genotipica de aislados
clinicos de S. maltophilia. Los perfiles genéticos (datos de
MLST) y datos clinicos de las cepas se correlacionan con sus
fenotipos relacionados con la resistencia y la virulencia, en
particular el mecanismo de QS. De este modo se seleccionan
cepas modelo para posteriores estudios comparativos. Por
ejemplo, la comparacion proteémica de tres cepas clinicas
de S. maltophilia con una cepa atenuada identificé posibles
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nuevos factores de virulencia dentro de los que se incluyo
Ax21, una proteina regulada por el QS (Ferrer-Navarro et al,
2013). Ademas contamos con plataformas bioinformaticas
que permiten hacer estudios de genémica comparada para
la basqueda de nuevas dianas de drogas antibacterianas
(Panjkovich, 2014) o proteinas inmunogénicas. Mediante
genémica comparada hemos identificado 357 genes exclu-
sivos de una cepa clinica virulenta de S. maltophilia, entre
los que se encuentran posibles factores de virulencia (Hue-
do et al, 2014a).

La caracterizacion molecular y funcional de nuevos fac-
tores de virulencia en S. maltophilia deben sentar las bases
que permitan desarrollar estrategias eficaces en el control
de las infecciones causadas por este patdgeno emergente.
La busca de inhibidores de los diferentes sistemas de QS
forma parte de las estrategias actuales de disefios de drogas
antibacterianas. Esto ha abierto las puertas al disefio de
drogas «inteligentes» que afecten la virulencia de los pato-
genos pero que no creen resistencias. EL uso de la genémica
comparada permitird también descubrir mecanismos nuevos
de resistencia a drogas antibacterianas, que es también
unos de los objetivos principales de nuestro grupo.
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n nuestro grupo de investigacion abordamos un pro-
grama de Biologia Sintética (BS) cuyo objetivo es el
desarrollo de piezas, dispositivos y sistemas para el
modelado de proteinopatias amiloides en microorga-
nismos (Giraldo, 2010). Pretendemos asi deconstruir las
amiloidosis en médulos funcionales cuya integracion haga
posible su mejor comprensidn y también, potencialmente,
actuaciones con finalidad diagndstica y/o terapéutica.
Las amiloidosis son procesos degenerativos, neuronales
o0 sistémicos, de una extraordinaria complejidad desde los
puntos de vista molecular, celular y de organismos com-
pletos (Eisenberg y Jucker, 2012). Sin embargo, en todos
los casos estudiados, el agente causal de cada tipo de
amiloidosis es relativamente simple: una proteina, como
AB vy Tau (en la enfermedad de Alzheimer), a-sinucleina
(en Parkinson), Htt (en Huntington) o SOD1 (en ALS),

que presenta al menos dos conformaciones; mientras que
la nativa es soluble, la otra alternativa agrega formando
fibras con un esqueleto B-laminar amiloide. Estos agrega-
dos amiloides, mas especificamente sus oligomeros precur-
sores o los resultantes de un desensamblaje parcial, son
las especies moleculares citotéxicas. Una propiedad fasci-
nante de toda proteina amiloide es la capacidad de replicar
su conformacion aberrante al moldearla por contacto en
moléculas solubles de esa misma proteina. En realidad,
la forma ensamblada esta compuesta por un conjunto de
conformaciones metaestables cuyas energias libres son muy
similares, estando por ello en equilibrio las unas con las
otras. Esto se manifiesta, para una proteina determinada,
en la existencia de «estirpes» o variantes conformaciona-
les y de «cuasiespecies», v.g., familias de conformaciones
relacionadas sometidas a seleccion y replicacion (Giraldo,
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[WH1],

"

agregacion
amiloide

El dominio WH1 de la proteina de replicacién plasmidica RepA (izda.), al monomerizar cambia parte de su estructura
o-helicoidal en hebras- (en rojo) y se ensambla como fibras amiloides (A, micrografia electrénica). Al fusionarla a la proteina
fluorescente mCherry, RepA-WH1 aparece como inclusiones en el citoplasma de E. coli (B) y S. cerevisiae (C), microorganismos en
los que actiia como prionoide, asi como al expresarla en el ndcleo (azul) de células de neuroblastoma en cultivo (D). En liposomas

citomiméticos, RepA-WH1 agrega en la bicapa lipidica (E).

2010; Eisenberg y Jucker, 2012). Las proteinas amiloides
guardan una relacion estrecha con los priones, al ser éstos
una subclase de amiloides pero con una propiedad adicional
que nos es hien conocida como microbiélogos: la infecti-
vidad, es decir, su transmisibilidad «horizontal», siquiera
en condiciones experimentales, entre células u organismos
completos dentro de una poblacién (Eisenberg y Jucker,
2012). El prion arquetipico es PrP, cuyas diversas confor-
maciones agregadas amiloides estan detrés de las encefalo-
patias espongiformes transmisibles en mamiferos, mientras
que los agentes de las demas amiloidosis son denominados
«prionoides» al carecer de infectividad. Sin embargo, los
estudios mas recientes parecen concluir que en todos los
procesos neurodegenerativos las conformaciones amiloides
siguen, en su dispersion progresiva por el sistema nervio-
so, una propagacion intercelular de tipo infectivo, lo que
permitiria calificarlos también, sensu lato, como priones
(Prusiner, 2012).

La BS de modulos amiloides proteotéxicos en microor-
ganismos como la bacteria Gram-negativa Escherichia coli
o la levadura Saccharomyces cerevisiae es un reto formi-
dable, pues a la complejidad propia de la bioingenieria
de proteinas se une el que las bacterias no sufren, de
manera natural, amiloidosis intracelulares, mientras que
en las levaduras las amiloidosis no son citotéxicas, sino
un recurso funcional que confiere adaptaciones fenotipicas
rapidas y transmisibles epigenéticamente (Blanco et al,
2012). Sin embargo, por esas mismas razones, la BS nos
ofrece la oportunidad de desarrollar modelos microbianos
de amiloidosis en los que tanto los agentes etiolégicos
como sus células hospedadoras pueden ser concebidos ab
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initio como mddulos ortogonales, es decir, sin interaccion
funcional previa (Giraldo, 2010).

Al establecerse nuestro grupo en 1999 nos interesaba
el estudiar la estructura y el mecanismo de accion de las
proteinas, denominadas Rep, que inician la replicacion del
DNA de los plasmidos bacterianos y, de manera colateral, el
ensamblaje de las proteinas del complejo de replicacion ORC
en S. cerevisiae (Giraldo, 2003). Descubrimos que la protei-
na RepA codificada por el plasmido pPS10 experimenta un
cambio conformacional que la faculta para pasar de ser un
dimero, represor transcripcional del propio gen repA, a ser
un mondmero iniciador de la replicacion, proceso activado
por la unién a secuencias de DNA especificas que conlleva
una remodelacion estructural del dominio N-terminal de
la proteina (WH1) (Giraldo et al, 2003). RepA-WH1 incre-
menta asi su estructura B-laminar y, finalmente, la proteina
agrega en un complejo postreplicativo que inhibe reinicios
prematuros de la replicacién (Gasset-Rosa et al, 2008a).

En 2007 determinamos que RepA-WH1 se ensambla in
vitro en fibras amiloides en un proceso promovido por
su interaccion con oligodesoxirribonucleétidos (Giraldo,
2007; Gasset-Rosa et al, 2008b), lo que nos llevd a explo-
rar si su expresion en la bacteria E. coli, desacoplada de la
replicacion plasmidica, conducia a la formacién de agre-
gados amiloides intracelulares. Efectivamente, RepA-WH1,
fusionada a una proteina reportera fluorescente, forma
inclusiones citoplasmaticas que resultan citotoxicas para
las bacterias y que, una vez purificadas, son capaces de
acelerar in vitro la fibrilacion amiloide (Fernandez-Tresgue-
rres et al, 2010). RepA-WH1, dada la ausencia de proteinas
homélogas en el proteoma humano en las que pudiera mol-



dear su conformacion amiloide y su caracter no infectivo,
es clasificable como un prionoide con nivel de bioseguri-
dad 1. Recientemente, en colaboracion con el grupo de A.
Lindner (INSERM - U. Descartes, Paris) y gracias en parte a
una beca de la FEMS, hemos estudiado la transmision «ver-
tical» (de célula madre a células hijas) de los agregados
de RepA-WH1 mediante técnicas de microfluidica. Dichos
estudios nos han llevado a caracterizar la existencia de dos
estirpes amiloides, fenotipicamente diferenciadas por su
toxicidad y la morfologia de los agregados, cuya intercon-
version es dependiente de un (nico factor celular: Dnak,
la chaperona de la familia Hsp70 en E. coli (Gasset-Rosa
et al, 2014; Molina-Garcia y Giraldo, 2014). Aproxima-
ciones transcriptomicas y proteémicas alin en curso nos
estan permitiendo el trazar, con una nitidez dificilmente
alcanzable en sistemas celulares complejos, las rutas de
citotoxicidad amiloide.

Entre las dianas comunes a las proteinas implicadas en
las amiloidosis humanas destaca la membrana plasmatica,
por lo que estamos estudiando también la interaccion de
RepA-WH1 con liposomas, llevando asi la modelizacion de
dichos procesos al extremo del minimalismo citomimético.
En direccion diametralmente opuesta, explorando sistemas
mas complejos, hemos podido establecer (Gasset-Rosa y
Giraldo, 2014) que la secuencia responsable de la amiloi-
dosis en RepA-WH1, si se dispone en forma de repeticiones
en tandem, es capaz de sustituir en quimeras a las propias
del prion de levaduras Sup35p/[PSI*] (Liebman y Chernoff,
2012), generando asi un nuevo prion sintético funcional,
que hemos denominado [REP-PSI*]. Este se manifiesta en
forma de diversas variantes fenotipicas cuya interconver-
sion esta regulada, al igual que en su parental RepA-WH1,
por una chaperona Hsp70 (Ssalp) y no por Hsp104p, la
chaperona que modula la propagacion de [PSI] en las
levaduras (Liebman y Chernoff, 2012). Por dltimo, estamos
explorando la expresion de RepA-WH1 en células huma-
nas en cultivo y desarrollamos sistemas para el cribado
en bacterias de moléculas inhibidoras de la amiloidosis,
que constituiran pruebas de concepto del potencial de los
sistemas bacterianos sintéticos en la modelizacion y el
abordaje farmacolégico de proteinopatias amiloides con
relevancia biomédica.
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as corinebacterias son microorganismos Gram positivos

del grupo de las actinobacterias que estan amplia-

mente distribuidos en la naturaleza y se localizan en
aguas, suelos e incluso en piel y mucosas del hombre y
animales. El grupo contiene tanto representantes no pato-
genos con interés industrial como patdgenos, estando filo-
genéticamente relacionado con representantes de los géne-
ros Rhodococcus, Mycobacterium y Nocardia, entre otros, por
presentar acidos micélicos en su pared celular. La tubercu-
losis y la difteria son las principales enfermedades humanas
causadas por actinobacterias (Mycobacterium tuberculosis
y Corynebacterium diphtheriae, respectivamente), aunque
en las (ltimas décadas algunos representantes del género
Corynebacterium han sido descritos como patégenos emer-
gentes de enfermos intrahospitalarios que presentan cierto
grado de inmunosupresion y/o sometidos a tratamientos
cronicos. De esta forma se han identificado y descrito dece-
nas de representantes como C. aurimucosum, C. urealyti-
cum, C. atypicum, etc., causantes, en todos los casos, de
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patologias en humanos (Mateos et al, 2011). Sin embargo,
las especies de corinebacterias no patégenas también han
sido ampliamente analizadas y estudiadas debido a su gran
importancia biotecnoldgica por la produccion de metabo-
litos primarios (aminoacidos o nucledtidos), secundarios
(antibidticos y compuestos antitumorales) o su implicacion
en la maduracién de quesos, o en bioconversion de precur-
sores metabédlicos.

El grupo de investigacion dirigido por los doctores José
A. Gil y Luis M. Mateos, denominado «Biologia Molecular de
Corinebacterias» ,
estudia diversos aspectos de la Biologia Molecular de la
corinebacteria Corynebacterium glutamicum, una actino-
bacteria que debe el epiteto de especie «glutamicum» a
su capacidad para producir acido glutamico. Durante los
altimos quince afos, el grupo ha centrado su investigacion
en: a) el estudio de los procesos de division celular en C.
glutamicum, con objeto de usar esos conocimientos para
el disefio de agentes antimicrobianos que controlen enfer-



medades producidas por corinebacterias y micobacterias
patdgenas; b) el analisis de la resistencia a arsénico en
C. glutamicum con el objetivo de conocer los sistemas des-
intoxicantes de metales y su efecto en el estrés celular, y la
consecucion de microorganismos capaces de ser utilizados
como biocontenedores de metales pesados y aplicados en
biorremediacion.

Hemos estudiado el proceso de division/elongacion
celular de C. glutamicum ya que posee una maquinaria de
division «minimalista» cuando se compara con la maqui-
naria de Escherichia coli , es decir, carece de
muchas de las proteinas (FtsA, FtsL, FtsN, AmiC, MinCDE,
ZipA, MreB...) que se consideran esenciales en la maqui-
naria de division celular de E. coli. Durante estos dltimos
afos hemos estudiado el papel de la proteina DivIVA en el
proceso de elongacion celular (Letek et al, 2008; Valbuena
et al, 2007), asi como el papel de las serin-treonin-protein
quinasas en dicho proceso (Fiuza et al, 2008a y 2008b).
Asimismo describimos la presencia de un filamento inter-
medio (RsmP) en C. glutamicum regulado por fosforilacién
e implicado en el mantenimiento de la morfologia bacilar
(Fiuza et al, 2010).

C. glutamicum muestra un modelo de crecimiento «raro»
que le diferencia de los modelos clasicos de E. coli, Bacillus
subtilis o Streptococcus pneumoniae . Los resul-
tados obtenidos con C. glutamicum nos permitiran disefar
compuestos que inhiban la division celular en organismos
patdgenos relacionados como C. diphtheriae o M. tubercu-
losis.

La otra linea de investigacion se ha basado en la interac-
ci6n arsénico-bacterias; el arsénico ha estado presente en la
atmosfera desde la formacion de la Tierra y los seres vivos
han estado sometidos de forma continua a dicho agente,
por lo que es bastante frecuente la presencia de sistemas
de desintoxicacion o resistencia a arsénico (Mateos et al,
2006). C. glutamicum no es una excepcion y presenta genes
de resistencia a arsénico que se agrupan en dos operones
ars, codificando cada uno de ellos para un regulador/repre-
sor (ArsR), una proteina arseniato reductasa (ArsC) y una
arsenito permeasa (Acr3). En ausencia de arsenito (la forma
reducida del arsénico inorganico), el regulador ArsR esta
reprimiendo la expresion del resto de los genes; en su pre-
sencia, ArsR tiene mucha afinidad por arsenito y se libera del
operador, permitiendo de esta forma la transcripcion de los
dos genes restantes (Villadangos et al, 2011). Las enzimas
arseniato reductasas intracelulares reducen el arseniato a
arsenito (este Gltimo es muy toxico), el cual es rapidamente
liberado al exterior de la célula por las arsenito permeasas
transmembranales (Fu et al, 2009; Villadangos et al, 2012)

. A partir de los analisis de los genes y las corres-
pondientes proteinas desintoxicantes, se obtuvieron clones
mutantes y recombinantes de C. glutamicum capaces de acu-

Cell
wall
Cell
membrane
3\
\\ Ftsw
\\
Spherical/Coccoid
B 1 Stage
e L . m B o ‘
synthesis activity hemisphere
cell wall generated within stage Remisen
Rod (rare)
2 Stages
el k_. - u
S Q o w
pole formation
Rod (common)
3 Stages

1: sidewall
elongation

i preseptal —
elongation

Wi: division

A) Maquinaria de division minimalista de
Corynebacterium glutamicum. B) Modelos de elongacion/division
en diferentes bacterias. (1 stage). Crecimiento a nivel del septo
de division en bacterias cocoides que carecen de MreB como
Streptococcus pneumoniae (2 stages). Crecimiento polar en
bacterias bacilares que carecen de MreB como C. glutamicum o
Mycobacterium tuberculosis. (3 stages) Crecimiento dirigido por
MreB a lo largo de la pared lateral de B. subitilis o E. coli. El color
amarillo muestra los sitios de sintesis de nuevo peptidoglucano
y el color rojo muestra el sitio donde se inserta el nuevo
peptidoglucano.

mular hasta 30 veces mas arsénico que la cepa silvestre y
que podrian ser utilizados en procesos de biorremediacion
(Ordofez et al, 2012; Villadangos et al, 2010). Igualmente
se han utilizado algunas cepas mutantes de C. glutamicum
para conseguir bioacumuladores especificos de alguna de las
formas inorganicas de arsénico, bien arsenito o arseniato
(Villadangos et al, 2014).

Actualmente, el objetivo principal de la investigacion
esté centrado en el estudio de los mecanismos diferenciales
de defensa antioxidante que presentan las actinobacte-
rias, utilizando como modelos C. glutamicum y Rhodococcus
equi (modelo intermedio entre C. glutamicum y M. tuber-
culosis). El sistema redox mas ubicuo en las células es el
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Modelo de resistencia a arsénico en C. glutamicum.
(i) Entrada de arseniato [As(V)]; (i) expresion constitutiva de
la proteina ArsC1 y reduccién de As(V) a arsenito [As(I11)]; (iii)
union de As(lll) a los reguladores (ArsR1/R2) y desrepresion del
operodn ars; (iv) transcripcion de los genes que codifican para las
arseniato reductasas (ArsC1/C2/C1"); (v) reduccién de As(V) por
reductasas ArsC1 y ArsC2 usando el sistema MSH/Mrx1 y (vi)
liberacion de As(lll) formado en la célula a través de las arsenito
permeasas Acr3-1/2. (Villadangos et al, 2011).

constituido por el sistema tiorredoxina (Trx)/tiorredoxina
reductasa (TrxR), presente en procariotas y eucariotas y
constituyendo una primera linea de defensa frente a la
oxidacion. Sin embargo, los procesos evolutivos han per-
mitido la aparicién de otros sistemas redox alternativos
que son de diferente naturaleza dependiendo del organismo
de que se trate. Estos sistemas alternativos dependen de
redoxinas especificas y de compuestos de bajo peso mole-
cular. Nuestro grupo de investigacion ha sido pionero en la
descripcion de un nuevo sistema redox celular exclusivo de
actinobacterias que incluye el pseudoazicar de bajo peso
molecular micotiol (MSH) y la redoxina correspondiente
capaz de reconocer de forma especifica MSH; esta redoxina
se denominé micorredoxina (Mrx) (Ordéfiez et al, 2009).
La «aparicion» de este buffer redox diferencial hace que el
par MSH/Mrx y/o cualquiera de las proteinas que interac-
tdan con MSH/Mrx (micotiolacién) puedan constituir nue-
vas dianas antimicrobianas susceptibles de ser utilizadas
de manera especifica para este grupo de microorganismos
(Van Laer et al, 2012; Van Laer et al, 2013). Los estudios
basados en el grado de importancia y/o esencialidad de
cada una de estas dianas constituyen en estos momentos
el grueso de nuestra linea de investigacion.

Durante los dltimos afos nuestro grupo esta colaborando
con otros grupos de investigacién que tienen intereses
cientificos comunes, y liderados por los investigadores:
William Margolin (USA), Klas Flardh (Suecia), Virginie Molle
(Francia), Richard Daniel (UK), Joris Messens (Bélgica),
Joern Kalinowsky (Alemania), Barry P. Rosen (USA), Juan
Ayala (Madrid) y Jose A. Ainsa (Espaia).

Fiuza M, Canova MJ, Patin D, Letek M, Zanella-Cleon I, Becchi M,
Mateos LM, Mengin-Lecreulx D, Molle V, Gil JA. (2008a). The MurC
ligase essential for peptidoglycan biosynthesis is regulated by the
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uestro Grupo de investigacion (Grupo BIO-320 de la

Consejeria de Economia, Innovacién, Ciencia y Empleo

de la Junta de Andalucia) tiene por objeto el estudio
de la genética molecular de los procesos de osmoadapta-
cion en procariotas, en concreto en un grupo de microorga-
nismos extremofilos, las bacterias haléfilas moderadas, y su
aplicacion en la produccion de compuestos bioestabiliza-
dores (tiles en la industria Farmacéutica, Agricultura, y en
Biomedicina. Se trata de un Grupo, liderado por los Profs.
Carmen Vargas Macias y Joaquin J. Nieto, constituido por
7 doctores y dos graduados, que posee una amplia expe-
riencia en esta linea de investigacion, subvencionada en
los ultimos 20 afios por numerosos proyectos nacionales e
internacionales del Plan Nacional, de la Junta de Andalucia
y de la Comisién Europea.

Chromohalobacter salexigens es una gamma-proteo-
bacteria que esta considerada como un excelente modelo
biolégico para estudiar los procesos de osmoadaptacion
en bacterias, ya que posee uno de los rangos salinos de
crecimiento mas amplios de los conocidos (0,5 a 3 M de
NaCl en medio minimo). Para poder compensar este estrés
osmotico, es capaz de acumular intracelularmente grandes
cantidades de solutos compatibles, compuestos polares de
bajo peso molecular, ya sea tras su transporte desde el
medio externo si estan presentes, como es el caso de la
betaina, o mediante su sintesis, en ausencia de dichos
compuestos en el medio. Esta estrategia es muy versatil,
ya que le permite adaptarse a muy diferentes salinidades
externas ajustando la concentracion intracelular de dichos
solutos compatibles, ya que puede también expulsarlos
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al exterior si la presion osmética disminuye en el medio
externo. Los compuestos que sintetiza mayoritariamente en
respuesta a un estrés osmoético y térmico son las ectoinas
(ectoina e hidroxiectoina), unos diaminoacidos que han
adquirido en los dltimos afios un gran interés industrial.
En efecto, estos compuestos, que solo se pueden obtener
mediante sintesis bioldgica, poseen excelentes propieda-
des bioestabilizadoras y protectoras, por lo que se utilizan
en Dermofarmacia como componentes de geles y cremas
antiedad, cremas de proteccion frente rayos UV, etc., y en
Biologia Molecular como protectores de anticuerpos, enzi-
mas, acidos nucléicos, entre otros, presentando ademas un
enorme potencial en el campo de la Biomedicina. Asi, se
ha descrito recientemente que inhiben in vitro la formacion
de los agregados de betaamiloide caracteristicos de las
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer. Dado
que las ectoinas se acumulan sobre todo a elevada salini-
dad y temperatura, C. salexigens es un excelente ejemplo
de factoria celular para la produccién de las mismas. Entre
las ventajas que presenta se encuentra la facilidad para su
cultivo usando medios convencionales, su gran versatilidad
metabélica, la disponibilidad de herramientas genéticas
para su manipulacién (la mayoria desarrolladas por nuestro
Grupo) y, muy importante, el hecho de se disponga de la
secuencia completa de su genoma.

En los altimos afios, hemos realizado numerosos estu-
dios encaminados a dilucidar los mecanismos moleculares

éSensor de estrés?

é¢Termosensor?

de osmoadaptacion en C. salexigens. Asi, hemos demostra-
do que, ademas de ciertas modificaciones en la composi-
cion lipidica de sus membranas, esta bacteria es también
capaz de sintetizar trehalosa implicada en la proteccion
frente a elevada temperatura y desecacion, mediante los
genes otsAB, asi como betaina, a partir de su precursor,
la colina, mediante los genes betIBA. También hemos
caracterizado a nivel molecular los genes de la sintesis de
ectoina (ectABCy su derivado hidroxilado, la hidroxiectoi-
na (ectD, ectE), asi como los genes que codifican los sis-
temas de captacion de las mismas desde el medio externo
(teaABC). La sintesis de ectoinas en C. salexigens asi como
su regulacion, es extraordinariamente compleja, estando
osmo- y termorregulada, y en la que intervienen diferentes
reguladores (s°, s*, Fur, etc), habiendo demostrado por
primera vez en bacterias haléfilas la interrelacion entre la
homeostasis de hierro y la osmoadaptacién. Recientemente
hemos caracterizado a nivel molecular un reqgulador de res-
puesta (EupR) de un sistema de dos componentes implica-
do en la osmodeteccion, el primero descrito para bacterias
haléfilas, que parece mediar en el control transcripcional
del sistema de captacion de ectoinas, codificado por los
genes teaABC. Ademas existen rutas de sintesis alternati-
vas y de degradacion, actualmente en estudio .
Todo ello dificulta en gran medida la obtencion de cepas
mutantes productoras de ectoinas que sean capaces de
superproducir estos compuestos en condiciones mas favo-
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rables a nivel industrial que las actuales, como es, por
ejemplo, a temperatura ambiente o en condiciones de baja
salinidad. Para ello, nuestro Grupo aborda este objetivo en
los Gltimos afios mediante la aproximacién de la Biologia
de Sistemas, en la que se conjugan los datos provenientes
de la aplicacién de técnicas de Biologia Molecular de alti-
ma frontera, como son la proteémica, la transcriptomica,
la metabolomica y la flujomica, con métodos bioinforma-
ticos de modelado in silico . A este respecto,
hemos completado la primera reconstruccién metabdlica
refinada a escala genémica de C. salexigens, en la que se
ha conectado el metabolismo del Cy el N con todas las
rutas relativas al transporte, sintesis, degradacion y eflujo
de los principales solutos compatibles acumulados por esta
bacteria. Esta red metabdlica se ha utilizado para obte-
ner un primer modelo metabdlico matematico que refleja
con bastante precision el sistema biolégico de estudio,
va que ha sido manualmente revisado en base a estudios
bioquimicos y fisioldgicos previos, y a datos provenientes
de andlisis multiémicos recientemente llevados a cabo por
nuestro Grupo. Ademas ha sido validado comparando los
resultados de las simulaciones in silico con los datos de
resultados experimentales (determinacion de las cinéti-
cas de crecimiento con diferentes fuentes de carbono y
energia y nitrogeno a diferentes salinidades, el analisis
de metabolitos extracelulares, la determinacién de acti-
vidades enzimaticas del metabolismo central, protedmica
diferencial, entre otros). Toda la informacién obtenida a
partir de este modelo nos ayudara a predecir mejor las
respuestas fisioldgicas y asi desarrollar nuevas estrate-
gias para optimizar la obtencion de cepas de C. salexigens
hiperproductoras de ectoinas.
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Biologia de Sistemas de C. salexigens.

Por otro lado, hemos obtenido nuevas cepas mutantes
productoras de hidroxiectoina en las que se ha conseguido
desacoplar la sintesis de su regulacion por temperatura
y salinidad, obteniéndose valores de produccién de este
soluto compatible a 37°Cy 0,75 M NaCl similares a los de
la cepa silvestre a 45° Cy 2,5 M NaCl, lo que supone una
gran ventaja desde el punto de vista industrial (resultados
que han sido protegidos bajo patente). Por dltimo, por las
razones anteriormente expuestas, estamos muy interesados
en el estudio molecular del efecto neuroprotector de las
ectoinas y su posible aplicacién en Biomedicina, para lo
cual el Grupo ya cuenta con la colaboracién a nivel de
proyectos de investigacion subvencionados con diversas
empresas del sector interesadas en el tema.

Pastor JM, Bernal V, Salvador M, Argandofia M, Vargas C, Csonka L,
Nieto J3 y Canovas M. (2013). Role of central metabolism in the os-
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81.
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Our research involves an interdisciplinary approach
using molecular genetics, biochemistry, cell biology, and
structural biology to understand the pathogenesis of Gram-
negative bacteria at the molecular level. Burkholderia ceno-
cepacia, Escherichia coli, Salmonella enterica, and Shigella
flexneri are the model organisms we use in different aspects
of our research program.

Opportunistic infections pose a significant threat to
human health, especially to those patients who benefit
most from advancements in the treatment of genetic dis-
eases, cancer, and organ transplantation, but who become
immunosuppressed. Burkholderia cepacia complex bacte-
ria (Bcc) and Burkholderia cenocepacia in particular are
our main model organisms to study the pathogenicity of
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opportunistic bacteria. Bcc bacteria are a major health risk
for children and young adults with genetic conditions like
cystic fibrosis and chronic granulomatous disease. These
patients commonly suffer from lung and airways infections
by these microorganisms, which are very difficult to treat
given the extraordinary resistance of these bacteria to clin-
ically useful antimicrobials. Therefore, throughout research
we hope to find novel ways to prevent or ameliorate the
effect of these infections in susceptible patients.

Enteric bacteria such as Escherichia coli, Salmonella, and
Shigella are also important human pathogens, which are par-
ticularly endemic in certain parts of the world. Lipopolysac-
charide (LPS) is a complex glycolipid molecule located on
the surface of Gram-negative bacteria that is also a critical
structural component of the bacterial outer membrane. Bac-
teria with defects in the LPS molecule are more sensitive
to a variety of antibiotics and they can be easily killed by
host defensive mechanisms such as the serum complement



and antimicrobial peptides. Therefore, by understanding how
the LPS is made and assembled on the bacterial cell surface
we hope to design inhibitors that will interfere with this
process, which may be useful as novel antimicrobials. Also,
we are looking at ways to alter LPS biosynthesis at vari-
ous levels to increase the overall permeability of the outer
membrane to antibiotics and antimicrobial peptides. What
we learn in Escherichia coli, Salmonella enterica, and Shigella
flexneri is also applied to Burkholderia cenocepacia.

We discovered that genetic ablation of LPS synthesis
or chemical inhibitors of certain LPS biosynthesis enzymes
can «weaken» the bacterial outer membrane and facilitate
the entry of conventional antibiotics and antimicrobial
peptides, especially in B. cenocepacia and other Bcc bac-
teria. We have also conducted detailed studies on proteins
required for the synthesis of core oligosaccharide and 0
antigen moieties of the LPS molecules. These components
are crucial for the virulence of E. coli, Salmonella, and
Shigella. Now we want to learn:

How LPS components are synthesized?

What are the mechanistic bases of the translocation
of 0-antigen LPS biosynthesis intermediates across the
plasma membrane?

How Bcc bacteria can survive the attack of antimicrobial
cationic peptides and other antibiotics?

We discovered that Bcc bacteria survive intracellularly
in free-living amoebae and macrophages by altering the
maturation of the phagosome, and this research has led to
the hypothesis that these cells become a reservoir for the
persistence and dissemination of these bacteria in the host.
We have also discovered a novel secretory system in B. ceno-
cepacia (type VI) that appears to alter the cytoskeleton of
infected macrophages and is required for infection in an ani-
mal model of chronic lung infection. Now we want to learn:

How does intracellular B. cenocepacia delay phagosome
maturation and phagosomal acidification?

What is the role of a novel type 6-secretion system in B.
cenocepacia intracellular survival?

How does intracellular B. cenocepacia affect the assem-
bly of the macrophage NADPH oxidase?

We discovered several master regulators that respond to
different types of stress. Mutations in the genes encoding these
regulators impair the ability of B. cenocepacia to survive within
macrophages and also in the animal model of chronic lung
infection. We have observed that antioxidant bacterial defens-
es are critical for intracellular survival. Now we want to learn:

How does B. cenocepacia adapt to various environments
including macrophage and epithelial cells?
What are the roles of stress regulators in intracellular

survival and in bacterial survival in the rat model of
chronic lung infection?

How do bacterial antioxidant mechanisms protect essen-
tial bacterial metabolic pathways that are deemed to be
critical for adaptation to different environments, includ-
ing the lung and airways?

Sometimes genetic tools are not available for our spe-
cific research needs. Therefore, we place special effort in
developing new tools and reagents or modifying those
available to our own needs. In particular, our lab has con-
tributed novel molecular tools to handle Bcc bacteria.
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Microbiology 160:1332-1345.

Aubert DF, Hamad MA y Valvano MA. (2014). A markerless deletion
method for genetic manipulation of Burkholderia cenocepacia and
other multi antibiotic resistant Gram-negative bacteria. In Host-
bacteria interactions: Methods and Protocols, pp. 311-327. Edited
by Vergunst A y Callaghan D O: Human Press.

El-Halfawy OM y Valvano MA. (2014). Antimicrobial heteroresistance:
an emerging field in need of clarity. Clin Microbiol Rev (in press).

Hanuszkiewicz A, Pittock P, Humphries F, Moll H, Rosales AR, Molina-
ro A, Moynagh PN, Lajoie GA y Valvano MA. (2014). Identification
of the flagellin glycosylation system in Burkholderia cenocepacia and
the contribution of glycosylated flagellin to evasion of human innate
immune responses. J Biol Chem 289:19231-19244.

Mohamed YF y Valvano MA. (2014). A Burkholderia cenocepacia MurJ
(MviN) homolog is essential for cell wall peptidoglycan synthesis
and bacterial viability. Glycobiology 24:564-576.

Schmerk CL, Welander PV, Hamad MA, Bain KL, Bernards MA, Sum-
mons RE y Valvano MA. (2014). Elucidation of the Burkholderia
cenocepacia hopanoid biosynthesis pathway uncovers functions for
conserved proteins in hopanoid-producing bacteria. Environ Micro-
biol doi: 10.1111/1462-2920.12509.

Aubert DF, 0'Grady EP, Hamad MA, Sokol PA y Valvano MA. (2013). The
Burkholderia cenocepacia sensor kinase hybrid AtsR is a global regulator
modulating quorum-sensing signalling. Environ Microbiol 15:372-385.
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Grupo de

José Ramos Vivas

Laboratorio de Microbiologia Celular, Instituto de Investigacion Sanitaria
Valdecilla IDIVAL. Canababria

De izquierda a derecha: Maria Lazaro Diez (Predoctoral), Sara Remuzgo Martinez (Postdoc), Jose Ramos Vivas
(Investigador Principal), Ana Franco Gonzalez de Canales (Predoctoral).

L laboratorio de Microbiologia Celular del Instituto

IDIVAL tiene una reciente historia. Comenz6 verda-

deramente en 2009, con la llegada a Santander del
Investigador principal, pero fue a finales del afio 2012
cuando el grupo complet6 la equipacion de sus 3 pequefios
laboratorios, uno de Biologia Molecular, otro de Biologia
Celular y uno de Microbiologia, con fondos procedentes de
proyectos nacionales e internacionales.

La principal linea de investigacion de nuestro grupo se
centra en el estudio de interacciones patégeno-hospedador,
utilizando modelos en los que intervienen bacterias pato-
genas y cultivos in vitro de células y tejidos (ratén-rata-
humano).

Entre las bacterias patégenas que estudiamos se
encuentran Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina, distintas especies del género Serra-
tia y también de Acinetobacter, como A. baumannii, A. pittii
y A. nosocomialis.
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En concreto, estas especies de Acinetobacter tienen
mucha importancia en las infecciones hospitalarias, espe-
cialmente en unidades de cuidados intensivos (UCIs) ya
que tienen propension a desarrollar resistencias a maltiples
clases de antibiéticos, lo que reduce las opciones terapéu-
ticas para combatirlas. Mientras que la epidemiologia y la
resistencia a antibidticos de la mayoria de estas especies
estan siendo ampliamente estudiadas, las bases molecu-
lares y genéticas de su virulencia permanecen bastante
inexploradas. Ademas, hay un gran desconocimiento de las
respuestas del hospedador a estos patogenos.

Acinetobacter supone en la actualidad un grave proble-
ma sanitario en muchos hospitales espafoles y por lo tanto
es uno de los patdgenos de interés para la Red Espafiola
de Patologia Infecciosa (REIPI) a la que pertenece nuestro
grupo.

Respondiendo a la necesidad de estudios sobre los
mecanismos implicados en la relacion hospedador-pato-



A. Microscopia

de barrido (SEM).
Macréfago fagocitando un
biofilm de Staphylococcus
aureus. Magnificacion
x10.000. B. Microscopia
de fluorescencia.
Macréfago humano
capturando Acinetobacter
baumannii (rojo).
Magnificacién x400. C.
Microscopia de barrido
(SEM). Macrofagos
cerebrales fagocitando
Listeria monocytogenes.
Reproducida con el
permiso de John Wiley
and Sons Publishers:
GLIA, 2013; Vol 61:611-
22. Magnificacién
x20.000. D. Microscopia
de barrido (SEM).
Levaduras (azul)
invadiendo una célula
epitelial humana.
Magnificacién x10.000.

geno (H-P), nuestro equipo desarrolla una investigacion
multidisciplinar sobre interacciones H-P principalmente en
esas especies, aunque también hemos comenzado trabajos
en el campo de las interacciones H-P con cepas probidticas,
iniciando asi diferentes colaboraciones. Algunos ejemplos
de estas interacciones se pueden ver en la

Los objetivos del equipo son: A) Desarrollar nuevas
herramientas para el estudio en profundidad de las interac-
ciones bacteria-célula; B) Estudiar el impacto de diferentes
antibidticos durante interacciones H-P in vitro; C) Realizar
un andlisis detallado de la expresion de genes de células
inmunitarias en respuesta a distintos fenotipos de estas
especies multirresistentes o a sus productos bacterianos,
asi como la expresion de genes de virulencia en las bacte-
rias patogenas.

Al utilizar técnicas de Microbiologia, Biologia Celular
y Microscopia avanzada, los modelos que usamos son muy
flexibles y se pueden adaptar al estudio de cualquier pato-
geno humano. Concretamente, con nuestras colaboraciones
nacionales e internacionales estudiamos ya 5 de los 6 pato-
genos ESKAPE multirresistentes (Enterococcus, Staphylococ-
cus, Klebsiella, Acinetobacter, Pseudomonas y Enterobacter).

Por dltimo, decir que nuestro laboratorio se encuentra
en el Instituto de Investigacion Sanitaria Valdecilla IDIVAL,
ligado al Servicio de Microbiologia del Hospital Universita-
rio Marqués de Valdecilla, en Santander.
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biology of Photobacterium damselae subsp. piscicida: Pili, motility
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de la Pared Bacbteriana:

Felipe Cava Valenciano

Departamento de Biologia Molecular, Universidad de Umea. SE-90187 Umea, Suecia
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Grupo de Biologia y Genética de la Pared Bacteriana. De Izquierda a derecha: Laura Alvarez, Sara B. Hernandez,
Akbar Espaillat, Felipe Cava, Oskar Forsmo, Carlos Terriente, Teresa del Peso-Santos, Eleonore Skarfstad, Emilie Nordstrém

y Alena Aliashkevich.

[ grupo de Biologia y Genética de la Pared Bacteriana

(http://www.mims.umu.se/groups/felipe-cava.html) es

un grupo joven que se inicié en el CBMSO (CSIC-UAM)
de Madrid en 2011. Hace tan solo un afo nos trasladamos a
Umea, Suecia. Nuestro grupo forma parte del Departamento
de Biologia Molecular de la Universidad de Umea, del MIMS-
EMBL (Laboratory of Molecular Infection Medicine Sweden)
y UCMR (Umea Centre for Microbial Research). MIMS y UCMR
proporcionan un ambiente interdisciplinar dotado de tecno-
logias de vanguardia en microscopia, metabolémica, NMR
y analisis bioinformatico avanzado. En el campus trabajan
investigadores de gran prestigio internacional dentro de las
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areas de microbiologia molecular y biologia de la infeccion.
Uno de los objetivos principales de nuestro grupo es formar
a la siguiente generacion de cientificos mediante la creacion
de un ambiente estimulante que impulse el aprendizaje a
través de la colaboracién.

Nuestro principal interés es el estudio de uno de los prin-
cipales «talones de Aquiles» de las bacterias: la pared celu-
lar. Estudiamos como las bacterias modulan su pared para
adaptarse a cambios ambientales y a las distintas etapas del
proceso infectivo. Para ello hacemos uso de una gran variedad
de técnicas analiticas avanzadas, microscopia de correlacién y
analisis de imagen, combinadas con genética molecular, bio-



quimica, bioinformatica y biologia molecular. Nuestros hallaz-
gos permitiran dar respuestas a aspectos fundamentales en
fisiologia bacteriana asi como desarrollar nuevas estrategias
para combatir enfermedades infecciosas emergentes.

Buscamos gente entusiasta que quiera unirse a nuestro
grupo como postdoc. Os animamos a que nos enviéis vues-
tro curriculo y una carta de presentacion a

Biologia de los D-aminoacidos

En trabajos anteriores hemos descrito el papel de los
D-aminoacidos como moduladores del metabolismo de la pared
celular y su funcion como moléculas de sefalizacion/comu-
nicacion (Lam et al, 2009). Aunque inicialmente detectamos
los D-aminoécidos no canénicos (NCDAA) en los cultivos de
Vibrio cholerae, el patdgeno causante del célera, en realidad
una gran variedad de bacterias no necesariamente relaciona-

CELL BIOLOGY: Morphogenesis, Polarity
Cell wall synthesis and remodelling
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ANALYTICAL CHEMISTRY
(HPLC, MS/MS, NMR....)

das taxondmicamente pueden liberar altas concentraciones de
NCDAA al medio extracelular. Su acumulacion coincide ademas
con la transicion a la fase estacionaria y regula negativamen-
te la sintesis de la pared bacteriana, por lo que los NCDAA
podrian estar implicados en coordinar el metabolismo de la
pared celular y el citoplasma cuando los nutrientes escasean.
Dado que los NCDAA parecen ser un rasgo comin de diversas
bacterias y que disponemos de una extensa coleccion (mas de
1000 especies diferentes), actualmente estamos investigando
su papel en diversos modelos bacterianos y en diferentes pro-
cesos fisioldgicos tales como la esporulacion, la formacion del
biofilm y la produccion de metabolitos secundarios.

Ademas hemos caracterizado las rutas de incorporacion
de los NCDAA (Cava et al, 2011a), lo cual tiene gran impac-
to en comunidades polimicrobianas, puesto que bacterias
incapaces de producir estas moléculas son sin embargo
capaces de incorporarlas a su pared celular. Recientemente
hemos llevado a cabo una caracterizacion bioquimica y
funcional de una familia entera de racemasas de amplio
espectro, las enzimas multiespecificas responsables de la
produccién de NCDAA en bacterias (Espaillat et al, 2014).

@9 @D
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BIOLOGICAL MEANING
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BIOINFORMATICS

Esquema de las actividades del grupo de Biologia y Genética de la Pared Bacteriana. En nuestro laboratorio llevamos a cabo
un esfuerzo multidisciplinar para comprender el valor adaptativo/fisiolégico que tiene para la bacteria el control sobre la composicién y

estructura de la su pared.
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Nuevos modelos de crecimiento de pared
celular en bacteria

Basandonos en la capacidad de las bacterias de incor-
porar diversos tipos de D-aminoacidos, hemos disefiado
estrategias para el sequimiento del crecimiento y dina-
mica de la pared celular in vivo mediante la utilizacion de
D-aminoacidos fluorescentes y quimica bioortogonal (Kuru
et al, 2012; Siegrist et al, 2013). La universalidad de este
método ha revolucionado la forma de realizar estudios del
crecimiento y dinamica de la pared celular en el presente
(PLoS Biol. 2013:e1001728; Nature 2013 Dec 11; Nat Com-
mun 2013 4:2856). Empleando técnicas avanzadas como la
microscopia de correlacion, llevamos a cabo un seguimiento
espacio-temporal de la dinamica de remodelado del pepti-
doglicano en células vivas.

Caracterizacion de la diversidad
de la mureina en el reino Bacteria

Recientemente, hemos puesto a punto la tecnologia
UPLC-MS en linea para el analisis «high throughput» del
peptidoglicano que nos permitira analizar miles de micro-
bios en diversas condiciones. Se trata de un programa
de investigacion muy ambicioso que pretende descubrir
y explotar la variabilidad, tanto diversidad como plasti-
cidad, de la pared celular bacteriana. Esta investigacion
es critica para poder comprender la biologia de la pared
celular en la naturaleza, la relacion de las bacterias con
otros organismos y su capacidad de adaptacion a desafios
medioambientales. Con los datos obtenidos estamos crean-
do la primera base de datos de la pared celular bacteriana:
el MUREINOMA. Esta enciclopedia de la pared bacteriana
contribuira al descubrimiento de nuevas rutas metabélicas
y de regulacion de gran interés en el desarrollo de nuevas
terapias antimicrobianas mas especificas.

Blisqueda de nuevos metabolitos
moduladores de la pared bacteriana

Otra de nuestras lineas de investigacion consiste en estu-
diar el impacto de metabolitos ambientales en la pared celular
mediante el uso tanto de librerias de compuestos quimicos
como de extractos biologicos mas complejos (extractos mari-
nos producidos por actinobacterias procedentes del Artico).

Desarrollo y dispersion del biofilm
de Vibrio cholerae

La produccion de matriz extracelular es una caracte-
ristica comdn de las comunidades multicelulares, aunque
existe gran diversidad en su formacion. Estudios recientes
sugieren que algunas moléculas de sefializacion ejercen un
papel importante en el desarrollo del biofilm. Sin embargo,
los mecanismos moleculares responsables de la conexion
entre la comunicacién quimica y la arquitectura del biofilm
en comunidades polimicrobianas continda siendo un mis-
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terio. Nuestro laboratorio utiliza la tecnologia de RNAseq
para descifrar mecanismos moleculares mediante los cuales
ciertos estimulos ambientales gobiernan el desarrollo del
biofilm de Vibrio cholerae.
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Caracterizacion molecular
de pared celular de hongos
para el desarrollo de nuevas

estrategias Gerapéuticas

Albert de Boer, Ana Esther Moreno Martinez, Ana Martinez Perez-Romero y Piet de Groob

Micologia Médica, Centro Regional de Investigaciones Biomédicas, Universidad
de Castilla-La Mancha, Parque Cientifico y Tecnologico de Albacete, Albacete

andida y otros hongos patogénicos causan, con gran

frecuencia, micosis superficiales y en pacientes inmu-

nocomprometidos pueden causar infecciones sistémi-
cas que ponen en peligro la vida del paciente y son dificiles
de tratar y diagnosticar. Un estudio epidemiol6égico mul-
ticéntrico reciente en la poblacidn espafiola afectada de
infecciones diseminadas producidas por Candida describe
una incidencia anual de 8,1 casos/100.000 habitantes con
una mortalidad del 30,6 %. La emergencia de la pandemia
de SIDA, el tratamiento quimioterapico en cancer, inmu-
nosupresion en transplantados, el tratamiento de enfermos
criticos en las unidades de cuidados intensivos (UCI) y el

envejecimiento de la poblacion han contribuido a aumentar
la poblacion susceptible de adquirir infecciones flngicas.
Los elevados costes derivados de la prevencion, diagnéstico
y tratamiento de micosis invasivas y el limitado reperto-
rio actual de farmacos disponibles también requieren una
investigacion urgente para establecer nuevas estrategias
terapéuticas antifingicas. Iniciado por el Investigador
INCRECYT Dr. Piet de Groot hace 4 afios, nuestro grupo de
investigacion Micologia Médica en Albacete estudia pro-
cesos moleculares que provocan el establecimiento de las
infecciones flingicas con un mayor enfoque en la pared
celular de Candida.
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Candida albicans es el agente causal mas frecuente-
mente aislado en infecciones flngicas, pero durante las
pasadas dos décadas se ha descrito un aumento continuo
en los casos descritos de infecciones en mucosas y disemi-
nadas producidas por Candida glabrata, Candida parapsilosis
v Candida tropicalis. Mundialmente se considera C. glabrata
como el sequndo agente causal mas prevalente del género
Candida. El tratamiento de las infecciones causadas por C.
glabrata es complicado debido a que los aislados clinicos
suelen mostrar una baja susceptibilidad a las terapias anti-
fingicas mas comunes. El establecimiento de las infeccio-
nes por C. glabrata esta mediado por la pared celular del
hongo que establece interacciones primarias patogeno-hos-
pedador. Por ejemplo, la pared celular contiene adhesinas
que provocan la adhesion del hongo a superficies biomédi-
cas y a la formacion de biopeliculas (biofilms). Por tanto,
estas adhesinas juegan un papel importante en el proceso
infeccioso y debido a que proteinas similares se encuentran
ausentes en células de mamifero, representan candidatos
idoneos para el desarrollo de nuevos farmacos antifingicos,
vacunas anti-Candida efectivas y métodos mas precisos y
sistematicos para diagnosticar las infecciones fingicas.

Hemos descrito que el genoma de C. glabrata contiene
una familia excepcionalmente amplia de genes que codi-
fican adhesinas de la pared celular. Entre las (putativas)
proteinas de tipo adhesina destacan las proteinas Epa, que

Adhesin GPI protein precursor

representan una subfamilia de proteinas de tipo lectina.
Las funciones biolégicas de la mayoria de las adhesinas
de pared no se conocen, si exceptuamos las de un nime-
ro muy limitado de adhesinas de la subfamilia Epa. Un
conocimiento mas profundo de los mecanismos moleculares
fundamentales que regulan la actividad de las adhesinas
y su papel en la patogenia de la infeccion es crucial para
desarrollar nuevas estrategias que permitan la prevencion
y el tratamiento de estas candidiasis.

Las adhesinas de la pared fiingica son proteinas modu-
lares ; sus precursores contienen péptidos sefial
para entrar en el RE y anclajes GPI, y las proteinas madu-
ras comprenden un dominio N-terminal, que generalmen-
te determina la especificidad de union a ligandos de las
adhesinas seguido de un dominio de baja complejidad que
en la mayoria de casos contiene repeticiones internas en
tandem. Estas repeticiones internas juegan un papel impor-
tante en la adhesividad del hongo y en la exposicion de los
dominios de union a ligandos modulado por el nimero de
copias repetidas y consecuentemente, por las variaciones
de tamarfio de los genes que codifican adhesinas de los
aislados clinicos.

Nuestros datos muestran que existen grandes variaciones
fenotipicas entre los aislamientos clinicos de C. glabrata
en su capacidad de adhesion a las superficies abidticas de
importancia médica. Nuestra hipotesis es que estas cepas
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mas adherentes (hiperadherentes) son mejores colonizado-
ras de los tejidos del huésped que las cepas de referencia
y que estos fenotipos hiperadherentes son gobernados por
adhesinas de la pared celular aun no caracterizadas. Por lo
tanto, el objetivo principal de nuestro trabajo es identificar
y caracterizar funcionalmente las adhesinas que gobiernan
los fenotipos hiperadherentes de los aislamientos clinicos.
Para la identificacion de nuevas adhesinas utilizamos pro-
tocolos ya establecidos de identificacion de proteinas de la
pared celular por espectrometria de masas. Con los candi-
datos mas prometedores realizamos estudios mas detallados
de caracterizacion por clonacién y expresion heteréloga, vy
estudios que definan sus propiedades de union al ligando.
Estudiamos, in vivo e in vitro, su relevancia en la virulencia
de Candida empleando mutantes con deleciones, mediante
ensayos fenotipicos. También planeamos estudiar la activi-
dad de diferentes agentes antif(ingicos sobre la capacidad de
adhesion, formacion de biopelicula y virulencia experimental
de aislamientos clinicos hiperadherentes y de mutantes con
delecion de adhesinas especificas.

Estos estudios sobre los adhesinas se llevan a cabo
en colaboracién con los grupos del Prof. G. Quindés (Uni-
versidad del Pais Vasco, Bilbao), Drs. M. Weig y 0. Bader
(Gottingen University, Alemania) y Dr. N. Chauhan (Rutgers
University, New Jersey, USA). A través de otros estudios, el
grupo de Micologia Médica también colabora con grupos en
la Universidad de Valencia (Prof. E. Valentin), la Universi-
dad de Amsterdam, Holanda (Prof. C. de Koster) y la Uni-
versidad de La Serena, Chile (Prof. L. Castillo), entre otras.
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InGeracciones huésped-parasito

en

Ernesto Garcia y Pedro Garcia

Departbamento de Microbiologia Molecular y Biologia de las Infecciones,
Centro de Investigaciones Biologicas (CIB-CSIC) Madrid

De izquierda a derecha: Esther Garcia, Pedro Garcia, Roberto Diez, Mirian Domenech, Eloisa Cano, Susana Ruiz
y Ernesto Garcia.

n primer resumen de las actividades de nuestro gru-
po apareci6 el pasado afio en estas mismas pagi-
nas
, puesto que también
pertenecemos al grupo de «Biologia de los microorganismos
patogenos». En él se hacia referencia a la historia del gru-
po, ligado siempre al estudio de Streptococcus pneumoniae
(neumococo), uno de los principales patégenos y causa
principal de morbilidad y mortalidad en nifios y adultos de
todo el mundo. La enfermedad neumocécica invasiva (ENI)
viene precedida por el establecimiento del llamado «estado
de portador», es decir, la colonizacion de la nasofaringe.
Este proceso tiene lugar a través de una relacion compleja
huésped-parasito en la que también se dan interacciones
con otros microorganismos que ocupan el mismo habitat.
La mayoria de estas interacciones implican, por un lado,
a proteinas de la superficie bacteriana y, por otro, a los
mecanismos de defensa del huésped.

Uno de los temas tradicionales de trabajo en nuestro
laboratorio ha sido (y sigue siendo), el estudio de las murein-
hidrolasas que hidrolizan enlaces especificos de la pared
celular. Estas enzimas pertenecen a una familia de proteinas
de superficie denominada «Choline-binding proteins» o CBPs,
que se caracterizan por la union especifica y no covalente al
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aminoalcohol colina que forma parte de los acidos teicoicos
y lipoteicoicos de la envuelta celular. Las CBPs mas estudia-
das han sido: a) LytA, la principal autolisina de neumococo;
b) LytB, una glucosaminidasa responsable de la separacion
de las células hijas; c) LytC, una lisozima implicada, entre
otras funciones, en la autolisis a 30°C; d) Pce, una fosforil-
colinesterasa que degrada los residuos de fosforilcolina de
la superficie celular. Estas proteinas se investigaron, inicial-
mente, desde el punto de vista del papel fisiolégico que des-
empeian en la célula. Al disponer de suficientes cantidades
de estas proteinas se ha podido profundizar en la relacion
estructura-funcion de varias de ellas, tanto bacterianas como
fagicas (véase mas adelante), a través del estudio de sus
propiedades fisico-quimicas y de sus estructuras tridimensio-
nales. Estos trabajos se vienen llevando a cabo en estrecha
colaboracién con los grupos de Margarita Menéndez y Juan
Hermoso del Instituto Rocasolano del CSIC.

Actualmente, determinadas cepas de neumococo han
alcanzado la categoria de «supergérmenes», bacterias cada
vez mas dificiles de erradicar con antibidticos. Ademas,
las vacunas actuales no cubren todas las necesidades de
prevencion y se esta comprobando un incremento en la
incidencia de ENI causada por neumococos de serotipos no
vacunales. Es evidente, por tanto, que se necesitan urgen-



temente nuevos farmacos efectivos basados en nuevas dia-
nas terapéuticas. En nuestro laboratorio se esta estudiando
la implicacion de estas CBPs en la colonizacion, el esta-
blecimiento de la ENI y la respuesta inmune del huésped.
Para ello, se han puesto a punto diversas técnicas in vitro
—como los biofilmes o los cultivos celulares— y modelos
animales de infeccién. Hace unos afios desarrollamos un
modelo experimental de formacion de biofilm por neumoco-
co usando placas multipocillo. Se observo que dichos bio-
filmes eran estructural y funcionalmente complejos ya que
en su formacion estan implicados maltiples genes, algunos
de ellos de funcién desconocida. Asimismo, se demostr6
que el DNA y determinadas proteinas y polisacaridos son
componentes de la matriz extracelular de estos biofilmes.

En cuanto a los compuestos con actividad antibacte-
riana, se estan estudiando diferentes grupos de moléculas
que se pueden resumir asi:

a) Esteres de aminas biciclicas que se comportan como
analogos de colina ya que interaccionan fuertemente
con el modulo de union a colina de las CBPs ocupan-
do sitios de unién del aminoalcohol. A concentra-
ciones bajas (mM), algunos de estos compuestos no
solo inhiben la actividad enzimatica de LytA y otras
murein-hidrolasas, deteniendo el crecimiento, sino que
también son capaces de reducir la viabilidad del cul-
tivo. Este comportamiento puede ser imitado si estos
compuestos se cargan en un tipo de nanoparticulas
denominadas dendrimeros. Este trabajo se esta reali-
zando en colaboracion con el grupo de Jesls M. Sanz
de la Universidad Miguel Hernandez de Elche.

b) A partir de una quimioteca de mas de un millar de
farmacos aprobados por la FDA, se han seleccionado
algunos compuestos con elevada capacidad bacteri-
cida sobre neumococo y otras bacterias patégenas, a
concentraciones submilimolares. Los compuestos que
muestran mejor efecto bactericida se estan probando
también en su forma encapsulada como nanoparticulas.

c) Las cerageninas (derivados del acido célico) son
compuestos cuya diana es la membrana bacteria-
na y que recuerdan a los péptidos antimicrobianos
enddgenos. En concreto, la ceragenina CSA-13 es
muy activa lisando in vitro a neumococos (inclu-
so aislados multirresistentes) al disparar la accion
autolitica de LytA.

d) Las lisinas fagicas (endolisinas) son enzimas que se
sintetizan en el citoplasma bacteriano durante la fase
tardia del ciclo litico con la finalidad de degradar la
pared celular facilitando asi la liberacién de la proge-
nie. Estas enzimas, también denominadas enzibidticos,
muestran un potente efecto bactericida y suelen ser
muy especificas ya que, normalmente, s6lo matan a las
bacterias de las que procede el fago que codifica dicha
enzima. En nuestro laboratorio se probaron inicialmente
la lisozima Cpl-1 y la amidasa Pal (codificadas por los
fagos Cp-1y Dp-1, respectivamente) que son también
(CBPs. Los resultados obtenidos in vitro se validaron en
un modelo murino de sepsis. También se ha demostrado

que la lisozima Cpl-7 —con un dominio catalitico simi-
lar al de Cpl-1 pero con el de union al sustrato total-
mente distinto— es activa no sélo contra neumococo
(incluidas las cepas multirresistentes) sino contra otros
patdgenos Gram-positivos como Streptococcus pyogenes
o0 Enterococcus faecalis. En esta ocasion, la validacion
de los resultados se hizo en un modelo de embriones
de pez cebra. Asimismo, todos los enzibidticos ensaya-
dos consiguieron disgregar eficazmente los biofilmes de
neumococo con un importante efecto bactericida aso-
ciado. Mas recientemente se ha construido una enzima
quimérica combinando el dominio catalitico de Cpl-7 y
el de unién al sustrato de Cpl-7 con el resultado de que
la nueva enzima, Cpl-711, es la que demuestra mayor
letalidad contra neumococo. Como todas estas endolisi-
nas son modulares, se puede pensar en la posibilidad de
disefiar enzimas «a la carta» frente a diferentes patoge-
nos, especialmente los que se muestran mas refractarios
al actual arsenal de antibiéticos.

Estas y otras lineas de investigacion se llevan a cabo,
ademas, en colaboracion con los grupos de J. Yuste, A.
Fenolly A. G. de la Campa del Centro Nacional de Microbio-
logia (ISCIII) y el de C. Ardanuy y J. Lifiares del Hospital
Universitari de Bellvitge-IDIBELL.

Ardanuy C, de la Campa AG, Garcia E, Fenoll A, Calatayud L, Cercenado
E, Pérez-Trallero E, Bouza E, Lifiares J. (2014). Serotype 8 Strep-
tococcus pneumoniage multidrug-resistant recombinant clone Swede-
n'*A-ST63: dissemination in Spain. Emerg Infect Dis doi:10.3201/
€id2011.131215.

Moscoso M, Esteban-Torres M, Menéndez M, Garcia E. (2014). In vitro
bactericidal and bacteriolytic activity of ceragenin CSA-13 against
planktonic cultures and biofilms of Streptococcus pneumoniae and
other pathogenic streptococci. PLoS One 9: e101037.

Sotillo A, Pedrero M, de Pablos M, Garcia JL, Garcia E, Garcia P, Pingarrén
JM, Mingorance J, Campuzano S. (2014). Clinical evaluation of a dis-
posable amperometric magneto-genosensor for the detection and iden-
tification of Streptococcus pneumoniae. J Microbiol Methods 103:25-28.

Domenech M, Araiijo-Bazan L, Garcia E, Moscoso M. (2014). In vi-
tro biofilm formation by Streptococcus pneumoniae as a predictor
of post-vaccination emerging serotypes colonizing the human naso-
pharynx. Environ Microbiol 16:1193-1201.

Silva-Martin N, Retamosa MG, Maestro B, Bartual SG, Rodes MJ, Gar-
cia P, Sanz JM, Hermoso JA. (2014). Crystal structures of CbpF com-
plexed with atropine and ipratropium reveal clues for the design
of novel antimicrobials against Streptococcus pneumoniae. Biochim
Biophys Acta 1840:129-135.

Diez-Martinez R, de Paz H, Bustamante N, Garcia E, Menéndez M,
Garcia P. (2013). Improving the lethal effect of Cpl-7, a pneumo-
coccal phage lysozyme with broad bactericidal activity, by inverting
the net charge of its cell wall-binding module. Antimicrob Agents
Chemother. 57:5355-5365.

Domenech M, Ramos-Sevillano E, Garcia E, Moscoso M, Yuste J.
(2013). Biofilm formation avoids complement immunity and phago-
cytosis of Streptococcus pneumoniae. Infect Immun 81:2606-2615.
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composition of the intercellular matrix of Streptococcus pneumoniae
biofilms. Environ Microbiol 15:502-516.
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(2012). Thermal stability of Cpl-7 endolysin from the Streptococ-
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motifs. PLoS One 7: e46654.
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Nasopharyngeal colonization and invasive disease are enhanced by

the cell wall hydrolases LytB and LytC of Streptococcus pneumoniae.
PLoS One 6: €23626.
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Estudio del Microbioma Humano

en

Pedro Belda, Ralll Cabrera, Anny Camelo, Mariam Ferrer, Arantxa L6pez,
Aurea Simén y Alex Mira

Fundacion FISABIO, Centro Superior de Investigacion en Salud Publica,
Avda Cabaluna 21, 46020 Valencia

). Laboratorio para el Estudio del Microbioma Humano, integrado por Luis Alcaraz (actualmente en la UNAM, México),
Pedro Belda, Alex Mira, Aurea Simén, Raul Cabrera (actualmente en el IATA-CSIC) (de izquierda a derecha en la foto principal), Anny
Camelo, Arantxa Lopez, Alba Boix, Mariam Ferrer y César Bernabé (fotos inferiores, de izquierda a derecha).

| Laboratorio para el Estudio del Microbioma Humano
esta dirigido por el Dr. Alex Mira Obrador, y se cre6 en
el afio 2009, al integrarse en el Area de Gendmica y
Salud de la Fundacion FISABIO. La investigacion del grupo
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se centra en caracterizar la microbiota humana comensal y
patdgena desde una aproximacion mixta de bioinformaticay
trabajo experimental en gendmica y metagendmica. Se trata
de un equipo multidisciplinar que incluye microbidlogos,



biélogos moleculares, dentistas, farmacéuticos y bioinfor-
maticos. EL Dr. Mira ha sido uno de los fundadores de la Red
Nacional de Gendmica Bacteriana. Su contribucion cientifica
a este campo le vali6 en el afio 2009 el Premio Jaime Ferran
de la Sociedad Espafiola de Microbiologia. EL grupo esta inte-
grado por tres estudiantes predoctorales (dos de ellos en su
fase final de tesis), dos investigadores post-doctorales y una
estudiante de Master y cuenta cada afio con 2-4 estudian-
tes en practicas nacionales e internacionales. La formacion
que se ofrece en el grupo es una aproximacion mixta de
técnicas experimentales y computacionales. El Laboratorio
tiene reuniones semanales de gestion y discusion de articu-
los cientificos, y realiza un curso anual de analisis masivo
de secuencias para estudiar biodiversidad.

Hemos utilizado técnicas de secuenciacion masiva para
identificar posibles microorganismos asociados al cancer
colorrectal. Las biopsias de tumores y p6lipos mostraron
una microbiota claramente distinta de aquella localizada
en zonas sanas del colon (Mira-Pascual et al, 2014), lo cual
es muy prometedor para utilizar la comunidad microbiana
como hiomarcadores del cancer antes de la aparicion de
signos clinicos, lo cual ha sido patentado recientemente
en colaboracion con la empresa Entrechem SL.

En cuanto a la caries dental, hemos determinado que las
bacterias presentes en la saliva no son buenos marcadores
de esta patologia. Sin embargo, hemos identificado una

Cultivo en tapiz de la bacteria causante de la caries
Streptococcus mutans, que se ve inhibida por las bacteriocinas
producidas por cuatro colonias de Streptococcus dentisani,
actualmente desarrollado como probiético anti-caries.

serie de metabolitos que cuando se miden en este fluido,
nos indican con gran precision si la persona tiene caries.
Este descubrimiento ha sido patentado como test de diag-
nostico del riesgo de caries, y al indicar la causa del riesgo,
permitira dar un tratamiento preventivo personalizado a
cada paciente.

El grupo ha desarrollado un nuevo modelo de biofilm in
vitro donde se puede monitorizar el crecimiento de biope-
liculas monoespecificas y complejas (como la placa dental)
en tiempo real. Este modelo de biofilm esté siendo utilizado
para identificar moléculas inhibidoras del Quérum Sensing
y para medir el crecimiento de las bacterias que causan
infecciones en catéteres e implantes médicos en tiempo
real, identificando no sélo las dosis inhibitorias necesarias
sino también que algunos antibiéticos de hecho estimulan
la produccion de mas biofilm. Todo ello supondra un enorme
ahorro econémico en el sistema de salud, pues se podria
ver la resistencia a antibioticos de las bacterias causantes
de infecciones post-operatorias y decidir un tratamiento
efectivo en la mitad de tiempo que en la actualidad.

Nuestro equipo ha obtenido el primer metagenoma a nivel
mundial de la placa dental humana en voluntarios sanos y
con distintos grados de afectacién por caries (Belda-Ferre et
al, 2012), lo que nos valié el Premio Biomedal 2012. Poste-
riormente hemos obtenido el primer metatranscriptoma de la
placa dental humana (Benitez-Paez et al, 2013) y el primer
metaproteoma. Estas investigaciones tratan de aplicar los
conocimientos de la microbiota oral para combatir la caries
dental, habiendo descubierto una nueva especie bacteriana de
la cavidad oral, bautizada como Streptococcus dentisani (Came-
lo et al, 2013) que produce bacteriocinas que aniquilan a las
bacterias causantes de la caries . Este trabajo ha dado
lugar a una patente que protege el uso de esta bacteria como
probidtico anticaries en todo el mundo. Ademas, hemos deter-
minado la diversidad bacteriana en distintos micronichos de la
boca, propuesto la etiologia de la enfermedad en base al RNA
(Simoén-Soro et al, 2014) y desarrollado una nueva hipétesis
sobre la formacién y avance de la caries dental, basada en el
metagenoma de las lesiones de caries (Simon-Soro et al, 2013).

El grupo ha aplicado las técnicas de secuenciacion
masiva para descifrar la enorme diversidad de bacterias
que contiene el calostro y la leche materna (Cabrera-
Rubio et al, 2012), trabajo que puede tener una enorme
trascendencia en el campo de la nutricion infantil. Hemos
encontrado estas bacterias en muestras fecales del bebg,
por lo que consideramos que la leche puede ser la solu-
cién que la evolucién humana ha encontrado para una
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transmision controlada de los microorganismos de una
generacion a la siguiente. La funcién de la microbiota
de la leche materna esta aln por determinar, y aunque
no podemos descartar una funciéon metabédlica, trabaja-
mos con la hipotesis de que estas bacterias sean funda-
mentales para el correcto desarrollo del sistema inmune
del bebé, incidiendo en enfermedades como el asma o
las alergias, que epidemiologicamente se encuentran en
mayores proporciones en nifios alimentados con leche
de férmula.

Las vias bajas respiratorias, tradicionalmente consi-
deradas estériles, contienen una enorme diversidad de
microorganismos, al menos en pacientes con Enfermedad
Pulmonar Obstructiva Crénica, y esta poblacién bacteria-
na varia dependiendo de los episodios de estabilidad o
crisis del paciente (Galiana et al, 2014). También hemos
determinado que el esputo, muestra de eleccion en la
mayoria de estudios clinicos por ser no invasiva, no es en
absoluto representativa de la diversidad microbiana en la
mucosa pulmonar (Cabrera-Rubio 2012b). También hemos
colaborado con el IPLA-CSIC y con el Hospital de Elche
en estudios de la microbiota del estdbmago mediante piro-
secuenciacion, mostrando que éste goza de una enorme

diversidad, sobre todo en ausencia de Helicobacter pylori

(Delgado et al, 2013), bacteria en la que ademas estamos
interesados por su posible implicacién en enfermedades
autoinmunes.

El trabajo mas tradicional del grupo estaba centrado en
la gendmica comparada y evolutiva microbiana y, aunque
ya no es nuestra principal linea de investigacion, segui-
mos realizando trabajos en este campo. Por ejemplo, en
el concepto del pan-genoma bacteriano (Mira et al, 2010),
en la identificacion de islas de patogénesis mediante reclu-
tamiento metagenémico (Belda-Ferre et al, 2011) o en un
nuevo método para la caracterizacion de origenes de repli-
cacion en procariotas. Mediante esta aproximacion, basa-
da en la secuenciaciéon masiva, hemos identificado cuatro

origenes de replicacion en la arquea Pyrobaculum (Pelve
et al, 2012).

Belda-Ferre P, Cabrera-Rubio R, Moya A, Mira A. (2011). Mining viru-
lence genes using metagenomics. PLoS One 6:e24975.

Belda-Ferre P, Alcaraz LD, Cabrera-Rubio R, Romero H, Simén-Soro A,
Pignatelli M, Mira A. (2012). The oral metagenome in health and
disease. ISME J. 6:46-56.

Benitez-Paez A, Belda-Ferre P, Simon-Soro A, Mira A. (2014). Micro-
biota diversity and gene expression dynamics in human oral biofilms.
BMC Genomics. 15:311.

Cabrera-Rubio R, Collado MC, Laitinen K, Salminen S, Isolauri E,
Mira A. (2012a). The human milk microbiome changes over lacta-
tion and is shaped by maternal weight and mode of delivery. Am J
Clin Nutr. 96:544-551.

Cabrera-Rubio R, Garcia-Nifez M, Seté L, Anté JM, Moya A, Monso
E, Mira A. (2012b). Microbiome diversity in the bronchial tracts of
patients with chronic obstructive pulmonary disease. J Clin Micro-
biol. 50:3562-3568.

Camelo-Castillo A, Benitez-Paez A, Belda-Ferre P, Cabrera-Rubio R,
Mira A. (2014). Streptococcus dentisani sp. nov., a novel member of
the mitis group. Int J Syst Evol Microbiol. 64:60-65.

Delgado S, Cabrera-Rubio R, Mira A, Sudarez A, Mayo B. (2013). Micro-
biological survey of the human gastric ecosystem using culturing
and pyrosequencing methods. Microb Ecol. 65:763-772.

Galiana A, Aguirre E, Rodriguez JC, Mira A, Santibaiez M, Candela I,
Llavero J, Garcinuio P, Lopez F, Ruiz M, Garcia-Pachon E, Royo G.
(2014). Sputum microbiota in moderate versus severe patients with
COPD. Eur Respir J. 43:1787-1790.

Mira A, Martin-Cuadrado AB, D'Auria G, Rodriguez-Valera F. (2010).
The bacterial pan-genome: a new paradigm in microbiology. Int Mi-
crobiol. 13:45-57.

Mira-Pascual L, Cabrera-Rubio R, Ocon S, Costales P, Parra A, Suarez
A, Moris F, Rodrigo L, Mira A, y Collado MC. (2014). Microbial
mucosal colonic shifts associated with the development of colorec-
tal cancer reveal the presence of different bacterial and archaeal
biomarkers. J Gastroenterol.

Pelve EA, Lindas AC, Knoppel A, Mira A, Bernander R. (2012). Four
chromosome replication origins in the archaeon Pyrobaculum calidi-
fontis. Mol Microbiol. 85:986-995. (en prensa).
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(2013). A tissue-dependent hypothesis of dental caries. Caries Res.
47:591-600.

Simén-Soro A, Mira A. (2014). Solving the etiology of dental caries.
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L grupo de Gendmica Funcional de Levaduras (GFL,

http://www.uv.es/gfl/), establecido inicialmente por

el Dr. José E. Pérez Ortin en el Departamento de Bio-
quimica y Biologia Molecular de la Universitat de Valéncia
(UVEG), comenzd su investigacion sobre la biologia mole-
cular de levaduras en 1992. A partir de 1995, el trabajo se
orientd hacia la gendémica de levaduras, participando en
proyectos de secuenciacion del genoma y de analisis fun-
cional de Saccharomyces cerevisiae. En 2000 se incorporo
el Dr. José Garcia Martinez; en 2004, la Dra. Paula Alepuzy
mas recientemente los Drs. Vicente Tordera y Vicente Arnau.
Actualmente, el grupo cuenta también con 3 doctorandos y
1 personal técnico de apoyo a la investigacion.

Nuestro grupo ha elegido como organismo modelo para
el estudio del control de la expresion génica a la levadura
S. cerevisiae, el eucariota mejor conocido. La disponibilidad
de técnicas y herramientas genéticas y gendmicas hace de
este organismo el mas flexible para llevar a cabo experi-

‘ Algunos miembros
s del grupo GFL en 2013 de izquierda a

8 derecha: arriba, Oreto Antinez, Daniel
Medina, Fany Carrasco, Daniele Salmone;
segunda fila: Toni Jordan, José Garcia
Martinez, Tianlu Li, Alvaro Castells;
sentados: José E. Pérez Ortin, Ana
Miguel, Paula Alepuz, Lucas Morales.

mentos sobre las funciones de genes y proteinas para prac-
ticamente todos los procesos fundamentales de las células
eucariotas. En la actualidad, llevamos a cabo el estudio del
control de la expresion génica en levaduras a través de tres
lineas de investigacion principales:

El control de la expresion génica es un proceso de
maltiples niveles que afecta a todas las etapas de la
transcripcion: desde la iniciacion a la estabilidad de los
mRNAs. La complejidad de este fendmeno requiere, para
ser comprendido, nuevas aproximaciones, incluyendo las
de escala gendmica. Este enfoque solo puede ser realiza-
do en un organismo modelo que tenga las herramientas
necesarias, tal como la levadura S. cerevisiae. En nuestro
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Modelo de intercambio de factores de union a mRNA durante las
distintas etapas del proceso de expresién génica en eucariotas.

grupo desarrollamos herramientas genémicas en levadura
para estudiar la transcripcion in vivo y clarificar las redes
funcionales que controlan los genes y la transcripcion
a escala global. El objetivo de esta linea de investiga-
cion es definir los mecanismos que requlan la expresion
génica durante la elongacion transcripcional y la relacion
entre los mecanismos de control de la transcripcion y la
degradacion de mensajeros para el control homeostatico
de sus niveles. Estas herramientas de estudio las estamos
adaptando también en la levadura patégena modelo Can-
dida albicans.

Las respuestas al estrés son complejas y abarcan
muchos niveles. Uno de los mas relevantes es el de la
respuesta transcripcional. Con las herramientas genémi-
cas desarrolladas en nuestro laboratorio abordamos la
importancia relativa de la sintesis y la degradacion de
mRNAs en diferentes situaciones de estrés de importan-
cia practica en biomedicina o biotecnologia: la respuesta
al estrés osmotico, la respuesta de las cepas vinicas de
S. cerevisiae a la deficiencia de nitrogeno en los mostos
o la respuesta de C. albicans al estrés oxidativo causado
por el hospedador.
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En los Gltimos afios se ha demostrado que la regulacion
post-transcripcional ocurre en paralelo a la regulacién de
la transcripcidn en respuesta a muchas sefiales extrace-
lulares y, en muchos casos, especialmente en mamiferos,
los mecanismos post-transcripcionales son los que tienen
un mayor peso en las respuestas adaptativas. Asi, para la
regulacion de la cantidad de mRNA en la célula se recurre
a la variacion de la eficiencia de splicing del pre-mRNA y
de la tasa de degradacion de los mRNAs maduros, lo que
sumado a la regulacion de sus tasas de traduccion permite
modificar rapidamente los niveles de proteinas en la célula
para generar una respuesta adecuada a cada estimulo. El
objetivo de esta linea de investigacion es descubrir los
mecanismos implicados en la regulacién postranscripcio-
nal de los mRNAs de S. cerevisige en respuesta a estrés
osmotico.

DIC

Spa2-GFP

DI

Spa2-GFP

El factor de elongacion elF5A, conservado desde levaduras
hasta humanos, es necesario para la formacién de shmoos y el
crecimiento polarizado en la respuesta a feromona de células
de S. cerevisiae. En la foto se muestra como la localizacién

en la punta del shmoo de una proteina del polarisoma, Spa2,
fusionada a GFP, se pierde a temperatura restrictiva en un
mutante termosensible de elF5A.



A lo largo de estos afios, hemos establecidos colabora-
ciones con investigadores de grupos nacionales e interna-
cionales tales como:

Dr. Joaquin Moreno, Dpto. Bioquimica y Biologia
Molecular (UVEG).

Dr. Per Sunnerhagen y Dr. Jonas Warringer. (Goteborg
University, Suecia).

Dr. Gustav Ammerer (University of Vienna, Austria).
Dr. Sebastian Chavez (Universidad de Sevilla).

Dr. Francisco Navarro (Universidad de Jaén).

Dr. Enrique Herrero (Universitat de Lleida).

Dr. Jes(s Pla (Universidad Complutense de Madrid).
Dr. Joachim Ernst (Heinrich-Heine-Universitdat Dis-
seldorf).

Dr. Joaquin Arifio (Universitat Autonoma de Barcelona).
Dr. Mordechai Choder (Technion, Israel).

Dra. Alexandra Mendes-Ferrerira (U. Tras-os-Montes e
Alto Douro, Portugal).

En los dltimos cinco afios hemos recibido financiacion a
través de cuatro proyectos del Plan Nacional de I+D+i, diez
ayudas a la investigacion de la Generalitat Valenciana y una
subvencion de la UVEG. EL grupo GFL es miembro de ISIC/ERI
BIOTECMED, Instituto Superior de Investigacion Cooperativa de
la Generalitat Valenciana y Estructura de Investigacion Inter-
disciplinar de la UVEG en Biotecnologia y Biomedicina

. También forma parte del Microcluster
Biotecnologia y Biomedicina con Levaduras Modelo (BBLM)
compuesto por grupos de la UVEG, la Universitat Politécnica
de Valencia, el CSIC y el Centro de Investigacion Principe
Felipe, dentro del Campus de Excelencia Internacional «VLC
Campus»

Magraner-Pardo L, Pelechano V, Coloma MD, Tordera V. (2014). Dy-
namic remodeling of histone modifications in response to osmotic
stress in Saccharomyces cerevisiae. BMC Genomics.15:247.

Li T, Belda-Palazon B, Ferrando A, Alepuz P. (2014). Fertility and po-
larized cell growth depends on eIF5A for translation of polyproline-
rich formins in Saccharomyces cerevisiae. Genetics. 197:1191-1200.

Miguel A, Monton F, Li T, Gomez-Herreros F, Chavez S, Alepuz P, Pérez-
Ortin JE. (2013). External conditions inversely change the RNA poly-
merase II elongation rate and density in yeast. Biochim Biophys Acta
11:1248-55.

Gomar-Alba M, Alepuz P, del Olmo ML. (2013). Dissection of the elements
of osmotic stress response transcription factor Hotl involved in the
interaction with MAPK Hogl and in the activation of transcription.
Biochim Biophys Acta. 1829:1111-25.

Pérez-Ortin JE, Alepuz P, Chavez S, Choder M. (2013). Eukaryotic mRNA
decay: methodologies, pathways, and links to other stages of gene
expression. J Mol Biol. 425:3750-3775.

Pérez-Ortin JE, Medina DA, Chavez S, Moreno J. (2013). What do you
mean by transcription rate?: The conceptual difference between nascent
transcription rate and mRNA synthesis rate is essential for the proper
understanding of transcriptomic analyses. Bioessays 35:1056-1062.

Haimovich G, Medina DA, Causse SZ, Garber M, Millan-Zambrano G,
Barkai 0, Chavez S, Pérez-Ortin JE, Darzacq X, Choder M. (2013).
Gene expression is circular: factors for mRNA degradation also foster
mRNA synthesis. Cell 153:1000-1011.

Garre E, Romero-Santacreu L, Barneo-Muiioz M, Miguel A, Pérez-Ortin
JE, Alepuz P. (2013). Nonsense-mediated mRNA decay controls the
changes in yeast ribosomal protein pre-mRNAs levels upon osmotic
stress. PLoS ONE DOI: 10.1371/journal.pone.0061240.

Alic A, Pérez-Ortin JE, Moreno J y Arnau V. (2013). mRNAStab-a web
application for mRNA stability analysis. Bioinformatics 29:813-814

Pérez-Ortin, JE, De Miguel-Jiménez y Chavez, S (2012). Genome-wide
studies of mRNA synthesis and degradation in eukaryotes. Biochim.
Biophys. Acta 1819: 604-615.

Castells-Roca L, Garcia-Martinez J, Moreno J, Herrero E, Belli G, Pérez-
Ortin JE. (2011). Heat shock response in yeast involves changes in
both transcription rates and mRNA stabilities. PLoS ONE 6: e17272.

Garcia-Lopez, MC, Pelechano V, Miron-Garcia MC. Garrido-Godino
AI, Werner M, Pérez-Ortin JE, Navarro F. (2011). The conserved
foot domain of RNA Pol II associates with proteins involved in
transcriptional initiation and/or early elongation. Genetics 189:
1235-1248.

Garre E, Romero-Santacreu L, De Clercq N, Blasco-Angulo N, Sunner-
hagen P, Alepuz P. (2012). Yeast mRNA cap-binding protein Chc1/
Stol is necessary for the rapid reprogramming of translation after
hyperosmotic shock. Mol Biol Cell. 23:137-50.

Pérez-Ortin JE., De Miguel-Jiménez, Chavez S. (2012). Genome-wide
studies of mRNA synthesis and degradation in eukaryotes. Biochim.
Biophys. Acta 1819: 604-615.

Rodriguez-Gil A, Garcia-Martinez J, Pelechano V, Muiioz-Centeno
M.C, Geli V, Pérez-Ortin JE, Chavez S. (2010). The distribution
of active RNA polymerase II along the transcribed region is gene-
specific and controlled by elongation factors. Nucleic Acids Res.
38:4651-64.

Pelechano V, Chavez S, Pérez-Ortin JE. (2010). A complete set of nas-
cent transcription rates for yeast genes. PLoS ONE 5: e15442.

Romero-Santacreu L, Orozco H, Garre E, Alepuz P. (2010). The bidi-
rectional cytomegalovirus immediate/early promoter is regulated by
Hog1 and the stress transcription factors Skol and Hotl in yeast.
Mol. Gen. Genom. 283: 510-518.

Romero-Santacreu L, Moreno J, Pérez-Ortin JE, Alepuz P. (2009). Spe-
cific and global regulation of mRNA stability during osmotic stress
in Saccharomyces cerevisiae. RNA 15:1110-1120.

Pelechano V, Jimeno-Gonzalez S, Rodriguez-Gil A, Garcia-Martinez
J, Pérez-Ortin, JE, Chavez S. (2009). Regulon-specific control of
transcription elongation across the yeast genome. PLoS Genet.
5(8):e1000614.
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Expresion génica en bacberias
de inGerés medioambiental:

E.M. Camacho, I. Canosa, R. de Dios, A. Flores, B. Floriano, I. Garcia-Romero,
YE. Gonzalez-Flores, G. Martin, C. Medina, M. Rebollo, F. Reyes-Ramirez y E. Santero

Centro Andaluz de Biologia del Desarrollo, CSIC, Junta de Andalucia,
Universidad Pablo de Olavide. Sevilla

De izquierda a derecha: De pie, Marina Rebollo, Yolanda E. Gonzélez, Ruben de Dios Barranco, Francisca Reyes,
Carlos Medina, Amando Flores, Inés Canosa y Eduardo Santero. Agachadas, Inmaculada Garcia, Guadalupe Martin, Eva Camacho
y Belén Floriano.

a utilizacion de bacterias para la degradacion bio-
logica de compuestos organicos es de gran interés
debido a: (i) el incremento paulatino del problema de
contaminacion en el medio debido a la actividad industrial

NUMERO

y, (ii) la enorme versatilidad catabélica de las bacterias.
Sin embargo, la biodegradacion bacteriana suele estar
limitada por la existencia de una fuerte regulacién de la
expresion de los genes de degradacion, lo que hace que



las rutas estén inactivas en la mayor parte de las con-
diciones ambientales. Asi, el reto para disefiar procesos
de biodegradacion eficientes es comprender el compor-
tamiento celular de las bacterias y su adaptacion a las
condiciones ambientales en su conjunto, es decir, como
un sistema. Para este tipo de estudios es necesario aplicar
tecnologias que generan datos a gran escala (gendémica,
transcriptomica, protedmica y metabolomica) e integrar
los mismos para entender globalmente los comportamien-
tos bacterianos, poder predecirlos y poder modificarlos.
Ademas, la caracterizacion del mecanismo molecular de
regulacion permite el disefio de sistemas de expresion
heteréloga mas eficientes y de aplicacion en un mayor
nimero de hospedadores.

Los principales temas de interés de nuestro grupo de
investigacion en este campo han sido:

1. Caracterizacion bioquimica y genética completa de
la ruta de degradacion de tetralina en bacterias.
Esta caracterizacion se ha llevado a cabo en dos bac-
terias, Sphingopyxis macrogolitabida estirpe TFA (Gram
negativa) (Lopez-Sanchez et al, 2010) y Rhodococcus
sp. estirpe TFB (Gram positiva) (Tomas-Gallardo et al,
2009). En TFB se han estudiado también la degradacion
de ftalato y naftaleno (Tomas-Gallardo et al, 2014).

2. Elucidacion de los mecanismos moleculares que
regulan los genes de degradacion de tetralina
(thn). Se ha demostrado la implicacion de la tetra-
lina como molécula inductora y las proteinas ThnR y
ThnY en la regulacion especifica de los genes thn en
TFA (Lopez-Sanchez et al, 2009) y de un sistema de
dos componentes (ThnSR) en TFB (Tomas-Gallardo
et al, 2009, 2012). Ademas, en TFA se ha descri-
to un novedoso mecanismo por el que la ruta de
degradacién se comunica con el sistema regulador
para impedir la expresion gratuita de los genes thn
en presencia de moléculas similares a la tetralina
pero que no son sustrato de la ruta (Ledesma et al,
2011, 2013). En cuanto a la regulacién global, los
genes de degradacion de tetralina estan sujetos a
represion catabélica (mecanismo que jerarquiza el
uso de fuentes de carbono). En TFA se ha estudiado
la conexién de la acumulacion de granulos de reserva
en el interior celular con la capacidad de expresion
de estos genes en presencia de fuentes preferencia-
les de carbono (Martin-Cabello et al, 2011). En TFB
se ha propuesto la implicacion de un regulador de la
familia CRP/Fnr en dicha regulacién (Tomas-Gallardo
et al, 2012).

3. Hemos estudiado también la regulacion global del
metabolismo del nitrogeno en Pseudomonas puti-
da identificando a NtrC como el regulador global de
la asimilacion de distintas fuentes de nitrégeno.

NtrC no solo actla activando rutas de asimilacion de
fuentes alternativas de nitrégeno, cuando este ele-
mento se encuentra limitante en el medio, sino tam-
bién es capaz de reprimir directamente la expresion
de otros genes (Hervas et al, 2009, 2010). Ademas,
se ha estudiawdo el sistema de dos componentes
CbrAB que actla de manera coordinada con NtrC
pero que, ademas, controla aspectos muy importan-
tes en la relacion de la bacteria con el medio tales
como la quimiotaxis y la resistencia a toxicos (Ama-
dor et al, 2010). Ademas, CbrB controla la expresion
de pequefios RNA reguladores (CrcZ y CrcY) implica-
dos en represion catabélica (Garcia-Maurifio et al,
2013). Mediante una aproximacion metaboloémica
hemos descrito los cambios clave que revelan la
adaptacion metabélica de P. putida en condiciones
de limitacién de carbono (Valentini et al, 2014).

4. La utilizacién de los elementos que dirigen la expre-
sion génica de genes de degradacion se ha concretado
en el exitoso desarrollo de una coleccion de vecto-
res de expresion inducibles por acido acetilsalici-
lico (aspirina) en bacterias patdgenas intracelulares
atenuadas (Medina et al, 2011) para su utilizacién
como agentes terapéuticos (Mesa-Pereira et al, 2013,
2014). De esta manera, infectando a un hospedador
con estas bacterias, podemos controlar la expresion
de diferentes proteinas con cantidades terapéuticas
de aspirina. Es la parte mas aplicada de nuestra cien-
cia que ha dado lugar a dos patentes.

5. A su vez, hemos desarrollado un sistema de expre-
sion patentado que permite expresar heteréloga-
mente los genes de metagenotecas ubicados en
fragmentos de gran tamafio, lo que solventa el prin-
cipal problema del anélisis metagenémico funcional.
(Terron-Gonzalez et al, 2013, 2014).

En los dos Gltimos afios de actividad, venimos aplicado
las técnicas dmicas para entender los comportamientos
de las bacterias de manera global. Pretendemos seguir
avanzando en la caracterizacion funcional de Sphingopyxis
macrogolitabida TFA, que incluye estudios transcriptémicos
mediante dRNAseq en distintas condiciones, la reconstruc-
cion de su metabolismo aerobio y anaerobio y la regulacion
por pequefios ARNs y la proteinas Hfg, asi como por fac-
tores sigma de funcidn extracitoplasmica. A su vez preten-
demos completar la caracterizacion del regulon CbrAB de
Pseudomonas putida

En los dltimos afos hemos desarrollado contratos de
I+D+i con empresas como Biomedal, Canagrosa y Abengoa
Research. Los trabajos de mayor aplicacion han resultado
en 3 patentes.
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[ grupo de investigacion dirigido por los doctores

Ramén Santamaria y Margarita Diaz ha centrado su

investigacion en diferentes aspectos de la biologia de
las bacterias del género Streptomyces. Tres son los aspectos
principales que nos atraen de estos microorganismos: 1)
producen una amplia variedad de antibi6ticos y antitumora-
les; 2) son habitantes normales del suelo donde interactdan
con otros organismos y participan en la descomposicion de
materia organica; 3) producen grandes cantidades de enzi-
mas hidroliticas algunas de ellas con potencial industrial.

Hasta la fecha, el interés mas importante de los
microorganismos del género Streptomyces, con mas de 500
especies descritas, es su capacidad para producir antibio-
ticos y antitumorales (producen més del 50% de todos los
antibidticos naturales disponibles). Ese potencial se ha
visto incrementado tras secuenciar mas de 150 especies y
observar que todas ellas poseen miltiples clusters biosin-
téticos que, inactivos en las condiciones de laboratorio,
estan implicados en la sintesis de metabolitos secundarios
desconocidos. El conseguir la produccion e identificacion de
estos metabolitos cripticos y conseguir niveles de produc-
cién adecuados, incluso de los metabolitos ya conocidos,

es una tarea en la que estan implicados multitud de grupos
y empresas a nivel mundial utilizando aproximaciones muy
variadas. La obtencién de nuevos compuestos bioactivos
que hagan frente a los problemas de resistencia a antibid-
ticos es uno de los retos mas importantes de este siglo.
Nosotros nos estamos enfrentando a este reto utilizando
dos estrategias diferentes. Por un lado, nos hemos centrado
en el estudio de regulacion que ejercen diferentes sistemas
de dos componentes sobre la produccion de antibidticos
con objeto de poder manipular esta requlacién y potenciar
rutas de produccion de antibidticos conocidos y/o activar
rutas silenciadas de produccion. En este caso, utilizamos
S. coelicolor como modelo, y ya hemos estudiado el efecto
que ejercen seis sistemas de dos componentes sobre la pro-
duccion de antibidticos mediante la mutacion de los genes
que los integran (Yepes et al, 2011). Actualmente estamos
profundizando en el estudio de los tres que mas efecto tie-
nen, y hemos descrito que los sistemas que denominamos
AbrA1/A2 y AbrB1/B2 ejercen un efecto negativo sobre la
produccién de antibidticos (Rico et al. 2014a, Sanz et al,
resultados no publicados) mientras que el sistema AbrC1/
C2/C3 (sistema atipico, compuesto por dos quinasas y un

NUMERO

old



DIC

regulador) ejerce un efecto positivo sobre la produccién de
antibioticos . ELempleo de las cepas delecionadas
en los sistemas negativos como cepas hospedadoras para
la expresion heterdloga de distintas rutas de antitumora-
les nos ha permitido demostrar su utilidad al duplicar su
produccion respecto a la cepa parental (Rico et al. 2014a).
Ademas, la sobreexpresion del regulador positivo AbrC3 en
otras especies de Streptomyces induce la produccién de
metabolitos enddgenos en las mismas y puede ayudarnos
a descubrir nuevas moléculas bioactivas de interés para la
medicina producidas por diferentes especies (Rico et al,
2014b y resultados no publicados).

ACT

RED

CDA

DIF

A. Efecto de la mutacién de un regulador de
respuesta sobre la produccion de antibiéticos de Streptomyces
coelicolor y sobre su diferenciacion (DIF). Actinorrodina (ACT),
undecilprodigiosina (RED), antibiético dependiente de calcio
(CDA). B. Efecto de distintas mutaciones en S. coelicolor sobre la
produccién de antibidticos, la cepa silvestre es la central.

Por otro lado, nos hemos centrado en el efecto que
ejerce la interaccion de microorganismos del género Strep-
tomyces con otros microorganismos del suelo sobre la pro-
duccion de antibiéticos conocidos y sobre la activacion de
rutas silenciadas. Nuestra hipdtesis de trabajo, junto con la
de otros grupos, es que muchas de las rutas de biosintesis
presentes en los genomas de los Streptomyces que estan
silenciadas en condiciones de laboratorio, podrian activarse
en respuesta a la interaccién con otros organismos median-
te una sefializacién molecular entre ellos de un modo simi-
lar al que debe ocurrir en el habitat natural. De hecho, el
estudio que hemos iniciado muestra que la estimulacion
de la produccion de algunos antibiéticos ocurre realmente
en co-cultivos de Streptomyces con otros microorganismos
como Myxococcus 0 Bacillus (Pérez et al, 2011).
El identificar las moléculas inductoras de este efecto es de
gran interés ya que permitira su posterior empleo en los
medios de produccion para la induccion de estas rutas sin
necesidad de recurrir a co-cultivos.

La tercera linea de trabajo del grupo se centra en la
capacidad de produccion de enzimas hidroliticas secreta-
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das que estos microorganismos poseen y que les permiten
degradar la materia orgénica de su nicho biolégico prin-
cipal, el suelo, y utilizar los nutrientes generados para su
desarrollo. Esta capacidad secretora, entre otras caracteris-
ticas, hace de Streptomyces una alternativa muy importante
como hospedador para la expresion de proteinas heterdlo-
gas de interés.

Nuestro grupo tiene mucha experiencia en el estudio la
produccion de enzimas hidroliticas implicadas en la degra-
dacion de materiales lignoceluldsicos por estas bacterias.
Uno de los frutos de ese trabajo ha sido la identificacion de
varios promotores fuertes regulados por la fuente de carbo-
no presente en los medios de cultivo que han sido emplea-
dos en diferentes vectores para la sobreexpresion de dife-
rentes proteinas de interés industrial en Streptomyces (Diaz
et al. 2008, 2011, Aragdn et al, 2013). Este estudio se ha
complementado con el desarrollo de vectores de expresion
para Streptomyces basados en una seleccion positiva al no
requerir la adicion de antibidticos para su mantenimiento.
Para este fin hemos utilizado el sistema toxina-antitoxina
YoeB/YefM de S. lividans que hemos descrito recientemente
y que ha sido el primer sistema toxina-antitoxina descrito
funcionalmente en Streptomyces (Sevillano et al. 2012).
Durante el desarrollo de este sistema de expresion hemos
generado una cepa en la que hemos delecionado todo el sis-
tema YoeB/YefM del genoma y en la que hemos reinsertado
el gen de la toxina en el genoma de una cepa que a su vez
expresa la antitoxina y el gen que codifica la proteina de
interés desde un plasmido. La perdida de este plasmido pro-
voca la desaparicion de la antitoxina y como consecuencia
la toxina se activa y la célula muere. El sistema que hemos
ensayado con varias proteinas es muy efectivo y prome-
tedor para el escalado a nivel industrial de los productos
con el consiguiente ahorro en el proceso y eliminacion de
la contaminacién por antibidticos (Sevillano et al, 2013).

Interaccion entre Streptomyces coelicolor (izda) y
Myxococcus xanthus (dcha). En la zona de interaccion se
estimula la produccién de actinorrodina (color azul).
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as cianobacterias son un grupo de microorganismos

utilizado clasicamente como modelo para estudiar

distintos aspectos del proceso fotosintético. Mas
recientemente son objeto de interés biotecnoldgico
como factorias para la produccidon de distintos com-
puestos, incluyendo biocombustibles. Las cianobacterias
fotosintéticas son microorganismos muy versatiles, con
requerimientos nutricionales muy reducidos y una enorme
capacidad de adaptacion a entornos cambiantes. Basta
mencionar que en la naturaleza la disponibilidad de su
«nutriente» fundamental, la luz solar, estd sometida a
alternancia diaria de periodos de luz-oscuridad asi como
a cambios de intensidad que dependen de la hora del dia
o la época del afio.

La adaptacion de las cianobacterias a las situaciones de
deficiencia de nitrégeno esta orquestada globalmente por
NtcA, un regulador transcripcional de la familia FNR/CRP.
En ausencia de amonio esta respuesta implica en primera
instancia una modificacién metabélica encaminada al uso
de fuentes de nitrogeno alternativas, incluyendo la reuti-
lizacion de los aminoacidos de las proteinas que forman
parte de los complejos antena fotosintéticos. Pero ademas,
algunas cianobacterias filamentosas exhiben un proceso de
transformacion morfoldgica y funcional de algunas células
vegetativas en heterocistos (literalmente, células diferen-
tes), especializados en la fijacion de nitrégeno atmosférico
(nitrégeno molecular, N,).

Los heterocistos se diferencian a intervalos semi-regu-
lares a lo largo de los filamentos y contienen un ambien-
te microaerobio apropiado para el funcionamiento de la
enzima nitrogenasa, que cataliza la fijacion del nitrogeno
atmosférico. Una vez se ha establecido la fijacion de nitro-
geno atmosférico, los filamentos se comportan como orga-
nismos pluricelulares en los que se establece una division
de tareas entre las células vegetativas, en las que se lleva
a cabo la fijacion fotosintética de carbono, y los hetero-
cistos, en los que se fija el nitrogeno. Células vegetativas
y heterocistos son interdependientes, de manera que el

crecimiento de los filamentos depende de las relaciones de
transporte que se establecen entre ambos tipos celulares

(Maldener y Muro-Pastor, 2010; Muro-Pastor y
Hess, 2012). Se desconoce en gran medida cdmo se produce
la seleccion de determinadas células del filamento para su
transformacion en heterocistos.

Nuestro trabajo se centra en el estudio de los procesos de
adaptacion al estrés de carencia de nitrégeno (incluyendo la
diferenciacion de heterocistos), desde la perspectiva de la par-
ticipacion de pequefios RNAs reguladores (small RNAs, sRNAs).
Este tipo de moléculas, que ejerce efectos regulatorios a nivel
post-transcripcional, esta implicado en practicamente cualquier
respuesta adaptativa estudiada en bacterias. En concreto, nos
interesa identificar sSRNAs que formen parte del requlon NtcA
de respuesta a déficit de nitrégeno, asi como sRNAs especifica-
mente implicados en la diferenciacién de heterocistos.

Con este objetivo hemos llevado a cabo un analisis
global del transcriptoma de respuesta a la carencia de
nitrégeno en la cianobacteria modelo Anabaena (Nostoc)
sp. PCC7120. Utilizando una metodologia de RNASeq de
extremos 5" primarios hemos podido definir todos los tran-
scritos que se producen en Anabaena tanto en condiciones
control como en las primeras horas de adaptacién a la
carencia de nitrégeno. Ademas, comparando los resulta-
dos obtenidos en la estirpe silvestre con los obtenidos en
una estirpe mutante hetR, que no diferencia heterocistos,
hemos podido definir dos categorias de transcritos cuya
expresion responde a la disponibilidad de nitrégeno. Por
un lado, aquellos transcritos cuya transcripcién se induce
en la estirpe silvestre pero no en la estirpe mutante hetR
estarian en principio vinculados con el proceso de dife-
renciacion. Por otro, aquellos transcritos regulados cuya
expresion (induccion o represion) tiene lugar de forma
similar tanto en la estirpe silvestre como en la estirpe
mutante hetR formarian parte de una respuesta general a la
carencia de nitrogeno (regulén NtcA), no especificamente
vinculada con la diferenciacion de heterocistos (Mitschke
et al, 2011).

Fotosintesis/Fijacidn de nitrégeno
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Relaciones funcionales entre heterocistos y células vegetativas. Los heterocistos proporcionan nitrogeno fijado al resto de las
células del filamento cianobacteriano, en las que tiene lugar la fijacion fotosintética de CO,. Ambos tipos celulares son interdependientes.
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A partir del conjunto de datos de RNASeq hemos iden-
tificado una serie de pequefios RNAs cuya requlacion en
funcion de la disponibilidad de nitrogeno sugiere que
pudieran estar implicados tanto en la respuesta general
de adaptacion a la carencia de nitrégeno como especi-
ficamente en la diferenciaciéon de heterocistos. Hemos
identificado, por ejemplo, sRNAs cuya expresion tiene
lugar desde promotores que contienen secuencias para
la unién del regulador transcripcional NtcA. Estos sRNAs
formarian parte del regulén NtcA proporcionando una
via de regulacidn indirecta por parte de este regulador
transcripcional.

Por otro lado, la diferenciacion de heterocistos tie-
ne lugar como consecuencia del establecimiento de un
patron transcripcional exclusivo de algunas células del
filamento, de manera que la expresion de muchos de los
genes cuyos productos se requieren para la transforma-
cion morfologica y metabdlica de algunas células vege-
tativas en heterocistos tiene lugar sélo en estas células.
Se desconoce en gran medida cuales son los determi-
nantes moleculares que conducen a la expresion de los
promotores especificos de heterocisto. En este contexto,
hemos identificado algunos sRNAs, como NsiR1 (Ionescu
et al, 2010), que se expresan exclusivamente en célu-
las diferenciadas . El promotor del gen nsiR1
contiene un motivo de secuencia que hemos demostrado
aparece asociado a la expresion diferencial en heterocis-
tos (Mitschke et al, 2011). La expresion de NsiR1 puede
considerarse un marcador temprano de diferenciacion,
dado que permite identificar células que han iniciado
el proceso mucho antes de que puedan detectarse otros
signos morfolégicos caracteristicos, como el aumento de
tamafio o la desaparicion de pigmentos fotosintéticos
(Muro-Pastor, 2014).

En todos los casos hemos seleccionado especies de sSRNA
cuya conservacion filogenética en numerosos genomas cia-
nobacterianos sugiere que se trata de sRNAs funcionales.
Actualmente estamos analizando las posibles funciones de
estos RNAs utilizando una combinacion de estrategias que
incluye el analisis global del transcriptoma de estirpes con
niveles alterados de los mismos y la prediccién computa-
cional de dianas utilizando un algoritmo que implementa
criterios de conservacion filogenética de las posibles inte-
racciones entre los sRNAs y sus dianas.

Nuestro trabajo se lleva a cabo en colaboracién con el
laboratorio dirigido por Wolfgang R. Hess (Genetics and Expe-
rimental Bioinformatics, University Freiburg) y esta financiado
por el Ministerio de Ciencia e Innovacion (BFU2010-14821),
el Ministerio de Economia y Competitividad (BFU2013-48282-
(2-1-P) y la Junta de Andalucia (BI0-215).
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La diferenciaciéon de heterocistos implica patrones
transcripcionales exclusivos de este tipo celular. La imagen
de microscopia confocal de fluorescencia (arriba) muestra la
expresion, especifica en heterocistos, de la proteina testigo
GFP desde el promotor del gen nsiR7. NsiR1 es un pequefio
RNA que puede considerarse un marcador muy temprano de
diferenciacion. La imagen de fluorescencia roja (centro) y la
imagen de luz blanca (abajo) ilustran otros aspectos como la
disminucion en el contenido de pigmentos fotosintéticos o el
aumento de tamafio caracteristicos de los heterocistos maduros.
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Equipo EXOPOL.

XOPOL S.L., es una spinoff de la Universidad de Zarago-

za con mas de 20 afios de experiencia en diagndstico

y produccion de autovacunas en sanidad animal; areas
a las que dedica mas del 50% de su esfuerzo en I+D+i y en
las que mantiene colaboraciones con mas de 25 grupos de
investigacion a nivel nacional e internacional.

A lo largo de su trayectoria, la empresa ha obtenido finan-
ciacion para llevar a cabo diversos proyectos de investigacion
(CDTI) destinados principalmente a mejorar el diagnéstico
actual y la produccién de vacunas en el ambito veterinario.

La gran experiencia de EXOPOL en estas areas, inclui-
do el diagnoéstico molecular mediante PCR en tiempo real
(gPCR), ha permitido que la empresa lleve a cabo el disefio
y la validacion de sus propios ensayos, a los que ha desig-
nado como «EXOone qPCR» y que cuentan con importantes
ventajas comparado a la mayoria de kits comerciales de
este tipo disponibles en el mercado. El ensayo EXOone
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gPCR, hace uso de una nueva tecnologia para estabilizar
todos los reactivos necesarios de la reaccion en los pocillos
de una placa o tiras de gPCR, lo que ha permitido obtener
un producto «ready to use», con almacenamiento a 4°C,
ademas de otras ventajas.

Actualmente, la empresa continta disefiando nuevos
productos y buscando colaboraciones con grupos de inves-
tigacion interesados en aplicar esta tecnologia en otras
areas del diagnéstico molecular como son salud humana,
agro-alimentaria o medio ambiente entre otras.

La identificacion molecular de agentes infecciosos ha
incrementado considerablemente debido a la mejor sensi-
bilidad y especificidad de estas técnicas en comparacion



con los métodos tradicionales de deteccion. Sin embargo,
aungue numerosas qPCR son utilizadas para este fin, tanto
comerciales como de desarrollo propio, la mayoria tiene
escasa o nula validacién para su utilizacién como adecua-
das herramientas de diagndstico.

Con la finalidad de cumplir los estandares internaciona-
les de acreditacion de laboratorios clinicos, varios paises
han empezado a implementar normativas para regular el
disefio y la validacion de las técnicas moleculares como
herramientas de diagnéstico, tal como lo han descrito
recientemente Burd et al (2010) y Saunders et al (2013).
En EXOPOL hemos seguido estos criterios con la finalidad
de brindar un producto de calidad y que sea a la vez rapido
y sencillo de utilizar.

Los resultados de la validacion de ensayos EXOone gPCR
para la identificacion de patogenos relevantes en nuestro sec-
tor como son: Coxiella burnetii (Villaet al, 2012a), Leptospira
patogena (Villaet al, 2012b), Toxoplasma gondii (Benito et al,
2012), Mycoplasma agalactiae (Villa et la 2011), Mycoplasma
bovis (Villaet al, 2013), etc; han sido presentados en varios
congresos nacionales e internacionales de gran relevancia
como son el WAVLD, EAVLD, AVEDILA, SEM, entre otros. Adi-
cionalmente, se ha realizado desarrollo de otros ensayos de
qPCR para la identificacion de patdgenos bacterianos, para-
sitarios o virales de interés veterinario, cuyos resultados se
encuentran actualmente en proceso de publicacion (para una
lista detallada visite: .

La validacién de los ensayos EXOone gPCR incluyen la
determinacion de:

Sensibilidad analitica: El rango reportable de cuanti-
ficacion fue calculado utilizando controles positivos
sintéticos previamente disefiados y validados (Villa
et al, 2012c) para cada ensayo, los cuales han per-
mitido determinar unos limites minimos (LLOQ) y
maximos de cuantificacion (ULOQ) de entre 10? has-
ta 10° copias del patdgeno/reaccion, con una buena
linealidad

Estudios de intra e inter-ensayo para determinar la Pre-
cision: Encontrandose en estos ensayos, coeficientes de
variacioén (CV) de entre un 0,5% a un 12%, con los
mayores niveles de variacion en las muestras con con-
centraciones mas bajas (10! copias/reaccion). Estos
resultados demuestran una excelente repetibilidad y
reproducibilidad de los ensayos EXOone gPCR

Estudios de concordancia: Mediante la evaluacién de
un panel de cepas de referencia, cepas vacunales,
cepas de campo y casos clinicos positivos y nega-
tivos a cada patogeno; los cuales son evaluados en
paralelo con los ensayos comerciales de gPCR mas
importantes en el mercado (LSI, Adiagen, Ingene-
tix, etc) para determinar el nivel de concordancia.
Los ensayos EXOone gPCR han demostrado tener una
excelente concordancia (Kappa 0,87 a 1,0) con los
kits de gPCR ofrecidos por las empresas relevantes
en nuestro sector.

Estudios de especificidad: En un estudio que incluye
la evaluacion de un panel de entre 25 a 45 microor-

ganismos (bacterias, virus y parasitos) relacionados
genéticamente, que causan enfermedades relaciona-
das o co-infecciones, o que pueden encontrarse como
microbiota natural en las muestras seleccionadas.

La nueva tecnologia empleada en los ensayos EXOone
qPCR, al estabilizar todos los reactivos necesarios en poci-
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llos, permite una preparacion mas rapida de la qPCR; puesto
que s6lo necesita la adicién de agua DEPC (suministrada con
el kit) y la muestra de acidos nucleicos, antes de llevar la
reaccion al termociclador. Esto hace que la labor del técnico
sea mucho mas sencilla y evita ademas los posibles errores de
pipeteo durante la preparacion del ensayo, con la consecuen-
te mejora en la repetibilidad y reproducibilidad del mismo.

El estabilizado permite también almacenar estos kits de
gPCR a temperaturas de refrigeracién (+4°C a +8°C) sin la
necesidad de congelarlos; lo que supone una gran ventaja
practica puesto que facilita el transporte y evita el tedioso
proceso de descongelacion de los diferentes reactivos necesa-
rios para preparar una mezcla en un ensayo de gPCR habitual.

Otra caracteristica importante de los ensayos EXQone
qPCR es que todos han sido disefiados para utilizar el
mismo protocolo térmico; lo que permite la posibilidad
de evaluar en una misma carrera de amplificacién varios
patogenos, reduciendo costes y recursos. Esta ventaja de
nuestros ensayos permite disefiar paneles especificos de
diagnéstico al gusto del cliente, tal como el que se aprecia
a continuacién

9 10 1 12
)
’Chlamydophifa

abortus N
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vv

-
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ondii

Panel reproductivo para la evaluacién simultanea
(multiparamétrico) de Chlamydophila abortus, Neospora caninum
y Toxoplasma gondii.

La deteccion de resultados falsos negativos es de gran
importancia en cualquier técnica de diagnéstico. Por este
motivo, los ensayos EXOone qPCR, llevan incluidos para cada
reaccion un control endégeno (detectado mediante el canal
HEX/VIC), el cual ha sido disefiado y validado para la identi-
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ficacion de un gen constitucional (B-actina) en los diferentes
tipos de muestras de las especies animales de mayor relevancia
en el diagnéstico veterinario (Benito el al., 2013). La ampli-
ficacion del control enddégeno esta ajustada para no interferir
con la amplificacion especifica del patogeno a evaluar. El uso
de estos controles enddgenos permite verificar el proceso de
extraccion y la ausencia de posibles inhibidores en la reaccion
de amplificacion. Tal como se viene haciendo en el diagnéstico
rutinario realizado en nuestro laboratorio.

Por otro lado, el uso de un control positivo sintético,
especifico para cada uno de nuestros ensayos, v el cual
se suministra en una concentracién determinada, permite
el uso de estos ensayos para la cuantificacion absoluta o
relativa del patogeno a evaluar.

En resumen, el ensayo estabilizado EXOone qPCR, debi-
do a su formato «ready to use» y su cuidada validacion, son
una excelente herramienta diagnéstica para la identifica-
cién o cuantificacion de patdgenos de interés veterinario,
destacando no sélo por su sensibilidad y especificidad sino
también por su facilidad de uso.
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a resistencia a antibioticos representa actualmente una

de las mayores amenazas del siglo xx1. Su avance conlle-

va, no solamente un elevado coste sanitario, sino que
supone un coste en vidas humanas que se estima en mas
de 30.000 muertes anuales en la Union Europea.

La resistencia a antibiéticos, sin embargo, es un fené-
meno natural originado por el hecho de que los antibidticos
son producidos por microorganismos en el medio ambiente
desde hace miles de afios, y los mecanismos de resistencia
a los mismos vienen existiendo en la naturaleza de forma
analoga. Desde que utilizamos los antibiéticos clinicamen-
te, entre la Primera y la Segunda Guerra Mundial, estamos
seleccionando esos mecanismos alli donde los utilizamos:
en granjas, en hospitales y en el medio ambiente, donde
acaban mediante su utilizacion en acuicultura o por las

propias aguas residuales. Aunque la identificacion y des-
cripcion epidemiolégica de los mecanismos de resistencia
es interesante y lleva realizandose desde hace varias déca-
das, nosotros entendemos que la resistencia a antibiéticos
es un fenémeno ecoldgico cuyo fundamento abordamos en
nuestro grupo (Gonzalez-Zorn y Escudero, 2013). Nuestro
objetivo es intentar comprender a nivel basico cual es el
flujo de mecanismos de resistencia a antibioticos en nues-
tro ecosistema Tierra, utilizando distintas aproximaciones
reduccionistas.

Cuando comenzamos nuestra andadura, identificamos un
mecanismo de resistencia desconocido hasta ese momento
en Escherichia coli. Se trataba de armA (aminoglycoside
resistance methyltransferase), una metiltransferasa del ARN
16S que anula la utilidad de todos los aminoglucésidos en
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la practica clinica (Gonzalez-Zorn et al, 2005a). Secuen-
ciando la plataforma genética del mismo advertimos como
este elemento es capaz de ser transferido por conjugacion
entre enterobacterias y por transposicion entre plasmidos
de distinta naturaleza (Gonzalez-Zorn et al, 2005b). De de
el primer momento decidimos centrar parte de nuestra
actividad en este mecanismo, que proviene originalmente
de Streptomyces ambientales productores de aminoglucé-
sidos, los cuales se protegen de su suicidio por la accion
de aminoglucésidos que ellos mismos producen precisa-
mente metilando su ribosoma con una metiltransferasa
del ARN16S. En colaboracion con companeros de distintos
paises hemos identificado que este mecanismo se encuentra
en patogenos aislados de alimentos (Granier et al, 2011),
en animales de produccién y de compafia (Hidalgo et al,
2013) y en hospitales (Hidalgo et al, 2012), lo que nos
ha permitido conocer las bases de su diseminacién a nivel
mundial. En paralelo, hemos estudiado cuales son las con-
secuencias para una bacteria de metilar un residuo en su
ARN16S, habida cuenta de que las bacterias ya metilan un
gran ndmero de residuos en su ribosoma para optimizar su
funcionamiento. Mediante espectrometria de masas y téc-
nicas bioquimicas complementarias hemos identificado que
esta familia de metiltransferasas metila el residuo m’ del
nucleétido G1405 del ARN16S (Gutiérrez et al, 2012). Este
hecho modifica el patron de metilaciones del ribosoma,
reprogramandolo en un nuevo estado de metilacion cuyas
consecuencias estamos estudiando. Hemos observado coémo
el fitness cost de estas metiltransferasas es nulo cuando se
integran en el cromosoma (Gutiérrez et al, 2013), lo que
probablemente sea clave para su diseminacion actual en
Salmonella (Hopkins et al, 2010).

En esta linea, hemos descubierto una nueva metiltrans-
ferasa de esta familia, RmtF, ampliamante distribuida en el

Antibiograma. Una Escherichia coli DH50. mulitirresistente tras la
adquisicién de un plasmido por conjugacion.
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Reino Unido y la India (Hidalgo et al, 2013), que también
metila el residuo m’G1405 del ARNr 16S. Hemos secuenciado
mas de 50 plasmidos conjugativos con esta metiltransferasa
procedentes de un mismo Hospital en lucknow (India) para
establecer las bases ecoldgicas y evolutivas que han deter-
minado su aparicion y diseminacion entre enterobacterias
hospitalarias (Rahman et al, 2014 y datos no publicados).

El estudio de las metiltransferasas y su existencia en
bacterias ambientales nos llevd a interesarnos por la cap-
tacién genética y su transmision (Gutiérrez et al, 2009). En
colaboracién con otros grupos, dimos con la implicacién del
mecanismo SOS en la captacion de cassettes de resistencia
en los integrones bacterianos (Cambray et al, 2009, Guerin
et al, 2010). Desde entonces seguimos trabajando en el sis-
tema SOS como mecanismo de regulacion de la resistencia
a antibioticos y su diseminacion.

La tercera linea de trabajo de nuestro laboratorio se basa
en el descubrimiento reciente, de que los plasmidos peque-
fios tienen una relevancia mucho mayor de lo que se pensaba
hasta el momento. Los primeros hallazgos se basaron en la
identificacion de un plasmido pequefio, pB1000, que con-
feria resistencia a beta-lactamicos en Haemophilus parasuis
(San Millan et al, 2007). Poco después determinamos que
pB1000 era responsable de esta resistencia también en el
patdgeno humano Haemophilus influenzae (San Millan et
al, 2010), y que el mismo se combina con mutaciones cro-
mosdémicas para conferir resistencia a un amplio rango de
beta-lactamicos incluyendo cefalosporinas de 32 generacion
(San Millan et al, 2010). Posteriormente, identificamos que
otros plasmidos pequefios también pueden conferir resis-
tencia a beta-lactamicos en H. influenzae (Sendergaard et
al, 2012). De hecho, en Pasteurella multocida, la multirre-
sistencia a antibioticos se determina por la acumulacién de
plasmidos pequefios, en los que cada uno porta uno, maximo
dos genes de resistencia a antibi6ticos, definiendo una nueva
forma de multirresistencia a antibi6ticos en bacterias (San
Millan et al, 2009). Cuales son los motivos por los que para
la bacteria es conveniente poseer este nuevo mecanismo de
multirresistencia basado en plasmidos pequefios es lo que
estamos intentado desentramar. Hemos visto, ademas, que
practicamente todos los aislados clinicos de enterobacterias
poseen, al menos, un plasmido ColE1. Por lo tanto, estos
plasmidos pequefios ubicuos parecen tener un papel bioldgi-
co relevante, en cuya investigacion nos estamos centrando.
Una de las aproximaciones de Biologia Sintética que estamos
llevando a cabo se basa en evolucionar in vitro plasmidos de
la familia Pasteurellaceae en E. coli, utilizando esta Gltima
bacteria como fabrica de nuevos replicones para su utili-
zacion biotecnoldgica. Esto permitiria ampliar el rango de
plasmidos utilizables en diversos procesos, y nos permite a
su vez conocer los fundamentos bioldgicos de la coexistencia
y adaptacion de plasmidos en bacterias.

Desde que iniciamos el Grupo hemos trabajado en progra-
mas de cooperacion internacional colaborando con la Univer-
sity for Development Studies en la Region Norte de Ghana.
Hemos construido alli un laboratorio de Seguridad Alimentaria
que esta en funcionamiento actualmente y formado en nues-
tro laboratorio durante cuatro afios a una persona que esta



actualmente a cargo del mismo (Saba et al, 2012 y 2013). Con
la ayuda de la OMS y de la International Foundation for Scien-
ce estamos ahora equipando el laboratorio microbioldgico del
hospital, para permitir diagnosticar y tratar adecuadamente
las principales infecciones bacterianas. Ademas, impartimos
cursos a sus alumnos y personal de Microbiologia y Biotecno-
logia. Actualmente colaboramos también con la Facultad de
Medicina de la Universidad de Balamand, Libano.

Lo mas importante a lo largo de estos afios no han sido
nuestros hallazgos ni proyectos o publicaciones. Lo mas
importante ha sido la confianza que tantos grupos nacionales
e internacionales han depositado en nosotros para colaborar,
para enviarnos a sus investigadores y para aceptarnos en los
suyos. Especialmente, gracias a los primeros que confiaron
en un grupo recién creado para realizar sus Tesis o Postdoc:
JA Escudero, A San Millan, L Hidalgo, S Matrat y CKS Saba.
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seudomonas syringae es una bacteria Gram-negativa,
patoégena de plantas, que se clasifica en patovares
segln su especificidad de hospedador. Este patégeno
es capaz de persistir sobre semillas secas y restos vegetales,
activandose durante el proceso de germinacion. Puede tam-
bién sobrevivir epifiticamente, en la superficie de las hojas,
o penetrar en ellas a través de aperturas naturales como
estomas o heridas, y crecer activamente en el apoplasto de
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la misma, causando en este caso enfermedad. P. syringae
se transmite por contacto directo entre plantas y a través
del agua de lluvia o riego. La infeccion por este patdgeno
determina perdidas econémicas importantes pudiendo afec-
tar gravemente tanto la produccién neta como la calidad del
producto obtenido. Las estrategias de prevencion habituales,
a menudo insuficientes, poco eficientes y/o contaminantes,
consisten en el uso de tratamientos quimicos con base de



cobre, el uso de material vegetal libre de patdgeno, la rota-
cion de cultivos, y en el cultivo de variedades tradicional-
mente mas resistentes. El desarrollo de nuevas estrategias de
control de las enfermedades causadas por este patégeno es
por tanto necesario y de gran interés econdmico, y requie-
re de un mayor conocimiento tanto de los mecanismos de
virulencia del patégeno como de los mecanismos de defen-
sa contra el mismo, que distintas especies vegetales hayan
podido desarrollar. Nuestro equipo lleva mas de 10 afios
dedicado al analisis de la interaccion entre P. syringae y la
planta, siguiendo diversas aproximaciones experimentales,
dirigidas por Carmen R. Beuzdn y/o Javier Ruiz-Albert, y
habiendo establecido numerosas colaboraciones dentro
y fuera del pais.

El éxito de P. syringae en la colonizacion y desarrollo
de la enfermedad en un determinado hospedador requiere
la evasidn y/o supresion de las defensas presentadas por
la planta infectada. P. syringae logra suprimir la respuesta
de defensa de su hospedador mediante un conjunto de
proteinas conocidas como efectores, que la bacteria intro-
duce en el citosol de la célula hospedadora a través de un
sistema de secrecion de tipo III (type III secretion system
0 T3SS). Los T3SS son sistemas complejos cuya estructura
basica estd muy conservada entre patdégenos de animales y
de plantas. La expresion de los genes que codifican compo-
nentes del T3SS, o sus efectores, se activa tras la entrada
de la bacteria en el apoplasto, y esta sujeta a una compleja
regulacion que combina reguladores negativos y positivos.
Nuestro laboratorio ha caracterizado dicha regulacién en
la estirpe de referencia, P. syringae pv. phaseolicola 1448a
(en adelante Pph 1448a), un relevante patégeno de judia
(Ortiz-Martin et al, 2006; Ortiz-Martin et al, 2010a; Ortiz-
Martin et al, 2010b). En la actualidad tenemos dos lineas
de trabajo abiertas en aspectos relacionados: una dedi-
cada al analisis de la regulacién del proceso de secrecion
y su jerarquia, y otra a la variabilidad de su expresion en
la planta mediante el uso de fusiones transcripcionales a
marcadores fluorescentes y métodos de analisis de células
individuales (microscopia confocal y citometria de flujo).

Las estirpes de P. syringae codifican entre 15 y 35
efectores, segln estirpe y patovar. Nuestro laboratorio ha
desarrollado herramientas moleculares con las que hemos
contribuido a completar el inventario de efectores de Pph
1448a (Macho et al, 2009; Zumaquero et al, 2010), y hemos
generado mutantes para la mayoria de ellos, tanto en Pph
1448a como en una segunda estirpe de referencia, P. syrin-
gae pv. tomato DC3000 (en adelante Pto DC3000), un rele-
vante patégeno de tomate. La estirpe Pto DC3000 es capaz
de causar enfermedad en la planta Arabidopsis thaliana, en
lo que constituye el modelo mas empleado para el estudio
de la interaccion planta-bacteria a nivel molecular. Nuestro
laboratorio ha adaptado para al analisis de P. syringae y
otras bacterias fitopatdgenas (Macho et al, 2007; Macho
et al, 2010a) los analisis de virulencia mediante indices de
competitividad empleados en patdgenos animales (Beu-
z6n y Holden, 2001), lo que nos ha permitido analizar
la contribucién a la virulencia de todos los mutantes en
efectores generados en Pph 1448a (Macho et al, 2012).

Trabajos recientes de diferentes laboratorios, destinados
a la caracterizacion funcional de efectores en diferentes
patovares de P. syringae, han mostrado que muchos de ellos
son capaces de suprimir defensas cuando son sobreexpresa-
dos en sistemas heterélogos o directamente en la planta.

Las plantas responden al ataque de P. syringae siguien-
do dos lineas de defensa, segln el tipo de moléculas del
patégeno que sean detectadas. La planta detecta inicial-
mente moléculas muy conservadas, denominadas genérica-
mente PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns),
cuyo ejemplo mas caracterizado es la flagelina. Este reco-
nocimiento esta mediado por receptores localizados en la
membrana plasmatica de la célula vegetal y denominados
genéricamente PRRs (Pattern-Recognition Receptors),
que disparan una respuesta de defensa conocida como
PTI (PAMP-Triggered Immnunity), habitualmente de baja
intensidad. Un microorganismo invasor también puede ser
reconocido a través de sus efectores. Este tipo de recono-
cimiento es indirecto, siendo su base la deteccion de las
modificaciones que el efector lleva a cabo sobre sus dianas
en la planta, y lo realizan receptores intracelulares del tipo
NB-LRR (Nucleotide-Binding, Leucine-Rich Repeat-contai-
ning proteins), conocidos como proteinas de resistencia
(proteinas R). Esto da lugar a una respuesta de elevada
intensidad denominada ETI (Effector-Triggered Immunity)
asociada habitualmente al disparo de un proceso de muerte
celular programada, conocida como respuesta de hipersen-
sibilidad (Hypersensitive Response o HR).

La activacion de la respuesta PTI es lenta, lo cual
resulta adecuado en una respuesta de inmunidad que no
discrimina entre bacterias patégenas y no patogenas, pero
su intensidad se va incrementando con el tiempo. Esta
lenta cinética inicial permite a los patdgenos adaptados
suprimirla mediante la translocacion de efectores en la
célula hospedadora al inicio de la infeccién, que previe-
nen la amplificacion de la sefial hasta niveles suficientes
para proteger a la planta frente al patégeno. En contraste
con las PAMPs, los efectores son moléculas caracteristicas
de patdgenos, cuyo reconocimiento provoca una respues-
ta de defensa rapida e intensa. La respuesta ETI es mas
eficaz frente a patégenos adaptados ya que por su mayor
rapidez e intensidad, es mas dificil de suprimir por el
patégeno (Katagiri and Tsuda, 2010). Este tipo de defen-
sa suele ademas estar asociado al disparo de inmunidad
sistémica (Systemic Acquired Resistance o SAR) (Cameron
et al, 1994), que protege a regiones distales de la planta
frente a nuevas infecciones. Pero los patdgenos también
parecen haber adquirido la capacidad de suprimir ETI a
través de efectores. Nuestro laboratorio ha descrito uno
de los ejemplos de dicha capacidad, el efector HopZ1a de
P. syringae pv. syringae, miembro de la familia de efec-
tores caracterizada por el efector de Yersinia pestis YopJ.
HopZla es capaz de suprimir la ETI disparada frente a
diferentes efectores, dependientes de diferentes proteinas
R, e inducidas a traves de todas las diferentes cascadas
de sefalizacion conocidas hasta la fecha, incluyendo a
las disparadas por el patégeno Pto DC3000 durante el
desarrollo de la enfermedad (Macho et al, 2010b; Macho
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Imagen de microscopia confocal de una hoja de judia 4
dias después de su inoculaciéon con una mezcla (1:1) de 5x10° cfu/
ml de Pseudomonas syringae patovar phaseolicola 1448a
expresando eYFP (amarillo) o eCFP (azul). En rojo se aprecia la
autofluorescencia de los cloroplastos de las células vegetales
cercanas a la microcolonia, donde se pueden observar en algunas
zonas bacterias individuales.

y Beuzdn, 2010). HopZ1a es también capaz de suprimir
la inmunidad sistemica conocida como SAR. Esto indica
un mecanismo de accién generalista e implica su accién
sobre un elemento comin a todas estas defensas, aln
por identificar, y en cuya identificacion trabajamos en la
actualidad.

Hasta la fecha, la caracterizacion de actividad supre-
sora de un determinado efector siempre ha sido ensaya-
da frente a la respuesta de defensa tipo ETI disparada
por efectores heterdlogos bien conocidos, pero que no
son expresados de manera natural por el patégeno que
expresa el supresor (Rosebrock et al, 2007; Ntoukakis
et al, 2009; Wilton et al, 2010). Un elevado ndmero
de efectores presentan actividad de supresion de ETI,
lo que sugiere que la supresion de este tipo de defen-
sas podria tener un papel determinante en el proceso
de adaptacion del patdgeno a su hospedador. En este
sentido, la supresion total o parcial del disparo de ETI
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podria representar una estrategia alternativa de adap-
tacion al hospedador, frente a estrategias evolutivas
generalmente aceptadas como la perdida del efector que
es detectado por la planta, o su evolucidon por mutacién
(patoadaptacion). Otra de las lineas de investigacion de
nuestro laboratorio se centra en la caracterizacion del
impacto que la supresion cruzada de defensas tiene en
la adaptacion de un patégeno a su hospedador. Dentro
de esta linea, hemos generado bacterias marcadas con
diferentes fluoréforos que nos permiten el sequimiento
del proceso de colonizacién y proliferacion en poblacio-
nes simples y mixtas.

Macho AP, Zumaquero A, Ortiz-Martin I, Beuzon CR. (2007). Compe-
titive Index: a sensitive and accurate method to quantify growth of
Pseudomonas syringae in different hosts. Mol Plant Pathol 8:437-
450.

Macho AP, Ruiz-Albert J, Tornero P, Beuzon CR. (2009). Identification
of new type III effectors and analysis of the plant response by com-
petitive index. Mol Plant Pathol 10:69-80.

Macho AP y Beuzon CR. (2010). Insights into plant immunity signaling: The
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Grupo de biofims bacberianos

Ifigo Lasa

Universidad Publica de Navarra

De izquierda a derecha: agachados: Igor Ruiz de los Mozos, Begofa Garcia, Maite Villanueva. De pie: Saioa Burgui,
Ifigo Lasa, Tana Taglialegna, Sonia Saenz, Carlos Caballero, Maite Villanueva, Cristina Solano, Jaione Valle, Alejandro Toledo,
Amaia Sabalza y Juani Prieto.

L igual que el hombre, las bacterias prefieren vivir en

urbes donde la compaiia de otras bacterias facilita el

desarrollo de una matriz en cuyo interior las bacterias
viven protegidas de cambios en las condiciones ambientales
y en un entorno donde es mas sencillo acumular enzimas
degradativas, retener agua o comunicarse. El grupo de Bio-
films bacterianos inicié su andadura en 1999 y desarrolla su
actividad investigadora en el Instituto de Agrobiotecnolo-
gia, un centro mixto de investigacion entre la Universidad
Pablica de Navarra, el CSIC y el Gobierno de Navarra. Su
investigacion se centra en las bases moleculares y genéti-
cas del proceso de formacion del biofilm de dos bacterias

patoégenas: Staphylococcus aureus y Salmonella enteritidis
ser. Enteritidis. La razon que nos llevo a elegir bacterias filo-
genéticamente tan alejadas para realizar nuestros estudios
fue el convencimiento de que esta estrategia nos permitiria
reconocer aquellos elementos que son comunes al proceso
de formacion del biofilm de aquellos otros elementos que
son especificos para cada bacteria. Staphylococcus aureus
es una de las bacterias patogenas que mayores problemas
sanitarios causa en los paises desarrollados. Esto se debe a
(i) la enorme cantidad de factores de virulencia que es capaz
de producir y que le proporcionan una gran versatilidad
como patdgeno; (ii) la existencia de cepas multirresistentes
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a los antibidticos (las cominmente denominadas MRSA); y
(iii) a su capacidad para adherirse a los implantes médi-
cos y causar infecciones mediadas por biofilms. Esta dltima
caracteristica fue determinante a la hora de decidirnos a
utilizarla como modelo de estudio del proceso de formacién
del biofilm. A lo largo de estos afios hemos aprendido que
la matriz del biofilm de S. aureus puede ser de naturaleza
proteica (previamente, existia la idea de que la matriz del
biofilm es siempre de naturaleza polisacaridica) y que en la
regulacion de la sintesis del exopolisacarido interviene una
compleja cascada de reguladores cuyas conexiones todavia
no entendemos bien (Toledo-Arana et al, 2001; Valle et al,
2003; Toledo-Arana et al, 2005; Valle et al, 2007; Merino
et al, 2009; Vergara-Irigaray et al, 2009; Valle et al, 2011;
Gil et al, 2014). También hemos estudiado los sistemas de
transduccion de sefial de dos-componentes que conectan
los estimulos ambientales con la maquinaria de sintesis de
la matriz. Mas recientemente, utilizando metodologias de
analisis transcriptomico hemos descubierto la existencia de
un proceso global de transcripcion solapante en bacterias
Gram positivas. Segin nuestros resultados, que han sido
confirmados posteriormente por otros autores, los RNAs
solapantes son digeridos por una RNasa especifica de RNA
de cadena doble, RNasa III, a fragmentos de 19-21 nucleo-
tidos (Lasa et al, 2011; Lybecker et al, 2014). Este proceso
de digestion de los RNAs solapantes tiene lugar a lo largo
de todo el genoma y proporciona un método muy sencillo
para coordinar la expresion de los genes contiguos (Lasa
et al, 2012; Sesto et al, 2013; Lasa y Villanueva, 2014). El
analisis transcriptomico también nos ha permitido encontrar
la existencia de largas regiones no traducidas en el extremo
3" (3" UTR) de muchos genes de S. aureus. Estudios dirigidos
a investigar la funcién de la 3" UTR utilizando como modelo
de estudio la regién 3" UTR del gen icaR, un regulador de
la sintesis del principal exopolisacarido de la matriz del
biofilm, han mostrado que las 3" UTRs bacterianas también
pueden contener elementos reguladores de la expresion
génica (Ruiz de Los Mozos et al, 2013).

Biofilm de bacterias de Staphylococcus aureus.
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En el caso de Salmonella, nuestros estudios inicialmen-
te se centraron en identificar elementos de la matriz del
biofilm, donde contribuimos con la identificacion de los
operones responsables de la sintesis de celulosa y de una
proteina de superficie con homologia a una proteina de S.
aureus (Solano et al, 2002; Latasa et al, 2005). Posterior-
mente nos focalizamos en el sistema de transduccion de
sefial mediado por c-di-GMP donde realizamos un original
abordaje que consisti6 en la eliminacion de los elementos
de esta ruta de transduccion de sefial de esta bacteria (Gar-
cia et al, 2004; Solano et al, 2009; Zorraquino et al, 2013).
La utilizacién de esta cepa nos esta permitiendo investigar
los procesos regulados por el c-di-GMP en esta bacteria y
averiguar los mecanismos de especificidad que permiten al
c-di-GMP producido ante un determinado estimulo influir
especificamente en sus dianas, sin interferir con las dianas
activadas por otros estimulos ambientales.

Aungue la motivacion principal de nuestra investigacion
es responder a preguntas basicas de cuando, como, y para
qué las bacterias forman los biofilms, siempre intentamos
identificar aplicaciones biotecnolégicas en nuestros resul-
tados. Fruto de esa vocacion, el grupo cuenta con dos
patentes internacionales en explotacion, y varios miembros
del grupo han constituido una empresa de base tecnologi-
ca dedicada al disefio y construccion de microorganismos
modificados genéticamente «a la carte».

Nuestro grupo mantiene colaboraciones con muchos
grupos para el desarrollo de sus investigaciones. Mante-
nemos una larga y estrecha colaboracién con el grupo del
Dr. José R. Penadés, anteriormente en Segorbe, pero que
recientemente se ha desplazado a la Universidad de Glas-
gow. También mantenemos colaboraciones para la carac-
terizacion de las proteinas de la matriz del biofilm con el
grupo del Dr. Jean Marc Ghigo (Instituto Pasteur), el grupo
de la Dra. P. Romby (Universidad de Estrasburgo), la Dra.
Cecilia Arraiano (Universidad de Lisboa) y el Dr. F. Vande-
nesh (Universidad de Lyon) para el anélisis del proceso
de transcripcion solapante. En los aspectos de virulencia
y genética de Salmonella, siempre hemos contado con el
consejo y la ayuda de los grupos del Dr. F. Garcia del Portillo
(CNB, Madrid) y el Dr. J. Casadesus (Universidad de Sevilla).

Garcia B, Latasa C, Solano C, Garcia-del Portillo F, Gamazo C, Lasa
I. (2004). Role of the GGDEF protein family in Salmonella cellulose
biosynthesis and biofilm formation. Mol Microbiol 54: 264-277.

Gil C, Solano C, Burgui S, Latasa C, Garcia B, Toledo-Arana A, et al.
(2014). Biofilm Matrix Exoproteins Induce a Protective Immune Res-
ponse against Staphylococcus aureus Biofilm Infection. Infect Im-
mun 82:1017-1029.

Lasa I, Villanueva M. (2014). Overlapping transcription and bacterial
RNA removal. Proc Natl Acad Sci U S A 111:2868-2869.

Lasa I, Toledo-Arana A, Gingeras T. (2012). An effort to make sense of
antisense transcription in bacteria. RNA biology 9:1039-1044.

Lasa I, Toledo-Arana A, Dobin A, Villanueva M, de Los Mozos IR,
Vergara-Irigaray M, et al. (2011). Genome-wide antisense trans-
cription drives mRNA processing in bacteria. Proc Natl Acad Sci U S
A 108:20172-20177.
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En esta etapa editorial hemos abierto en SEM@foro a los Grupos Especializados un espacio sin restricciones en las
secciones monograficas, que estuvo mas limitado en la etapa anterior. Ello implica que no todos los socios interesa-
dos tuvieron la oportunidad en su momento de publicar una resefia de su linea de investigacion en Actualidad SEM,
mientras que en SEM@foro, que ya lleva 3 afios de rodaje, no ha habido limitaciones mas alla de las exigidas por
los Presidentes co-editores de los nimeros. Ello ha creado una desigualdad de oportunidades y la aparicion, espo-
radicamente, de nimeros mas grandes, como este n.° 58 dedicado al prolifico y transversal grupo de Microbiologia
Molecular. Esto ademas supone un coste adicional para la SEM en épocas de austeridad en las que hemos tenido que
tomar decisiones tan dolorosas como limitar la tirada en papel de la revista a 250 ejemplares.

Como responsable de la edicion pido disculpas a los co-editores y socios que se sintieron limitados. Abrir la revista a
todos los socios sin restriccion de espacio no ha sido una decision meditada, sino una tendencia improvisada por la
demanda sin otra intencion de hacer de esta revista un verdadero «foro» de la SEM. Con el SEM@foro en verde, hemos
acelerado sin mirar atras y sin acordarnos de los compaferos que tuvieron que esperar en la luz roja.

En aras del orden pdblico y para evitar embotellamientos, en lo sucesivo vamos a regular el trafico de articulos. En la
proxima e inminente ronda de secciones especiales, pues esta la acabamos en junio de 2015, el SEM@foro estara verde
hasta los 10 articulos y en ambar hasta los 15. Pasarse el SEM@foro en rojo implicara una «multa» para el Grupo, que
quizas le interese asumir. Recordad que es comodo utilizar también el transporte pablico: NoticiaSEM sale cada mes.

Victor J. Cid.
Director editorial.
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NUESTRA CIENCIA

GENETICA BACTERIANA

EL CAMBIO DE UN UNICO AMINOACIDO
HA MODELADO EL RANGO
PATOGENO-HOSPEDADOR DURANTE
LA EVOLUCION DEL GENERO
MYCOBACTERIUM

Informa: Jests Gonzalo Asensio

La tuberculosis sigue siendo, a principios del siglo xxi,
una de las enfermedades infecciosas mas letales. En los
humanos, esta enfermedad esta causada por Mycobacterium
tuberculosis y se transmite por via aérea. Ademas, la tuber-
culosis también afecta a animales, causando no sé6lo graves
problemas econémicos en ganado sino ademas un potencial
riesgo de transmision a humanos principalmente a través
del consumo de leche sin pasteurizar. Sorprendentemente,
la tuberculosis bovina causada por la bacteria Mycobac-
terium bovis, una vez transmitida al hombre, raramente
contin(ia su transmision aérea entre los humanos.

Aunque sabemos que ambas especies se engloban
dentro del complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) y
comparten una identidad en su genoma cercana al 99 %,
hasta ahora no se habian consequido establecer determi-
nantes genéticos que expliquen la adaptacion patoégeno-
hospedador dentro del MTBC. La comparacion de genomas
de varias bacterias de origen humano o animal ha per-
mitido encontrar una explicacion a este fendmeno: una
mutacion que sblo esta presente en las bacterias causantes
de la tuberculosis en animales y que provoca la pérdida de
funcion de un sistema regulador de la virulencia llamado
PhoPR. Asi, la introduccion del alelo de M. bovis en M.
tuberculosis anulaba la funcion del sistema PhoPR, mientras
que la introduccion del alelo de M. tuberculosis en M. bovis

restauraba su funcionalidad. Ademas, en este trabajo se
estudian mecanismos genéticos compensatorios por los
que las bacterias causantes de tuberculosis bovina han
mantenido su virulencia en ganado y algunas son capaces
de transmitirse entre humanos.

Este trabajo aplica los principios de la teoria Darwiniana
sobre el origen de las especies a nivel molecular e ilustra
como la comprension de los mecanismos de adaptacion
al hospedador pueden ser explotados para comprender y
prevenir la transmision de enfermedades. Como ejemplo,
la inactivacién del sistema phoPR en M. tuberculosis ha
servido como racional para la construccion de MTBVAC una
vacuna atenuada contra la enfermedad actualmente en
ensayos clinicos.

Evolutionary history of tuberculosis shaped by conserved mutations in the
PhoPR virulence regulator. Jesiis Gonzalo-Asensio, Wladimir Mala-
ga, Alexandre Pawlik, Catherine Astarie-Dequeker, Charlotte Pas-
semar, Flavie Moreau, Francoise Laval, Mamadou Daffé, Carlos
Martin, Roland Brosch & Christophe Guilhot. Proceedings of the Na-
tional Academy of Sciences (PNAS). DOI: 10.1073/pnas.1406693111
http://www.pnas.org/content/111/31/11491.long.

La seccion «nuestra ciencia» publica resefas de
articulos cientificos producidos por nuestros socios.
La extension maxima es de 250 palabras. Envia tus
resefias a la Direccion de las revistas o al grupo de
divulgacion D+D SEM.

sem.microbiologia@gmail.com
semaforo@semicrobiologia.org
noticiasem@semicrobiologia.org
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CHALLENGES IN MANAGEMENT
OF AFLATOXINS AND OCHRATOXIN
A IN CONTAMINATED RAW MATERIALS
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Esta Tesis ha abordado la problemética del muestreo de pista-
chos para la determinacion de aflatoxinas, comparando el método
oficial en la UE y uno mas sencillo propuesto por una importante
industria del sector. Los resultados mostraron que el muestro ofi-
cial present6 una elevada variabilidad asociada a todos los pasos
del muestreo, particularmente del submuestreo, mientras que el
muestreo alternativo result6 inapropiado comparado con el oficial.
El impacto de la incertidumbre muestral sobre los resultados anali-
ticos fue elevado, por lo que se requieren nuevas herramientas de
gestion para mejorar este aspecto. Por otra parte, con el tostado
industrial de los pistachos (pre-tostado ~135 °C + tostado ~165 °C,
durante un tiempo total de 20 min) se alcanzé un 75% de reduccion
de las aflatoxinas.

Adicionalmente se estudi6 el impacto del cambio climatico
sobre la infeccion por Aspergillus ocratoxigénicos en uva. Aspergi-
Llus tubingensis parece ser la especie mas prevalente en los vifie-
dos espafioles. Se observaron diferentes perfiles ecofisiologicos
debido al origen de los aislamiento de Aspergillus carbonarius,
siendo los aislados de las regiones mas calidas los mas xerdfilos,
lo que puede indicar una posible adaptacion al medio ambien-
te. Un hipotético calentamiento del clima podria ocasionar una
reduccion del riesgo por ocratoxina A y un incremento del riesgo
de fumonisina B,, debido al aumento de otros Aspergillus bise-
riados como A. niger. Por otra parte las especies de Aspergillus
estudiadas mostraron diferente tolerancia a la radiacion UV, por lo
que un incremento de ésta podria afectar a la presencia de estas
especies en campo, favoreciendo a las especies mas pigmentadas.

Por Gltimo se evalud el potencial efecto del cambio climati-
co sobre la eficacia de diferentes materias activas con actividad
antifingica, incluyendo el extracto natural de Equisetum arvense,
habiéndose observado que podria ser necesario un cambio en
las materias activas a emplear como resultado de los cambios
climaticos.
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El oidio (Podosphaera fusca) es una de las principales enfer-
medades que afecta y limita el cultivo de las cucurbitaceas. El
abuso en la aplicacion de fungicidas para controlar la enfermedad,
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ha desarrollado graves problemas de resistencia a estos fungicidas
por parte del patégeno. En nuestro trabajo se ha avanzado en
el conocimiento molecular de los mecanismos implicados en la
resistencia a fungicidas QoI y DMI en P. fusca en Espafia, desa-
rrollando habilidades para detectar y monitorizar la presencia de
genotipos resistentes.

Hemos descrito que la resistencia a fungicidas QoI en P. fusca
se produce debido a una mutacién puntual en el citocromo b,
siendo la proporcion de mitocondrias mutadas un factor relevante
para el desarrollo del fenotipo. También pusimos de manifiesto
por primera vez la actividad y la expresion de transportadores
de membrana tipo ABC en respuesta a fungicidas QoI y DMI en
P. fusca, no detectandose coste bioldégico asociado a la resistencia
a estos fungicidas en las condiciones ensayadas. Por Gltimo, como
alternativa de uso a los dos grandes grupos de fungicidas frente
a los cuales existen graves problemas de resistencia, realizamos
estudios de sensibilidad frente a otros fungicidas. Detectamos
altos niveles de resistencia a metiltiofanato, bajos niveles de
resistencia a bupirimato y no se detectd resistencia a miclobu-
tanil ni a quinoxifén. Es importante remarcar la importancia del
control integrado para una buena gestion de la enfermedad, donde
se combinen las distintas estrategias como el control biolégico,
control por mejora genética y control quimico.

EL CULTIVO ORGANOTIPICO
TRIDIMENSIONAL DE SISTEMA NERVIOSO
CENTRAL COMO MODELO PARA EL ESTUDIO
DE LA RESPUESTA CEREBRAL FRENTE

A LISTERIA MONOCYTOGENES
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Santander
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Los cultivos organotipicos tridimensionales (3D-0C) de SNC
mantienen las caracteristicas morfolégicas y funcionales del tejido
in vivo por lo que representan un modelo experimental en biologia
molecular, neurogénesis, electrofisiologia e inmunohistoquimica.
Estos cultivos de tejido apenas se han utilizado para el analisis
de la interaccién patégeno-hospedador, por ello, hemos estudiado
por primera vez la infeccién de 3D-0C obtenidos de cerebros de
rata con Listeria monocytogenes.

La microscopia electronica de barrido ha revelado como la
microglia es reclutada rapida y masivamente a la superficie de
los cultivos. Estas células parecen actuar como caballos de Troya,
liberando a las bacterias en el interior del cerebro.

Utilizando matrices de PCR en tiempo real, hemos cuantifi-
cado a nivel transcripcional los genes implicados en la respuesta
inmunitaria y en la autofagia. La mayor parte de los genes sobre-
expresados codificaban moléculas involucradas en respuestas Th1,
regulacién que se mantiene elevada hasta 24 h después de la
infeccion. Por otro lado, la autofagia no parece tener un papel
inmunoldgico relevante, ya que los principales genes de esta ruta
no estaban modulados por la infeccion.

En conclusion, los 3D-0C utilizados constituyen una herra-
mienta versatil para investigar, en condiciones experimentalmen-
te controladas, una gran variedad de vias bioldgicas relevantes
durante la neurolisteriosis, y pueden servir como modelo para el
estudio de otros microorganismos neurotropicos relevantes.
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Streptococcus pneumoniae, o neumococo, es una de las prin-
cipales causas de morbilidad y mortalidad en nifios y adultos
en el mundo. En las Gltimas décadas y debido al abuso en el
consumo de antibidticos se ha revitalizado, después de muchas
décadas de casi total abandono, la denominada terapia fagica,
utilizando los viriones enteros o algunos de sus productos para
luchar contra las infecciones bacterianas. En esta Tesis, se han
estudiado las caracteristicas enzimaticas de la murein-hidrolasa
Cpl-7, una lisozima codificada por el fago Cp-7 de neumococo, asi
como el efecto bactericida que esta lisozima posee, cuando actiia
exogenamente, frente a diferentes bacterias, incluidas las multi-
rresistentes. Ademas, se ha construido una variante sintética de
Cpl-7, denominada Cpl-7S, mediante la sustitucion de 15 residuos
de su modulo de unidn a la pared celular, lo que modificé la carga
neta desde -14.9 a +3.0 a pH neutro. Cpl-7S mostr6é un aumento
de la actividad litica frente a diferentes cepas de patégenos Gram-
positivos o Gram-negativos, en estos Gltimos tras combinarse con
carvacrol 0.01%. Por otro lado, se han construido varias enzimas
quiméricas combinando los diferentes elementos estructurales de
la lisozima fagica Cpl-1y la enzima sintética Cpl-7S, ensayandose
sus actividades bactericidas. Por Gltimo, se han validado todos los
estudios 7n vitro mediante la utilizacién de tres modelos animales
de infeccion: un modelo de embriones de pez cebra, siendo la
primera vez que se emplea este modelo animal con éxito para
medir el efecto protector de un compuesto antibacteriano, y dos
modelos murinos (colonizacién nasal y sepsis).

DETECCION Y CARACTERIZACION
DE LA MALFORMACION DEL MANGO
Y SU AGENTE CAUSAL EN ESPANA
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Directores: Antonio de Vicente Moreno
y Juan Antonio Torés Montosa
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El género Fusarium comprende un gran nlmero de especies
patégenas de plantas. Varias especies de éste género han sido
descritas como agentes causales de la malformacion del man-
go (MMD), en la actualidad, la enfermedad més importante a
nivel mundial que afecta a este cultivo. Esta tesis doctoral se
ha centrado en confirmar la presencia de esta enfermedad en
el Sur de Espana; identificar las especies de Fusarium asociadas
a esta enfermedad; y por Gltimo, analizar la diversidad de las
poblaciones de Fusarium spp. patégenas de mango del Sur de
Espafia. En primer lugar se llevaron a cabo prospecciones en fincas
comerciales en diferentes términos municipales de la Axarquia. De
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muestras de mango con sintomas de malformacion se obtuvieron
134 aislados de Fusarium. Un tercio de estos aislados fueron iden-
tificados empleando cebadores especificos como Fusarium mangi-
ferae. El grupo mayoritario de aislados se identificaron mediante
secuenciacion génica y el empleo de herramientas genéticas (VCG)
como Fusarium tupiense. Con aislados representativos de ambas
especies se confirmo el papel como agentes causales de la enfer-
medad en la zona de estudio en experimentos de inoculacién de
arboles sanos. En segundo lugar se llevd a cabo un estudio de
diversidad poblacional mediante el empleo de técnicas genéticas
y moleculares (ap-PCR, RAPD-PCR, VCG, multilocus analisis). Los
diferentes estudios de diversidad muestran que en el caso de
F. tupiense aparentemente se trata de una poblacion clonal homo-
génea, mientras que en el caso de £. mangiferae se han observado
tres subpoblaciones diferentes.

MODELO DE LEVADURA HUMANIZADA
MEDIANTE EXPRESION DE LA PROTEINA
ONCOGENICA PI3K: APLICACION A LA
BUSQUEDA DE INHIBIDORES Y AL ESTUDIO
DE LA SENALIZACION LIPIDICA

Autor: Teresa Fernandez-Acero Bascones
Directores: Victor Jiménez Cid y Maria Molina Martin

Centro: Departamento de Microbiologia Il. Facultad
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La levadura Saccharomyces cerevisiae es un modelo de célu-
la eucaridtica que permite realizar de manera eficiente estudios
moleculares. Mediante la expresion heterdloga de la fosfatidili-
nositol 3-quinasa de clase I (PI3K) de mamiferos, una impor-
tante diana farmacoldgica dada su implicacion en céncer y otros
procesos fisioldgicos y patolégicos, hemos disefiado un sistema
de levadura humanizada que mimetiza mutaciones oncogénicas.
En esta tesis hemos puesto a punto un bioensayo que permite la
bisqueda de inhibidores de la PI3K in vivo y hemos demostrado,
mediante un rastreo a escala piloto sobre compuestos natura-
les en colaboracién con la Fundacion MEDINA (Granada), que
es escalable a formato HTS (high throughput screening) para el
descubrimiento de posibles nuevos antitumorales.

Por otra parte, la expresion de PI3K causa un efecto drastico
en la levadura por eliminacion del fosfoinositido esencial Ptd-
Ins(4,5)P,, de modo que este sistema supone una herramienta
para el estudio de este lipido, que actdia como segundo mensajero
en sefalizacion celular y es esencial para los procesos de endoci-
tosis y exocitosis. Mediante analisis genéticos y gendmicos, como
el rastreo de la coleccién genémica de mutantes delecionados
en genes no esenciales, hemos determinado que la pérdida de
identidad de la membrana plasmatica originada por la eliminacion
de este lipido causa un bloqueo en el trafico vesicular y en la
polarizacion del citoesqueleto de actina. Esta situacion permite
el ensamblaje de mddulos de sefalizacion de manera ectdpica en
endosomas post-Golgi, en concreto el receptor Wsc1, la GTPasa
Rho1, su activador Rom2, y su efector, la proteina quinasa Pkc1.
Esta dltima activa la cascada de quinasas MAPK de «integridad de
la pared celular», que causa una respuesta transcripcional carac-
teristica. Esta eliminacion persistente de PtdIns(4,5)P, mediante
expresion heteréloga de PI3K es el primer ejemplo en levadura
de activacién de una cascada de MAPK desde compartimentos
intracelulares.
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e agradezco la oportunidad que me brinda, y es para

mi un honor dirigirme a los socios de la Sociedad

Espafiola de Microbiologia en esta seccion de «Cartas
al Presidentex». Este documento es el testimonio de un
cientifico que no solo reside, sino que en buena parte se
ha formado fuera de Espafia. Ojala que esta carta sirva
de estimulo a los lectores de la revista, en especial a los
estudiantes y jovenes postdoctores que empiezan sus carre-
ras en investigacion. Una oportunidad de estas Cartas es
comprobar que la ciencia, siendo una tarea internacional,
no tiene que estar limitada a nuestros confines mas proxi-
mos. Existen oportunidades fuera de nuestras fronteras. Lo
Gnico que hace falta es determinacion y una pizca de valor.
No es facil dejar atras amigos, familiares, y cultura -léase
gastronomia, lenguaje y fiestas de guardar... jCasi nada!
Aventurarse en territorio desconocido suele ofrecer multi-
tud de oportunidades que nos hacen crecer en direcciones
y profundidades jamas sospechadas.

Soy profesor de Inmunologia y Microbiologia en la Escue-
la de Medicina en la Universidad de Colorado, institucién
en la que llevo dirigiendo mi propio grupo de investigacion
desde 2001. Actualmente mi grupo de trabajo esta formado
por seis personas y tengo recursos para contratar dos o tres
personas mas. Desde que empecé la tesis doctoral, hace
ya mas de veinte afios, he estudiado varios aspectos de
la bioquimica del stress oxidativo y nitrosativo producido
por macréfagos en respuesta a patégenos intracelulares. En
particular, mi grupo investiga mecanismos moleculares por
medio de los cuales los reactivos de oxigeno y nitrogeno
contribuyen a la inmunidad natural. También estudiamos
las respuestas de adaptacion a estos reactivos que permiten
a las bacterias sobrevivir a la citotoxicidad de los radica-
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Foto aérea del nuevo campus construido a
partir del 2004 donde se encuentra el Centro
de Salud de la Universidad de Colorado.

Al fondo.se.pueden ver las cumbres nevadas
de las_ Montaias Rocosas:

ndrés Vazquez-Torres es profesor

de Inmunologia y Microbiologia en

la Escuela de Medicina en la Uni-
versidad de Colorado. Es licenciado en
veterinaria por la Universidad de Cérdoba, Espafa, y recibio
su doctorado en microbiologia en la Universidad de Wiscon-
sin, Madison en 1996. Tras sus estudios postdoctorales en la
Division de Enfermedades Infecciosas y en el departamento de
Microbiologia de la Universidad de Colorado inicié su carrera
independiente en la Escuela de Medicina, donde formé y cuen-
ta con un grupo de trabajo que desarrolla su investigacion. El
resultado de su trabajo, entre otros, sobre bacterias patégenas
del género Salmonellay Burkholderia ha puesto de manifiesto
que mecanismos basicos de estos microorganismos gram-
negativos son en buena medida generalizables a una amplia
variedad de bacterias patégenas. Ha recibido diversos premios
y menciones honorificas, entre ellos el Schweppe Career Deve-
lopment Award from the Schweppe Foundation, el Merck Irving
S. Sigal Memorial Award por la American Academy of Microbio-
logy, el Burroughs Wellcome Fund Investigators in Pathogene-
sis of Infectious Diseases, y Excellence in Teaching. Entre los
trabajos publicados por su laboratorio se encuentran estudios
sobre el control del equilibro redox por proteinas reguladores
de la respuesta astringente, efecto protector del 6xido nitrico
mediante bloqueo de las fases dependientes de energia en la
incorporacion de sustancias quimicas, andlisis de las defensas
intracelulares del huésped en patogénesis por Salmonella, ana-
lisis molecular la respuesta adaptativa a especies reactivas del
huésped. A la vez es miembro del Consejo editorial y revisor de
diversas publicaciones cientificas.
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les libres e inducir tolerancia a antibidticos comtinmente
utilizados en medicina. Es prioritario que cada uno de mis
estudiantes, postdoctorales y técnicos de laboratorio dis-
pongan de la mayor independencia intelectual posible. La
investigacion en estos dias no es una tarea individual. Cada
miembro de mi laboratorio debe sentir que los estudios son
suyos. Ademas, es muy importante tener un amplio abanico
de colaboradores con quien discutir ideas y utilizar métodos
innovadores de trabajo. Con frecuencia nos aferramos a
las ideas, como si fuesen nuestras. La experiencia me ha
ensefiado que la calidad de la investigacion aumenta con
grupos de trabajo mas amplios. Ademas de los claros bene-
ficios intelectuales, las colaboraciones aportan relaciones
personales muy gratificantes y abren horizontes a jovenes
investigadores.

La estructura departamental en una universidad ameri-
cana suele tener un catedratico y varios profesores «asis-
tentes», «asociados» y «titulares». En el modelo americano
no hay oposiciones. La contratacion del profesorado es
la manera mas directa por la que un catedratico puede
influir en el funcionamiento del departamento. Aun asi,
las contrataciones de profesores se llevan a cabo segin
las recomendaciones de un grupo de trabajo formado por
profesores del departamento. Esto garantiza que las con-
trataciones se ejecuten con el mayor rigor posible. Los
puestos de trabajo para nuevos profesores son anunciados
nacional e internacionalmente. Los candidatos formados en
la propia institucion tienen una desventaja en comparacion
con individuos formados en otras universidades. Como gran
parte de la estructura de la universidad americana, incluido
el salario de los profesores, esta financiada en parte por
proyectos individuales, las contrataciones se hacen en base
al curriculum y al potencial del investigador para conseguir
financiacion. Este modelo garantiza la contratacion de los
mejores investigadores en el mercado, sin las trabas de

contratar familiares, conocidos, etc. El resultado es la reno-
vacion de departamentos y el continuo flujo de las mejores
ideas en el mercado. Una vez contratados, los profesores
gozan de total libertad para desarrollar sus programas de
investigacion. Este sistema me ha permitido acceder a la
posicion de independencia intelectual de la que gozo en
la actualidad en la Universidad de Colorado.

Esta estructura se ve reflejada en los laboratorios. La
institucion, ya sea la escuela de graduado o los propios
departamentos, contratan estudiantes cada afio en base
a sus credenciales. Después de un afio de rotaciones en
laboratorios y matriculacion en cursos didacticos, los estu-
diantes seleccionan un grupo de investigacion con fondos
disponibles. A partir de ese momento, el laboratorio o las
becas predoctorales, financian la formacion del estudiante.
Los laboratorios independientemente contratan postdocto-
rales, normalmente en blsquedas nacionales e internacio-
nales. Segin mi propia experiencia, muy pocos de los que
solicitan plazas postdoctorales provienen de Espafia. Esto
me ha extrafiado sobremanera. Yo creia que la crisis y la
falta de oportunidades en universidades espafiolas haria
que nuestros cientificos estuvieran dispuestos a considerar
oportunidades fuera de la patria. Hay bastantes oportuni-
dades fuera del pais. Lo (nico que hace falta es un poco
de iniciativa. Os garantizo que los cientificos espafioles no
tienen que envidiar nada a nadie en el mundo. A nivel téc-
nico e intelectual estamos tan preparados como el mejor.

Yo soy un producto de la Escuela de Veterinaria de la
Universidad de Cérdoba. Como toda una generacién de bio-
logos espaiioles, el naturalista Félix Rodriguez de la Fuente
influyd de manera clara en mi interés por la ciencia. Desde
que entré en la escuela de veterinaria, tenia claro que mi
vida profesional debia de estar ligada al estudio de patologia
en aves silvestres. En particular, mostré un marcado interés
por las enfermedades infecciosas de especies de pajaros en

o
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Miembros del laboratorio de.Dr. Vazquez-Torres. De izquierda a derecha: Matthew A. Grawford, PhD, Lin Liu, MS, Liam Fitzsimmons, Timothy Tapscott,
Jessica Jones-Carson, DVM, PhD, y Andres Vazquez-Torres, DVM, PhD. La foto pertenece a la coleccion de Timothy Tapscott
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Andalucia. Mis primeros escarceos en ciencia fueron super-
visados por la Dra. Isabel Acosta en el Departamento de
Parasitologia y Enfermedades Parasitarias. Era a mediados
de los afios ochenta y Espaiia acababa de entrar en la OTAN
y la Comunidad Econémica Europea, entidades que crearon
oportunidades en investigacion, proyectos de colaboracion
con universidades europeas, y fuentes internacionales de
financiacion. Ademas, las recientemente creadas Autonomias
estaban interesadas en promover investigaciones en uni-
versidades regionales. Santiago Herndndez, Catedratico de
Parasitologia y Enfermedades Parasitarias, fue beneficiario
de algunas de estas oportunidades. Acabando mis estudios
en veterinaria, Santiago me ofrecié una beca para estudiar
enfermedades parasitarias en bovidos. Aunque la propuesta
era interesante, mi deseo por estudiar patologia aviar me
hizo rechazar esta invitacion y decidi probar fortuna en los
EE UU. Tenia ganas de aventura y nuevos retos. Al principio,
el salto a América fue bastante duro. Los dos primeros afios
no consegui un puesto de trabajo. Para sobrevivir, la ayuda
econdmica que aln recibia de mi familia fue suplementada
con varios empleos de economia sumergida. El esfuerzo eco-
némico que hizo mi familia humilde y la incertidumbre de
abrirme paso en América me hicieron pensar con frecuencia
en dejarlo todo y volver a Espafia. Quizas mi caracter tes-
tarudo me hizo aguantar. Hoy me alegro muchisimo de mi
decision. Sin empleo y con bastante tiempo por delante,
trabajé de voluntario en el Wildlife Health Research Center,
Madison, Wisconsin (el mayor centro norteamericano dedi-
cado al estudio de animales salvajes migratorios), y en los
Departamentos de Poultry Sciences y Veterinary Sciences en
la Universidad de Madison, Wisconsin. Estas experiencias
Gnicas me dieron la experiencia necesaria para ser compe-
titivo en el mercado americano. Debido a mi trabajo volun-
tario con macréfagos en los citados departamentos, Edward
Balish, PhD, me ofreci6 un puesto de estudiante en su gru-
po de investigacion. Al finalizar la tesis doctoral, llegué a
la conclusion que mi carrera profesional debia centrase en
entender los procesos basicos por los que reactivos de oxi-
geno y nitrogeno ejercen citotoxicidad. Posteriormente hice
un posdoctorado en el laboratorio de Ferric C. Fang, MD, con
quien aprendi a utilizar la genética de Salmonella para con-
seguir mis objetivos. En los laboratorios de Ed Balish y Ferric
Fang hice grandes avances en mi formacion, aprendiendo a
escribir, exponer, pensar, y ejecutar el método cientifico.
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Al mismo tiempo, aprendi la importancia de relacionarse
con colegas en la comunidad cientifica. La abundancia de
recursos y el caracter abierto y al mismo tiempo competi-
tivo de la ciencia en EE UU han sido fundamentales en mi
formacion. En contra de la imagen negativa que se pueda
tener de EE UU, yo me he sentido muy querido, protegido y
totalmente realizado a nivel profesional.

Mi experiencia indica que los jovenes espafioles pue-
den incorporarse a la comunidad cientifica norteamericana
desde el principio de su educacién. Sin embargo, las leyes
de inmigracién han cambiado mucho a raiz de los acon-
tecimientos tragicos del 11 de septiembre de 2001. En la
actualidad, la manera mas simple de venir a investigar
a EE UU es el posdoctorado. Tener una base de inglés,
publicaciones interesantes durante la tesis, y ganas de
salir de Espafia son los requisitos mas importantes para
que los jovenes microbidlogos espafioles obtengan una
experiencia laboral en EE UU. Cuando yo vine, mi inglés
hablado era bastante deficiente, pero rapidamente mejoro
al sumergirme en la vida universitaria y a través de mi
participacion voluntaria como entrenador de fatbol base
para nifios. Muchas veces los candidatos tan solo buscan
un empleo. Esta estrategia no suele ser fructifera. Los pro-
fesores evaluamos positivamente a quienes nos contacta
con las ideas claras de que nuestro laboratorio es el lugar
idoneo para hacer un postdoctorado. Os recomendaria que
estéis atentos a anuncios, pero muchas veces los empleos
no son ni siquiera anunciados. Entonces, contactad a los
laboratorios que mejor se ajusten a vuestras inquietudes
cientificas. Una vez fuera, la capacidad de trabajo y el inte-
lecto del individuo son los elementos que en gran medida
dictan el éxito de la experiencia. A largo plazo, la canti-
dad e impacto de las publicaciones son las que finalmente
contribuyen al éxito. Aunque la crisis mundial también ha
afectado a la universidad estadounidense, las universidades
norteamericanas siguen contratando profesores, estudian-
tes y posdoctorales. En los proximos afios, sin ir mas lejos,
inuestro departamento tiene programado contratar diez
nuevos profesores! Lo bueno del sistema norteamericano
es que nacionalidad, raza, género, religion, ideas politicas o
parentesco no influyen en la contratacién de investigadores
en los distintos niveles de formacion. No veo razon alguna
por la que microbiélogos espafioles no puedan competir en
el mercado internacional por un puesto digno de trabajo.

n 2004, el Centro de la Salud de la Universidad de Colorado se traslado desde su antigua localizacion en Denver a un

campus donado por el ejército en la cercana ciudad de Aurora. El Centro de la Salud de la Universidad de Colorado es

el campus construido mas recientemente en EE UU. La Universidad de Colorado combina nuevas instalaciones y tec-
nologias punteras para lograr maximos beneficios en educacién, investigacion y servicios clinicos. Nuestro campus aloja las
Escuelas de Medicina, Farmacia, Enfermeria, Higiene y Medicina Dental, asi como varios hospitales universitarios, pediatricos
y de veteranos. Un Parque de Ciencia y Tecnologia, y una zona residencial para alumnos forman parte del campus. La Escuela
de Medicina, donde trabajo, es un hervidero intelectual. Y, ademas, el marco geografico es realmente incomparable, ya que las
Montanas Rocosas, con sus monumentos naturales de belleza inigualable, estan a solo 30 minutos en coche.

http://www.ucdenver.edu/academics/colleges/ medicalschool/departments/ImmunologyMicrobiology/faculty/departmental/

Pages/VAZQUEZ-TORRES.aspx
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