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Resumen 
 

Lactococcus garvieae es el agente etiológico de la lactococosis, una enfermedad con 

gran repercusión en acuicultura. Además, L. garvieae es una bacteria muy ubicua capaz de 

producir enfermedad en un amplio rango de hospedadores incluido el ser humano, 

considerándose actualmente como un agente potencialmente zoonótico. A pesar de la 

importancia creciente de este microorganismo, el conocimiento sobre las características y 

las propiedades de su genoma es limitado. Con el fin de aportar datos que contribuyan a un 

conocimiento más profundo sobre la biología y los mecanismos de patogenicidad de L. 

garvieae, se han planteado como objetivos generales de este trabajo de Tesis Doctoral, el 

estudio del contenido genético de esta bacteria y un análisis funcional del mismo. 

Se realizó una primera aproximación al conocimiento del contenido genético de L. 

garvieae mediante hibridación genómica comparativa (CGH) inter-especie sobre 

microarrays de ADN, consiguiendo identificar por primera vez un gran número de genes en 

este patógeno. Posteriormente, la accesibilidad de las técnicas de ultrasecuenciación 

permitió la caracterización de los genomas de dos cepas clínicas de L. garvieae procedentes 

de humano (Lg21881) y de trucha arcoíris (Lg8831). La disponibilidad de los genomas de 

Lg21881 y Lg8831, así como de los de varias cepas más de L. garvieae, ha hecho posible 

realizar estudios de genómica comparativa intra-especie que han llevado a la identificación 

y caracterización molecular de elementos extracromosómicos únicos de la cepa Lg21881, 

que podrían estar implicados en su adaptación a un nicho ecológico específico. Además, los 

análisis de genómica comparativa han evidenciado una elevada variabilidad intra-especie 

en L. garvieae y han posibilitado una primera aproximación hacia la filogenia y evolución de 

este microorganismo. Por otra parte, y en relación con esta variabilidad intra-especie, se ha 

evaluado la utilidad de determinados caracteres propuestos como biomarcadores para la 

clasificación de aislados de L. garvieae en función de su origen. 

El conocimiento del genoma de L. garvieae también ha permitido diseñar un 

microarray de ADN que demostró ser eficaz en el análisis de la expresión global en esta 

bacteria. Así, sobre dicho microarray se han realizado estudios funcionales de las cepas 

Lg21881 y Lg8831  en los que se han analizado los cambios de expresión global en función 

de la temperatura. Se ha observado que Lg21881 y Lg8831 presentan diferentes patrones 

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

En conclusión, los resultados obtenidos en este trabajo aportan nuevos 

conocimientos sobre esta bacteria de importancia creciente en medicina veterinaria y 

humana, y abren camino hacia una comprensión más profunda de su biología y su 

evolución.  



 

 

 

  



 

 

Summary 
 

Lactococcus garvieae is the etiological agent of lactococcosis, a disease causing 

important economic losses in aquaculture. Moreover, L. garvieae is a ubiquitous bacterium 

able to infect a wide range of hosts, including humans, being considered a potential 

zoonotic agent. However, the knowledge about the characteristics and functionality of the 

genomic content of this important pathogen is still limited. Aiming to expand the existing 

knowledge about the biology and the pathogenicity mechanisms of L. garvieae, the main 

objectives of this Doctoral Thesis were the studio of the genomic content of this 

microorganism and its functional analysis.  

An initial approach to analyze the genomic content of L. garvieae was carried out by 

means of genomic inter-species microarray hybridization. In these experiments, 267 genes 

were described for the first time in this bacterium. After this, next-generation sequencing 

techniques become accessible, enabling the genome sequencing of two clinical strains of L. 

garvieae isolated from human (Lg21881) and rainbow trout (Lg8831), respectively. Thanks 

to the availability of the Lg21881 and Lg8831 genome sequences altogheter with the 

publication of the genomes of other L. garvieae strains, it was possible to perform intra-

species comparative genomic analyses. Such studies achieved the identification of 

extracromosomal material unique to Lg21881, which could be implicated in the adaptation 

to a specific ecological niche. Furthermore, comparative genomics evidenced high intra-

species heterogeneity and allowed to obtain preliminary phylogenetic and evolutionary 

results on this species. Additionally, the usefulness of previously proposed biomarkers 

based on genotypic and phenotypic characteristics, which have been proposed as indicative 

of the origin of L. garvieae isolates, was assessed.  

The knowledge of the genome sequence of L. garvieae also allowed the design and 

manufacturing of a specific DNA microarray, which performed successfully in the global 

gene expression analysis of this bacterium. Thus, transcriptomic studies were performed 

with the strains Lg21881 and Lg8831 grown at different temperatures. These global studies 

led to the identification of differential expression patterns, as well as genes potentially 

linked to the pathogenesis of L. garvieae.   

In conclusion, the results of this work contribute to increase the knowledge on this 

bacterium, opening the possibility of a deep understanding of the biology and evolution of 

this pathogen with relevance in veterinary and human medicine.   
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1. Lactococcus  garvieae  

1.1.  Generalidades 

Lactococcus garvieae es una bacteria clasificada dentro de la familia 

Streptococcaceae, que fue aislada por primera vez en Reino Unido como agente causal de 

mastitis bovina (Garvie et al., 1981). Dos años más tarde, y de acuerdo con sus 

características morfológicas y bioquímicas, esta bacteria fue descrita como una nueva 

especie denominada Streptococcus garvieae (Collins et al., 1983). Tras el establecimiento 

del género Lactococcus en 1985, en el que se incluían los microorganismos inicialmente 

clasificados como estreptococos lácticos, la especie pasó a denominarse Lactococcus 

garvieae (Schleifer et al., 1985). Posteriormente se propuso una nueva especie denominada 

Enterococcus seriolicida, en la que se englobaban aislados de cocos Gram positivos 

responsables de importantes pérdidas económicas en la acuicultura japonesa (Kusuda et 

al., 1991). Más tarde, las similitudes encontradas tanto a nivel fenotípico como molecular 

entre esta nueva especie y aislados de L. garvieae, llevaron a concluir de manera 

independiente que E. seriolicida debía ser reclasificada como L. garvieae (Doménech et al., 

1993, Eldar et al., 1996, Teixeira et al., 1996).  

 

Las bacterias del género Lactococcus forman parte del grupo de microorganismos 

caracterizados como cocos Gram positivos, catalasa negativos y anaerobios facultativos. 

Son bacterias muy ubicuas, siendo sus hábitats más comunes los vegetales, la piel de los 

animales y la leche y los productos lácteos. Los lactococos se habían considerado 

únicamente como patógenos oportunistas hasta los años 90 (Aguirre y Collins, 1993). Sin 

embargo, su interés tanto en medicina humana como veterinaria, ha cobrado especial 

importancia en los últimos años, siendo actualmente considerados patógenos emergentes. 

De las siete especies reconocidas en el género Lactococcus, tres de ellas, Lactococcus 

piscium, L. garvieae y Lactoccocus lactis se consideran patógenas para el hombre y/o los 

animales (Aguirre y Collins, 1993; Facklam y Elliot, 1995; Bercovier et al., 1997; Goyache et 

al., 2001; Antolín et al., 2004; Vendrell et al., 2006; Russo et al., 2012).  

 

Desde un punto de vista morfológico, las células de L. garvieae son cocos Gram 

positivos que se disponen generalmente formando parejas o cadenas cortas (Figura 1). Es 

una bacteria anaerobia facultativa, no formadora de esporas e inmóvil. Puede crecer en un 

rango de temperaturas muy amplio, entre 10 y 45°C, siendo 37°C la temperatura óptima. 

Crece en un variado rango de medios de cultivo, tales como Agar Infusión Cerebro Corazón, 
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Agar Tripticasa Soja y Agar Sangre, entre otros. Es capaz de crecer en medios con pH entre 

4,5 y 9,6 y que contengan concentraciones de NaCl de hasta un 6,5%. En medio sólido las 

colonias que forma son esféricas, de superficie lisa y coloración blanquecina, produciendo 

α-hemólisis en Agar Sangre (Vendrell et al., 2006) (Figura 1).  

 

 

 
Figura 1. 1a. Crecimiento de L. garvieae en Agar Sangre. 1b. Fotografía de células de L. garvieae 

tomada con microscopio electrónico. 
 

1.2. L. garvieae como agente patógeno  

1.2.1. Patógeno de peces 
 

L. garvieae es el agente etiológico de la lactococosis, un proceso septicémico que 

puede afectar a numerosas especies de peces, tanto de agua dulce como salada. La 

enfermedad es particularmente importante en el cultivo de la trucha arcoíris 

(Oncorhynchus mykiss), y con una elevada incidencia en países como Australia, Sudáfrica, 

Japón, Taiwán, Inglaterra y países del área mediterránea (Vendrell et al., 2006). 

 

Los primeros brotes de lactococosis se describieron en Japón en el año 1974 (Kusuda 

et al., 1976), y desde entonces se han ido detectando paulatinamente en el resto del 

mundo. En España, los primeros brotes de lactococosis se detectaron en piscifactorías de 

trucha arcoíris a finales de los años 80 (Palacios et al., 1988; Palacios et al., 1993). La 

lactococosis puede causar importantes pérdidas en el sector acuícola debido a la elevada 

mortalidad (superior al 50%), la disminución de la tasa de crecimiento y la imposibilidad de 

comercializar los peces afectados (Vendrell et al., 2006).  
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La lactococosis de la trucha es una enfermedad hemorrágica hiperaguda que suele 

cursar con cuadros septicémicos de elevada mortalidad. El cuadro patológico comienza con 

la rápida aparición de anorexia, letargia, pérdida de la orientación y natación errática. Los 

signos externos típicos de la enfermedad incluyen exoftalmia unilateral o bilateral, 

melanosis, presencia de hemorragias en las áreas periorbital e intraocular, bucal y en el 

opérculo, así como distensión abdominal y prolapso anal. A la necropsia se observan 

hemorragias en hígado y vejiga natatoria, edema meningoencefálico, pericarditis, 

esplenomegalia y una enteritis hemorrágica muy acusada (Eldar y Ghittino, 1999; Vendrell 

et al., 2006) (Figura 2). 
 

 

 
Figura 2.  Lactococosis en la trucha arcoíris.  2a. Exoftalmia bilateral. 2b. Hemorragias en hígado y 

esplenomegalia. 
 

 

La introducción de nuevos lotes de animales, huevos o gametos en una piscifactoría 

suele ser la vía de entrada más frecuente de L. garvieae. Los portadores asintomáticos son 

la principal fuente de infección debido a que, aunque no padecen la enfermedad, son 

portadores de la bacteria en su microbiota intestinal y la eliminan por las heces, infectando 

al resto de la población sana. Así, la infección se mantiene latente y el proceso se 

desencadena cuando las condiciones ambientales son óptimas para la proliferación de la 

bacteria (Ghittino y Múzquiz, 1998). La transmisión de la enfermedad se produce 

principalmente por mecanismos horizontales, siendo la vía fecal-oral la forma más 

frecuente de transmisión entre peces sanos y enfermos o portadores asintomáticos que 

eliminan el agente a través de las heces o del mucus (Vendrell et al., 2006). 

 

La temperatura y la calidad del agua son los principales factores condicionantes en la 

aparición de la enfermedad. La lactococosis presenta una clara estacionalidad, asociándose 
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a temperaturas del agua elevadas, y apareciendo los brotes más agudos, con elevadas tasas 

de mortalidad, cuando la temperatura del agua es superior a 18°C (Vendrell et al., 2006). 

Por otra parte, la evolución del proceso se ve favorecida por una mala calidad del agua 

asociada con alteraciones en las condiciones higiénico-sanitarias de la explotación y cuando 

el agua es deficiente en oxígeno (Ghittino y Múzquiz, 1998). Para evitar la aparición de 

brotes de lactococosis es importante un adecuado manejo de los animales, disminuyendo 

al mínimo la manipulación de los peces, eliminando los peces muertos o enfermos y 

manteniendo densidades bajas de cultivo. El control de la calidad microbiológica y las 

características físico-químicas del agua son factores esenciales para evitar la proliferación 

del microorganismo. Así, son fundamentales la limpieza y desinfección periódica de los 

estanques y de todos los utensilios de la piscifactoría, utilizando productos como sulfato de 

cobre, formol, amonios cuaternarios, cloramina T o agua oxigenada (Vendrell et al., 2006). 

Así mismo, es importante el control microbiológico de los productos destinados a la 

alimentación de los peces, ya que L. garvieae ha sido detectado en harinas de pescado 

destinadas a la producción de piensos para acuicultura (Tejedor, 2008).  

 

El diagnóstico de la lactococosis se realiza en un principio mediante la observación de 

los signos clínicos típicos de la enfermedad. Posteriormente, el análisis microbiológico de 

los tejidos diana del pez (riñón, cerebro, hígado y bazo; y en menor medida ojos, intestino y 

sangre), permitirá confirmar el diagnóstico (Ghittino y Múzquiz, 1998). Para la detección de 

la bacteria en procesos subclínicos, el diagnóstico microbiológico clásico puede resultar 

insuficiente debido  las bajas concentraciones de la bacteria en los tejidos, por lo que en la 

actualidad, los sistemas de diagnóstico moleculares basados en la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) son los más empleados (Zlotkin et al., 1998). En los últimos años se han 

diseñado métodos de PCR múltiple que permiten la detección específica y simultánea de L. 

garvieae y otros patógenos responsables de enfermedades infecciosas en peces (Mata et 

al., 2004; Altinok, 2011), así como un sistema de PCR a tiempo real para la detección y 

cuantificación de L. garvieae con elevada sensibilidad y especificidad (Jung et al., 2010). 

 

El tratamiento de la lactococosis se ha basado en la utilización de antibióticos como 

la oxitetraciclina, eritromicina, doxiciclina y amoxicilina (Munday, 1994). Sin embargo, a 

pesar de que numerosos antibióticos son efectivos contra la bacteria en condiciones de 

laboratorio, su uso en la práctica ha demostrado ser poco efectivo, probablemente debido 

a la rápida anorexia con la que cursa la enfermedad y a la aparición de resistencias en las 

bacterias (Bercovier et al., 1997; Vendrell et al., 2006). Por ello, la mejor forma de controlar 

la enfermedad es la profilaxis. Así, se han desarrollado algunas estrategias de vacunación 

para el control de la lactococosis. Los primeros ensayos consistieron en el desarrollo de 
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autovacunas que implicaban la inoculación intraperitoneal de células de cepas de L. 

garvieae (aisladas en la misma piscifactoría donde se desarrollaba el brote) inactivadas con 

formalina y calor, que conferían una protección variable dependiendo de la especie del pez, 

la cepa bacteriana, la formulación de la vacuna y la utilización o no de adyuvante (Prieta et 

al., 1993; Bercovier et al., 1997; Ravelo et al., 2006). Actualmente existen varias vacunas 

comerciales que representan una buena forma de prevención de la enfermedad, y que 

consisten en la aplicación de una bacterina por vía intraperitoneal a los peces con un peso 

mínimo de 50 gramos y a una temperatura del agua entre 12 y 14°C (Ghittino y Múzquiz, 

1998, Brudeseth et al., 2013). La vacunación intraperitoneal supone un incremento en los 

gastos de producción, así como un estrés para los peces derivado de la manipulación que 

conlleva. Las vacunas orales representan una alternativa a la vacunación intraperitoneal, sin 

embargo, las vacunas orales desarrolladas hasta el momento frente a la lactococosis no 

garantizan una correcta inmunización (Romalde et al., 2004). 

 

Otra alternativa que se está estudiando en los últimos años para la prevención de la 

lactococosis es la utilización de probióticos. La acción de los probióticos se fundamenta en 

la colonización rápida y focalizada del intestino del animal compitiendo con otras bacterias 

por nutrientes esenciales, en la producción de sustancias antimicrobianas como 

bacteriocinas y en el estímulo de la inmunidad innata, limitando así las capacidades de 

adherencia y colonización de los patógenos en el hospedador (Balcázar et al., 2007). Se ha 

demostrado que la administración como suplemento alimenticio de cepas de 

microorganismos como Aeromonas sobria, Leuconostoc mesenteroides y Lactobacillus 

plantarum aisladas del tracto digestivo de salmónidos sanos provocaba un descenso 

acusado de la mortalidad por lactococosis en los peces tratados (Brunt et al., 2005, Vendrell 

et al., 2008).  
 

1.2.2. Patógeno humano y agente potencialmente zoonótico  
 

Aunque la mayor importancia clínica de L. garvieae reside en su incidencia en la 

acuicultura, desde su descripción en 1983 como agente productor de mastitis bovina 

(Garvie et al., 1981;  Collins et al., 1983), esta bacteria ha sido relacionada con varios casos 

de infecciones intra-mamarias en ganado bovino (Texeira et al., 1996; Carvalho et al., 1997;  

Devriese et al., 1999; Vela et al., 2000; Wyder et al., 2011; Tejedor et al., 2011). Además, se 

ha descrito el aislamiento de L. garvieae en diversas muestras clínicas de otros mamíferos: 

tonsilas de perros y vaca, tejido conjuntivo de tortuga (Pot et al., 1996), músculo y riñón de 

delfín mular (Evans et al., 2006), y de procesos neumónicos y pericarditis en cerdos 

(Tejedor et al., 2011). La importancia de L. garvieae como agente patógeno humano está 
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aumentando en los últimos años debido al creciente número de casos en los que se aísla e 

identifica esta bacteria. Es muy probable que la incidencia real de infecciones por L. 

garvieae en humanos haya sido infravalorada, debido a las dificultades para distinguir los 

géneros Lactococcus y Enterococcus mediante las técnicas bioquímicas de identificación 

bacteriana de uso rutinario en hospitales, siendo necesarias técnicas más precisas para su 

correcta identificación (Aspiroz et al., 2007; Russo et al., 2012). Algunos hospitales han 

incorporado ya en sus laboratorios nuevos paneles de identificación que incluyen a L. 

garvieae, como los nuevos paneles Vitek2 System (bioMérieux). No obstante, es 

conveniente que los resultados de identificación sean corroborados mediante técnicas 

moleculares como PCR y secuenciación del gen del ARN ribosómico 16S (Zlotkin et al., 1998) 

o por MALDI-148-TOF-MS (Navas et al., 2013). 

 

Los primeros casos descritos en la literatura de infecciones en humanos causadas por 

L. garvieae fueron referidos a principios de los años 90, describiendo a L. garvieae como 

agente causal de varios casos de endocarditis (Furutan et al., 1991). Se han descrito 

diferentes tipos de infecciones causadas por L. garvieae en humanos hasta el momento, 

siendo la endocarditis la más frecuente con más de la mitad de los casos referidos en total 

(Tabla 1). L. garvieae también ha sido descrito como agente causal de casos de septicemia, 

peritonitis, absceso hepático, osteomielitis, espondilodiscitis, infección de prótesis de 

cadera y colecistitis acalculosa (Tabla 1). Actualmente, L. garvieae es considerado como un 

patógeno oportunista en humanos, definiéndose como principales factores de riesgo ante 

la infección: la edad avanzada, las enfermedades cardiovasculares y/o la colocación de 

válvulas prostéticas, las alteraciones en el tracto gastrointestinal, y los estados de 

inmunosupresión (Russo et al., 2012). Sin embargo, la capacidad de infectar y causar 

procesos clínicos en individuos inmunocompetentes ha quedado demostrada en algunos de 

los casos clínicos descritos (Li et al., 2008; Chan et al., 2011; Wang et al., 2007; Watanabe et 

al., 2011). El aumento de casos clínicos en el hombre asociados a infecciones por L. 

garvieae es especialmente significativo en los últimos años, como muestra el hecho de que 

el 50 % de los casos descritos se hayan publicado entre los años 2011-2013 (Figura 3). 
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Tabla 1. Casos de infección por L. garvieae en humanos descritos en la literatura desde 1991.  
 

Tipo de 
infección 
 

 Referencias Factores de riesgo/Comorbilidades 
 

Fuente de infección hipotética 

Endocarditis Furutan et al., 1991  Información no disponible  

 Fefer et al., 1998  
 
 

Edad avanzada, cardiopatías, marcapasos, dos 
prótesis de válvulas cardíacas, tratamiento con 
antiácidos, hipotiroidismo 

 
 
 

 Fihman et al., 2006  
 

Edad avanzada, dos prótesis de válvulas 
cardíacas, úlcera duodenal 

 
 
  Vinh et al., 2006 

 
 

Edad avanzada, enfermedad coronaria, cirugía 
de eliminación de pólipos malignos en el colon 

 
 
  Yiu et al., 2007  

 
Enfermedad reumática del corazón, 
endocarditis infecciosa previa 

Consumo de pescado 
 

 Wang et al., 2007  
 

Edad avanzada, prolapso de válvula mitral, 
úlcera gástrica, piedras en riñón 

Consumo de pescado crudo 
 

 Li et al., 2008  
 

Ninguno 
 

Contacto con pescado (chef) 

 Zuily et al., 2011  
 

Prótesis válvula cardíaca, marcapasos, pólipos 
en el colon, cirrosis 

Consumo de marisco 

 Wilbring et al., 2011  
 
 

Prótesis válvula cardíaca, periodontitis crónica Contacto con pescado 
(trabajador de piscifactoría) 

 Watanabe et al., 2011  
 

Ninguno  

 Hirakawa et al., 2011  Prótesis válvula cardíaca, hipertensión, 
diabetes, dislipemia 

Contacto con pescado 
(perforación gingival con 
espina) 

 Fleming et al., 2012  Linfoma, diabetes, prótesis válvula cardíaca Consumo de pescado 

 Russo et al., 2012  Tres prótesis de válvulas cardíacas, 
diverticulosis 

Consumo de alimentos 
contaminados 

 Navas et al., 2013 Prótesis válvula cardíaca, diabetes, EPOC  

Septicemia  Wang et al., 2007  
 

Estenosis esofágica, interposición del colon 
 

Consumo de pescado 

 Wang et al., 2007 
 

Diverticulosis, asma, hipotiroidismo, 
hipertensión arterial 

 

 Aspiroz et al., 2007  Edad avanzada, pancreatitis  

 Nadrah et al., 2011  
 
 
 

Edad avanzada, tres prótesis en válvulas 
cardíacas, marcapasos, enfermedad 
diverticular, anemia, esofagitis, hipotiroidismo 

 

 Fog-Moller y 
Andersen, 2012 

Información no disponible  

Peritonitis Wang et al., 2007 Perforación intestinal Consumo de pescado crudo 

 Chao et al., 2013 Nefropatía, diálisis peritoneal Consumo de alimentos 
contaminados 

Absceso 
hepático   

Mofredj et al., 2000 Edad avanzada, carcinoma, prótesis biliar   

Osteomielitis  James et al., 2000 Dos prótesis de válvulas cardíacas  

Espondilodiscitis  Chan et al., 2011 Gastritis  

Infección en 
prótesis de 
cadera  

Aubin et al., 2011 Obesidad, cardiomiopatía isquémica, 
hemocromatosis, hipertensión arterial, 
diabetes, alcoholismo 

Contacto con pescado 
(pescadera) 

Colecistitis 
acalculosa  

Kim et al.,2013 Hígado graso, ulcera gástrica Contacto con pescado 
(pescador) 
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En los últimos años se ha llegado a relacionar alguno de los citados casos con el 

contacto con pescado (Li et al., 2008; Aubin et al., 2011; Hirakawa et al., 2011; Wilbring et 

al., 2011) o con  el consumo de alimentos contaminados con L. garvieae (Wang et al., 2007; 

Russo et al., 2012). Se ha sugerido como probable vía de infección la ingestión de 

alimentos, especialmente pescado crudo o productos lácteos contaminados con L. 

garvieae, con el posterior paso al torrente sanguíneo de la bacteria debido a alteraciones 

anatómicas o fisiológicas del tracto gastrointestinal, y desde aquí, la extensión de la 

infección a órganos distantes donde existen patologías previas (Chan et al., 2011). Así, se ha 

descrito como uno de los factores de riesgo más importantes la coexistencia de 

alteraciones anatómicas o fisiológicas del tracto gastrointestinal con otros defectos previos 

locales como alteraciones de las válvulas cardíacas (Chan et al., 2011; Russo et al., 2012) 

(Tabla 1). 

 

 
Figura 3. Evolución del número de casos de infección en el hombre por L. garvieae descritos en la 

literatura. 

1.2.3. Mecanismos de patogenicidad  
 

A pesar de la creciente importancia de L. garvieae tanto en medicina veterinaria 

como humana, el conocimiento sobre los mecanismos implicados en la patogenicidad de 

esta bacteria es aún limitado.  

 

Los primeros trabajos dirigidos al estudio de los factores de virulencia de L. garvieae 

se realizaron en los años 80, describiéndose la implicación de posibles toxinas que poseían 

capacidad para reproducir la sintomatología clínica al inyectarlas en peces sanos (Kimura y 

Kusuda, 1982). A finales de los años 80 se consiguió identificar una toxina extracelular 
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similar a la estreptolisina O y que estaría implicada en la actividad hemolítica de la bacteria 

(Kusuda y Hamaguchi, 1988). Recientemente se han identificado en el genoma de varias 

cepas de L. garvieae genes que codifican hemolisinas que podrían estar implicadas en la 

septicemia hemorrágica que se produce durante la infección en peces (Reimundo Díaz-

Fierros, 2011; Miyauchi et al., 2012).  

 

Por otra parte, se ha descrito la presencia de sideróforos en L. garvieae que podrían 

estar implicados en la captación de hierro durante la infección (Schmidtke y Carson, 2003). 

Los sistemas de captación de hierro son importantes para las bacterias patógenas durante 

la infección, ya que el hierro es un elemento esencial para su supervivencia y los niveles 

disponibles de éste son muy imitados en el hospedador (Wandersman y Deleperaire, 2004). 

Así, se han descrito sistemas eficientes para la captación de hierro en bacterias patógenas 

de peces, con un papel importante en su virulencia (Magariños et al., 1994; Lemos y Osorio 

2007; Zou et al., 2010).  

 

La presencia de cápsula celular se ha asociado a la virulencia de L. garvieae, 

demostrándose que los serotipos capsulados son más virulentos que los no capsulados 

(Barnes et al., 2002, Ooyama et al., 2002; Kang et al., 2004; Kawanishi, et al., 2007). La 

cápsula se considera un factor de virulencia esencial en bacterias, ya que proporciona 

protección frente a la opsonización y la fagocitosis, procesos implicados en la respuesta 

inmunitaria frente a las bacterias por parte del hospedador. Un análisis de serotipos 

capsulados y no capsulados de L. garvieae demostró la existencia de un mayor número de 

antígenos de superficie en los no capsulados, lo cual estaría directamente relacionado una 

mayor respuesta inmunitaria por parte del hospedador ante el serotipo no capsulado (Shin 

et al., 2007). Recientemente se ha conseguido identificar una isla genómica que contiene 

los genes necesarios para la síntesis de cápsula en un cepa de L. garvieae aislada de un caso 

clínico de peces, que no estaban presentes en los aislados no patógenos analizados 

(Miyauchi et al., 2012).  

 

También se ha descrito la presencia de apéndices similares a fimbrias en aislados de 

L. garvieae. Estas bacterias presentaban una cápsula fina, y eran más virulentas que los 

aislados no capsulados, pero menos que los aislados con una cápsula totalmente 

desarrollada (Hirokawa et al., 2004). Las fimbrias constituyen un factor de virulencia 

importante en estreptococos patógenos, ya que juegan un papel crucial en la adherencia a 

los tejidos del hospedador (Soriani y Telford, 2010).  
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La expresión de factores de adherencia constituye un proceso clave en el inicio de la 

infección, permitiendo que las bacterias se unan a receptores en los diferentes tejidos del 

hospedador y promoviendo la colonización de dichos tejidos (Nobbs et al., 2009). Se ha 

propuesto que la propagación y progresión de la infección por L. garvieae en trucha tiene 

como prerrequisito la colonización de la mucosa intestinal (Kusuda y Kawai, 1982; 

Taniguchi, 1982).  En este sentido, algunos estudios realizados sugieren que los 

glicoesfingolípidos de la membrana plasmática de las células eucariotas actuarían como 

receptores para L. garvieae en los tejidos del hospedador (Shima et al., 2006). Además, se 

ha descrito que esta bacteria posee una elevada capacidad de adhesión a células 

intestinales, epiteliales y hepáticas de trucha (Vendrell et al., 2009). La secuenciación del 

genoma de varias cepas de L. garvieae ha permitido identificar varios genes que codifican 

proteínas potencialmente implicadas en la adhesión y/o internalización en tejidos del 

hospedador, como proteínas de unión a mucina, colágeno, fibrinógeno y fibronectina; así 

como genes que codifican productos proteicos homólogos a sortasas y a proteínas con 

dominios LPxTG de la familia internalina. Así pues, parece que existen genes que codifican 

proteínas de adhesión cuya presencia en el genoma, además, es específica en función del 

origen de la cepa (Reimundo et al., 2011a; Miyauchi et al., 2012). 

 

Recientemente se han identificado algunos genes implicados en el establecimiento y 

desarrollo de la infección por L. garvieae en trucha mediante la técnica de mutagénesis de 

marcaje (Menéndez et al., 2007). Uno de los hallazgos más importantes de este trabajo fue 

la identificación del gen dltA, perteneciente al operón dlt y encargado de incorporar D-

alanina a los ácidos teicoicos y lipoteicocicos de la pared celular bacteriana. En estudios 

posteriores se consiguió caracterizar estructural y funcionalmente el operón dltABCD 

completo y se concluyó el gen dltA tiene un papel determinante en la proliferación de L. 

garvieae dentro del hospedador (Reimundo et al., 2009). 

1.3. Naturaleza ubicua de L. garvieae  
 

Además de su implicación en procesos clínicos en diferentes especies animales y el 

hombre, L. garvieae se aísla frecuentemente a partir de numerosas muestras biológicas y 

ambientales. Así, se ha descrito su presencia en heces de gatos, caballos (Pot et al., 1996) y 

perros (Ren et al., 2011), intestino de aves (Tejedor, 2008; Borrero et al., 2011), piel de rana 

toro (Mendoza et al., 2012), suelos (Klijn et al., 1995) y aguas de ríos y de depuradoras 

(Vela et al., 2000; Tejedor, 2008), considerándose a L. garvieae como una bacteria muy 

ubicua. 
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Actualmente, la mayor importancia de L. garvieae fuera del contexto clínico reside en 

su presencia en diversos tipos de alimentos destinados al consumo humano y animal. L. 

garvieae se aísla frecuentemente a partir de leche cruda y derivados lácteos, así como de 

carne cruda y productos cárnicos procesados de cerdo y ave. También ha sido aislado de 

otro tipo de alimentos destinados al consumo humano como verduras, y alimentos para 

animales como productos derivados del pescado, harinas de pescado y alimento 

fermentado para cerdos (Tabla 2).  

 

Tabla 2. Presencia de L. garvieae en alimentos destinados al consumo humano y animal. 
 

Grupo de alimentos 
 

Alimento Referencias 

Leche  Leche cruda de vaca Klijn et al., 1995; Villani et al., 

2001; Lafarge et al., 2004; Fortina 

et al., 2007; Tejedor, 2008; 

Delgado et al., 2013 

 Leche cruda de cabra Callon et al., 2007 

 Leche cruda de oveja Prodromou et al., 2001 

 Leche cruda de yegua An et al., 2004  

Derivados lácteos Queso de cabra, Grecia 

Quesos de vaca, España 

 

Quesos de vaca, Italia 

 

Queso de vaca, Egipto 

Leche de búfalo fermentada, Egipto 

Leche fermentada, Serbia 

Quesos de oveja, Irán 

Leches fermentadas de vaca, oveja y cabra, 

Jordania 

Hatzikamari et al., 1999 

Flórez y Mayo, 2006; Alegría et al., 

2009 

Fortina et al., 2007; Foschino et 

al., 2008 

El-Baradei et al., 2007  

El-Baradei et al., 2008 

Jokovic et al., 2008  

Edalatian et al., 2012 

Alrabadi, 2012 

Carne y productos 

cárnicos 

Carne de pollo 

Morcilla de Burgos 

Salchichas de cerdo fermentadas 

Carne de cerdo y pollo 

Salchichas de cerdo fermentadas 

Carne de pavo y salchicha de cerdo 

Barakat et al., 2000  

Santos et al., 2005  

Rantsiou et al., 2005  

Aquilanti et al., 2007  

Toshukowong et al., 2012  

Ricci et al., 2013 

Vegetales Rábano 

Brócoli 

Kawanishi et al., 2007 

Kawanishi et al., 2007 

Alimento para animales Derivados de pescado para alimento de peces 

Harinas de pescado 

Alimento fermentado para cerdos 

Yasunaga et al., 1982 

Tejedor, 2008  

Olstorpe et al., 2008 

 

  



CAPÍTULO I                                                                                                                              

 

 

 

14 

El interés de L. garvieae en el contexto de la industria alimentaria está aumentando 

en los últimos años al observarse su participación en las fermentaciones de productos 

lácteos y cárnicos, en los que contribuye al desarrollo de las características organolépticas 

de los productos finales (Rantsiou et al., 2005; Santos et al., 2005; Fortina et al., 2007; 

Alegría et al., 2009). En el año 2010 se describió por primera vez a L. garvieae como 

componente de la microbiota intestinal en humanos (Kubota et al., 2010), sugiriéndose que 

este microorganismo podría formar parte de la microbiota intestinal, o de aquellas 

bacterias de tránsito que se ingieren con los alimentos. La elevada ubicuidad de L. garvieae 

y su frecuente aislamiento a partir de alimentos han llevado a algunos autores a plantearse 

los riesgos potenciales en materia de seguridad alimentaria que podrían derivarse de la 

presencia en alimentos de cepas patógenas de esta bacteria (Fortina et al., 2007; Foschino 

et al., 2008). Así, se han estudiado las diferencias genéticas entre cepas procedentes de 

diversos nichos ecológicos con el fin de detectar marcadores genéticos que sean capaces de 

distinguir entre cepas de diferentes orígenes, lo que podría resultar útil en materia de 

seguridad alimentaria. En este sentido se han propuesto la capacidad de metabolizar la 

lactosa y la presencia del gen de la fosfo-beta-galactosidasa (lacG) como marcadores para 

distinguir entre cepas no patógenas de origen láctico y cepas clínicas de peces (Fortina et 

al., 2009).  

1.4. Variabilidad genética intra-especie en L. garvieae  
 

El desarrollo de técnicas moleculares durante la última década ha permitido el 

estudio de la estructura de poblaciones microbianas incluidas en una misma especie. El 

estudio de la variabilidad intra-especie de una bacteria nos acerca a la comprensión de su 

fisiología y a la reconstrucción de su historia evolutiva, además de permitir profundizar en 

el conocimiento de los factores de virulencia en el caso de las bacterias patógenas.  

 

Los primeros trabajos enfocados a la caracterización genética de aislados de L. 

garvieae de diferentes orígenes mostraron una elevada diversidad entre los aislados de 

ambientes terrestres, mientras que entre los aislados acuáticos se observó cierta 

homogeneidad genética (Vela et al., 2000; Kawanishi et al., 2006; Tejedor, 2008). En otros 

estudios se han incluido aislados procedentes de un amplio rango de orígenes y se ha 

evidenciado una elevada heterogenicidad genética intra-especie en L. garvieae (Fortina et 

al., 2007; Reimundo Díaz-Fierros, 2011; Tejedor et al., 2011, Ferrario et al., 2012).  
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En general, se ha comprobado que los aislados clínicos procedentes de peces 

afectados por lactococosis forman grupos relacionados estrechamente a nivel genético en 

función de la zona geográfica de procedencia (Ravelo et al., 2003; Eyngor et al., 2004, 

Reimundo Díaz-Fierros, 2011; Tejedor, 2008). Sin embargo, fuera del ámbito de la 

lactococosis en peces (donde la homogeneidad genética estaría relacionada con una 

elevada adaptación al hospedador), los aislados de orígenes diversos presentan una 

elevada heterogenicidad genética, característica que se corresponde con la naturaleza 

ubicua de L. garvieae  y con el carácter esporádico de las infecciones en otros 

hospedadores (Tejedor et al., 2011).  

 

Por otra parte, las características genéticas únicas de aislados causantes de 

infecciones en el hombre han sido también objeto de estudio. En el año 2011, mediante la 

técnica de hibridación sustractiva supresora se consiguieron identificar genes presentes en 

un aislado humano ausentes en uno de trucha (Reimundo et al., 2011a); posteriormente se 

comprobó que la gran mayoría de estos genes, únicos del aislado humano, estaban también 

presentes en otra cepa de origen humano, sugiriéndose que los aislados humanos poseen 

características genéticas únicas que pueden estar relacionadas con la capacidad de causar 

infección el hombre (Miyauchi et al., 2012). 

 

En los últimos trabajos publicados en los que se aborda el estudio de la diversidad 

genética intra-especie, se han llevado a cabo análisis filogenéticos que han conducido a 

proponer la existencia de dos líneas genómicas independientes de L. garvieae que se 

habrían separado tempranamente, y que después habrían dado lugar a la aparición de 

diversos genotipos como consecuencia de la presión selectiva ejercida por los estímulos 

ambientales relacionados con nichos ecológicos específicos (Ferrario et al., 2012).   
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2. Aproximaciones geno micas para el estudio de la 

biologí a bacteriana 

Los enormes avances tecnológicos surgidos en el campo de la Biología Molecular 

durante las últimas décadas han provocado un gran cambio en la experimentación 

biológica, permitiendo el paso de las aproximaciones “gen a gen”, en las que en un 

experimento se estudiaba un solo gen o un operón, hacia la posibilidad de realizar estudios 

globales, en los que se analizan miles de genes o incluso genomas completos en un solo 

experimento. La aplicación masiva de este tipo de tecnologías durante los últimos años 

hace que se defina la época científica actual como “la era genómica”. La explosión en la 

cantidad de datos generados ha requerido el soporte de la Bioinformática para su correcta 

explotación, lo que ha llevado a que en la actualidad la Genómica y la Bioinformática estén 

profundamente entrelazadas. 

2.1. Secuenciación de genomas bacterianos  
 

La secuenciación de un genoma por completo es el primer paso en la aplicación de 

las aproximaciones globales o genómicas. Desde la liberación de la secuencia del genoma 

humano en el año 2000, la capacidad y la velocidad de generación de datos genómicos han 

experimentado un aumento exponencial. De forma simultánea, los costes de la tecnología 

de secuenciación genómica han ido disminuyendo, mientras que la eficacia de esta 

tecnología es mayor cada día. Las nuevas y altamente eficientes tecnologías de 

secuenciación, llamadas Next-Generation Sequencing (NGS) o secuenciación de última 

generación, se han convertido en técnicas accesibles y a precios competitivos en el 

mercado. 

 El primer genoma microbiano secuenciado fue el de Haemophilus influenzae, y en la 

publicación asociada a estos resultados se describía una nueva técnica de secuenciación 

genómica llamada Whole Genome Shotgun (WGS) sequencing (Fleischmann et al., 1995). 

Desde entonces, un gran número de genomas bacterianos han sido secuenciados mediante 

esta estrategia que, brevemente, consiste en generar lecturas a partir de localizaciones al 

azar a lo largo de genoma que después se ordenan usando técnicas bioinformáticas en 

función del solapamiento de fragmentos entre las lecturas. Actualmente, según la base de 

datos Genomes Online Database (GOLD), existen más de 30.000 proyectos de secuenciación 

genómica registrados, de los cuales el 80% corresponden a genomas bacterianos. Del total 
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de estos proyectos de secuenciación de bacterias, el 46% son genomas completos, es decir, 

que ya se han concluido y se dispone de los genomas completamente ensamblados; el 14% 

son secuencias genómicas incompletas y el 40% restante los representan proyectos que 

están en progreso de secuenciación (Figura 4).  

 

 

Figura 4. Proyectos de secuenciación genómica registrados hasta noviembre de 2013 según la base 

de datos GOLD. 

 

La secuenciación del genoma de un microorganismo resulta una herramienta valiosa 

para la obtención de información fundamental acerca su biología, así como para una 

comprensión detallada de la evolución microbiana. Además, en el caso de los 

microorganismos patógenos, puede proporcionar información sobre sus mecanismos de 

patogenicidad, ya que permite identificar genes cuyos productos tienen un papel en el 

desarrollo de la infección, lo cual puede dirigir el diseño de estrategias para el control, el 

diagnóstico y la prevención de las enfermedades que producen. La secuenciación genómica 

de varias cepas de una misma especie o de especies filogenéticamente cercanas también 

proporciona información sobre las relaciones evolutivas entre ellas. La disponibilidad de 

genomas completos y el desarrollo de grandes bases de datos de secuencias, así como de 

herramientas bioinformáticas para su análisis, han facilitado el desarrollo de la genómica 

comparativa. La genómica comparativa aplicada al estudio de genomas microbianos, por 

ejemplo en el caso de una cepa patógena y una no patógena del mismo microorganismo, 

puede proporcionar datos importantes sobre los elementos genéticos responsables de la 

infección, así como las posibles presiones evolutivas que pueden haber influido en las 

diferencias entre dichas cepas (Guzmán et al., 2008).  
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La secuenciación de un genoma bacteriano completo es una tarea multidisciplinar 

que incluye, en general, los siguientes pasos: clonaje del genoma en fragmentos, obtención 

de la secuencia de dichos fragmentos, ensamblado de las secuencias obtenidas y anotación 

y análisis de las mismas mediante el uso de herramientas bioinformáticas. 

 

2.1.1. Obtención de la secuencia genómica: tecnologías de secuenciación 

de última generación 
 

Los métodos de secuenciación de última generación o de ultrasecuenciación se basan 

en una “secuenciación masiva paralela”, llamada así porque permite secuenciar millones de 

fragmentos de ADN de forma simultánea. Las tecnologías de ultrasecuenciación que 

dominan el mercado actualmente se denominan “de segunda generación”, para 

diferenciarlas de la primera generación de métodos de secuenciación basados en el método 

de Sanger (Sanger et al., 1977). Esta tecnología de última generación incluye básicamente 

los procesos de preparación de la muestra, secuenciado, y obtención y análisis de datos. La 

preparación de la muestra incluye la ruptura al azar del ADN de interés en fragmentos 

pequeños, que después son unidos a un soporte como nanoesferas en suspensión o una 

interfaz sólida, dependiendo de la tecnología utilizada. La inmovilización en espacios 

separados de los fragmentos molde de ADN permite que se produzcan de manera 

simultánea entre miles y millones de reacciones de secuenciación mediante un proceso de 

sucesivas incorporaciones de nucleótidos, lavados y escaneados que recogen los datos de la 

secuencia. Las diferentes tecnologías disponibles se diferencian según la longitud de las 

lecturas que producen (Tabla 3) y la tecnología química específica que usan para secuenciar 

y leer las moléculas de ADN generadas (Luciani et al., 2012).  

La secuenciación de ADN es un área sometida a rápidos cambios de tecnología y 

plataformas, las cuales son continuamente actualizadas. Los grandes avances tecnológicos 

han permitido un gran aumento de la eficacia y velocidad de secuenciación, al mismo 

tiempo que ha disminuido su coste. Las desventajas de los métodos de secuenciación de 

última generación se deben a las cortas lecturas que generan y a una elevada tasa de error 

en determinados casos. Las llamadas tecnologías de tercera generación están ya 

irrumpiendo en el mercado y prometen una eficacia similar a las actuales, ofreciendo 

menor coste, lecturas más largas y novedosos métodos de lectura, lo que apunta a una 

nueva revolución en el campo de la secuenciación genómica (Henson et al., 2012).  
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Tabla 3.  Tecnologías de ultrasecuenciación disponibles en la actualidad y comparación de sus 

principales características. 

Plataforma Generación Tiempo 
aprox. 
por tanda 
 

Longitud de 
las lecturas 
(pb) 

Cobertura 
por tanda 

Errores típicos 

Roche 454 
http://www.my454.com/ 
 

Segunda 23 h 700 de 
media 
(hasta 1000) 

700 Mb Inserciones/ 
Deleciones (indels) en 
regiones 
homopoliméricas 
 

Illumina 
http://www.illumina.com
/systems.ilmn 
 

Segunda 9 días 100 600 Gb Errores de sustitución 
al final de lecturas 

SOLiD  
http://www.appliedbiosy
stems.com/absite/us/en/
home.html 
 

Segunda 9 días 75 77 Gb Errores de sustitución 

Ion torrent 
http://www.iontorrent.c
om/ 
 

Tercera 2 h 200 1 Gb Indels en regiones 
homopoliméricas 

Pacific Biosciences 
http://www.pacificbiosci
ences.com/ 
 

Tercera 1 día 2700  de 
media 
(hasta 5000) 

90 Mb Indels al azar 

 

A continuación se describen brevemente las tecnologías de secuenciación más 

utilizadas en la actualidad. 

2.1.1.1. Pirosecuenciación 454 

El primer equipo de secuenciación de última generación que apareció en el mercado 

fue el GS20, de 454 Life Sciences (Basel, Suiza) en el año 2005. Esta tecnología se basa en un 

sistema de pirosecuenciación paralela a gran escala, que consiste en la fijación de 

fragmentos de ADN, previamente nebulizados y ligados a secuencias adaptadoras, a 

nanoesferas de unión a ADN que se encuentran inmersas en una emulsión agua-aceite, de 

manera que cada uno de los fragmentos de ADN fijado a las nanoesferas se amplifica 

mediante PCR (emPCR o PCR en emulsión). La pirosecuenciación se produce después sobre 

un soporte sólido donde cada nanoesfera queda aislada en un poro, de manera que cada 

una de ellas genera la lectura de un fragmento (Figura 5). La última versión de este tipo de 

secuenciación (454 GS FLX Titanium XL+) es capaz de producir lecturas de una longitud 

media de 700 pares de bases, que pueden llegar hasta 1000. La producción de lecturas 

relativamente largas tiene grandes ventajas que permiten una gran variedad de 

aplicaciones, como la secuenciación de genomas completos de novo,  resecuenciación de 

genomas completos o de regiones de ADN de interés, metagenómica y análisis de ARN 

http://www.my454.com/
http://www.illumina.com/systems.ilmn
http://www.illumina.com/systems.ilmn
http://www.appliedbiosystems.com/absite/us/en/home.html
http://www.appliedbiosystems.com/absite/us/en/home.html
http://www.appliedbiosystems.com/absite/us/en/home.html
http://www.iontorrent.com/
http://www.iontorrent.com/
http://www.pacificbiosciences.com/
http://www.pacificbiosciences.com/
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(Henson et al., 2012). El error característico de esta tecnología es la generación de 

inserciones o deleciones en las zonas homopoliméricas (Luciani et al., 2012).  

 

Figura 5. Esquema de funcionamiento de la pirosecuenciación 454. Modificado de Metzker (2010). 

 

2.1.1.2. Tecnología Illumina 

La liberación del Analizador Genómico de Illumina (California, USA) en 2007 marcó 

una verdadera revolución en la secuenciación genómica, permitiendo que la generación de 

lecturas cortas llegara a tener aplicaciones significativas en este campo. Esta tecnología se 

basa en la secuenciación de terminación reversible de ciclo. Tras el fraccionamiento del 

genoma se realiza una amplificación clonal de los fragmentos sobre una superficie sólida, 

creando grupos de fragmentos clonados. La secuenciación de los millones de racimos de 

fragmentos de ADN se realiza mediante síntesis empleando nucleótidos marcados que 

contienen terminaciones reversibles, permitiendo que cada ciclo del proceso de 

secuenciación ocurra en presencia de los cuatro nucleótidos simultáneamente (Nieva-

Velasco, 2012). A diferencia de la pirosecuenciación, la extensión de la molécula de ADN se 

produce de nucleótido en nucleótido, de manera similar a la secuenciación clásica por el 

método de Sanger. Es un procedimiento más económico y potente que el 454, pero al 

generar lecturas de pequeño tamaño es incapaz de resolver repeticiones cortas. Las 

sustituciones de bases son los errores más típicos de esta tecnología. Debido a su elevada 

precisión y su bajo coste, esta tecnología se aplica con éxito en resecuenciación, 

ensamblado de novo y análisis y secuenciación de ARN. 

 

2.1.1.3. Tecnología SOLiD 

La tecnología SOLiD de Life Technologies (California, USA) realiza la secuenciación 

mediante ligación. Mediante este proceso una serie de oligonucleótidos de una longitud 

determinada se marcan de acuerdo a la posición a secuenciar. Los oligonucleótidos son 

después alineados y ligados, de manera que la preferencia de la enzima ADN ligasa por la 
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ligación de secuencias idénticas genera una señal que informa sobre la posición de cada 

nucleótido. La tecnología SOLiD genera más lecturas que sus competidoras, pero con una 

longitud de lectura menor. Su aplicación más eficiente es la del ensamblado de novo 

(Luciani et al., 2012). 

 

2.1.1.4. Tecnologías de secuenciación de tercera generación 

Mientras que las tecnologías de segunda generación están basadas típicamente en la 

obtención de secuencias a partir de la amplificación clonal de fragmentos, los métodos de 

tercera generación se basan en la lectura de una molécula única de ADN o ARN molde 

eliminando los pasos intermedios y generando secuencias de mayor tamaño que las 

anteriores (Henson et al., 2012). Algunos ejemplos son: Ion Torrent de Life Technologies 

(http://www.iontorrent.com/) y la plataforma de secuenciación a tiempo real de Pacific 

Biosciences (http://www.pacificbiosciences.com/). Estas tecnologías están experimentando 

un gran desarrollo en los últimos  años y prometen una secuenciación mucho más rápida y 

a menor coste.  

2.1.2. Ensamblado y anotación de genomas bacterianos 
 

El montaje o ensamblado de secuencias se refiere al alineamiento y mezcla de 

múltiples fragmentos de ADN para obtener una secuencia mucho mayor que reconstruya la 

original. El ensamblado de las secuencias continúa siendo uno de los problemas principales 

de la Bioinformática. Esto se debe, en gran parte, a que los métodos de secuenciación 

masiva producen en general lecturas de pequeño tamaño, que deben ser ordenadas y 

unidas para conformar la secuencia del genoma completo (Henson et al., 2012).   

Como se ha mencionado anteriormente, la estrategia más común para la 

secuenciación de un genoma completo es WGS (Whole Genome Shotgun). Esta 

aproximación implica la fragmentación al azar del genoma y su clonación para obtener una 

librería genómica que contiene los fragmentos que representan el genoma completo y que, 

después de secuenciados, han de ser ensamblados. Cada secuencia corta generada se 

denomina “lectura” o read. La secuencia original es reconstruida a partir de las lecturas 

mediante el empleo de herramientas bioinformáticas que se denominan “ensambladores”, 

los cuales son capaces de ensamblar las lecturas en función del solapamiento de sus 

secuencias, formando así los llamados “fragmentos contiguos” o contigs. Las secuencias no 

resueltas que se generan entre contigs se denominan “huecos” o gaps, y suelen generarse 

en zonas del genoma que contienen secuencias repetitivas. La existencia previa de un 
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genoma de referencia que representa a la especie a la que pertenece el organismo 

problema facilita el proceso de ensamblado. Por el contrario, ante una secuenciación de 

novo, el proceso de ensamblado resulta más complicado. Actualmente existen estrategias 

aplicables desde el diseño experimental del proceso de secuenciación que mejoran la 

habilidad de los ensambladores para reconstruir posteriormente la secuencia de ADN 

original correctamente. Dichas estrategias generan lecturas a partir de fragmentos de ADN 

que contienen secuencias adaptadoras en los extremos, dando lugar a lecturas apareadas 

que facilitan el ensamblado y que resultan muy útiles ante una secuenciación de novo. En 

función de la metodología existen dos tipos de estrategias: lecturas de tipo mate-pairs y 

lecturas de tipo paired-ends. Gracias a los datos generados mediante ambos tipos se hace 

posible el ordenamiento de los contigs, así como conocer la distancia genómica aproximada 

entre ellos. Una colección ordenada de contigs entre los que existen gaps de longitud 

conocida pero de secuencia desconocida constituye un scaffold (Nagarajan y Pop, 2013).  

Así, se genera un mapa genómico compuesto por una serie de contigs colocados en el 

orden correcto entre los que quedarán gaps no resueltos pero de longitud conocida (Figura 

6). El último paso para completar la secuencia genómica es el cierre de los gaps. 

Dependiendo del tamaño de los mismos, se pueden usar diferentes técnicas. Si el gap es 

pequeño (5-20 kb), lo más común es el uso de la PCR para amplificar y secuenciar la región 

en cuestión. Si el fragmento es mayor de 20 kb entonces será necesario clonarlo en un 

vector y secuenciar posteriormente el vector.  

Otro  aspecto importante para asegurar un buen proceso de ensamblado es la 

calidad de las secuencias generadas. Cada tecnología de secuenciación tiene su tasa de 

error característica, y para asegurar la fiabilidad de cada nucleótido asignado a una posición 

determinada del genoma es necesario obtener varias veces la información sobre dicha 

posición. El valor del número medio de veces que cada base del genoma está presente en 

las lecturas de secuenciación producidas se denomina “profundidad de cobertura” (depth 

of coverage, o simplemente, coverage) y es uno de los factores determinantes para evaluar 

la fiabilidad del ensamblado (Nagarajan y Pop, 2013).  
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Figura 6.  Fases en el proceso de ensamblado en una secuenciación genómica por shotgun unido al 

sistema de paired-ends. Modificado de Green (2001).  
 

Finalmente, una vez el genoma de un organismo ha sido secuenciado y ensamblado, 

la siguiente fase es la anotación del mismo. La anotación se define como el proceso 

mediante el cual la información estructural y funcional de un genoma es atribuida mediante 

la identificación de los de genes que contiene, y que se realiza en función de la similitud con 

secuencias previamente caracterizadas y liberadas en bases de datos públicas. Este es un 

proceso complejo que requiere la utilización de métodos bioinformáticos basados en 

diferentes aproximaciones y el acceso a bases de datos, lo que ha provocado el desarrollo 

de herramientas bioinformáticas que han de ser ejecutadas para poder obtener la máxima 

información de una secuencia genómica. Sin el desarrollo de la Bioinformática, la secuencia 

genómica de un organismo sería indescifrable.  

El primer paso en la anotación de un genoma es la búsqueda de genes, lo que resulta 

relativamente sencillo en el caso de un genoma procariota, debido a la elevada densidad de 

genes y a la ausencia de intrones. Las modernas herramientas bioinformáticas son capaces 

de realizar automáticamente la búsqueda de genes y a la vez apuntar otros parámetros 

estructurales del genoma, como la posición de ARNs de transferencia y ARNs ribosomales, 

así como el origen y el final de la replicación. La predicción de los posibles elementos que 

conforman el genoma sienta las bases para análisis posteriores, tales como la predicción de 

la función de cada gen. La predicción funcional se realiza generalmente mediante 

comparación frente a las bases de datos y búsqueda de genes y proteínas similares de 

función conocida o predicha. Sin embargo, este proceso puede llevar a errores en la 

anotación que son muy difíciles de detectar. Además, hay que tener en cuenta que la 

función de un gran número de genes, que puede llegar hasta una tercera parte en el caso 

de algunos organismos, es desconocida. Aunque algunos proyectos genómicos microbianos 

están bajo constante revisión, paralela a la aparición de nuevas herramientas 
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bioinformáticas de anotación, muchas de las anotaciones genómicas liberadas en las bases 

de datos nunca han sido revisadas (Guzmán et al., 2008).   

Una vez conocida la secuencia y la anotación de un genoma, es posible plantear 

estudios funcionales globales que analicen la expresión de los genes identificados. Una de 

las técnicas más aplicadas para los estudios funcionales globales durante los últimos años 

ha sido la tecnología de “micromatrices” de ADN, más conocidas como microarrays de ADN. 

El diseño y construcción de un microarray de ADN en el que se represente el genoma 

completo del organismo en cuestión permite el estudio de los elementos constituyentes de 

un genoma de manera global y paralela, tanto para su caracterización estructural mediante 

aproximaciones basadas en genómica comparativa, como para el estudio y comprensión 

funcional del mismo mediante la caracterización de los transcritos generados a partir de 

dicho genoma. En el siguiente apartado de esta Tesis se explica en qué consiste la 

tecnología de microarrays de ADN y cuáles son sus aplicaciones. 

 

2.2. Microarrays de ADN: principios y tecnologías 

Un microarray o chip de ADN se define como una colección de sondas de ADN 

organizadas en la superficie de un soporte sólido y que pueden ser enfrentadas a ácidos 

nucleicos diana previamente marcados para generar datos cualitativos (por ejemplo, 

presencia/ausencia de un gen) o cuantitativos (por ejemplo, niveles de expresión génica). 

La base de esta tecnología es la hibridación de ácidos nucleicos (ADN o ARN) a gran escala, 

permitiendo la realización de experimentos a escala genómica en los que se analiza la 

homología del ADN o la expresión de miles de genes en un solo experimento. Este tipo de 

abordaje ha provocado profundos cambios durante los últimos años en el campo de la 

investigación biológica, promoviendo, como ya se ha comentado anteriormente, el paso de 

las aproximaciones clásicas en las que se estudiaba un solo gen o un operón, hacia estudios 

globales en los que es posible el estudio del contenido y/o el análisis funcional de genomas 

completos. El desarrollo de esta tecnología ha sido paralelo al incremento en el número de 

genomas secuenciados, por lo que los microarrays de ADN se han convertido en una 

herramienta fundamental en las principales áreas de investigación en Microbiología, como 

son la fisiología, epidemiología, ecología, patogénesis y filogenia microbianas (Aguado y 

Blanco, 2007).  

En la publicación siguiente se describen los principios y las plataformas disponibles 

actualmente así como las aplicaciones y la metodología de la tecnología de microarrays de 

ADN.  
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Chapter 3 
DNA Microarrays: Principles and Technologies 
 

 
Abstract   A microarray is defined as a collection of microscopic features densely organized onto 

the surface of a solid support that can be probed with target molecules chemically labeled to 
produce either quantitative or qualitative data. For biological applications, the features that make up 
the array can be DNA, RNA, proteins, polysaccharides, lipids, small organic compounds, or even 
whole cells. DNA microarray technology is the most popular and well-developed usage of 
microarrays. It has allowed researchers to perform large-scale quantitative experiments and has 
contributed to fundamental changes in the way to perform biological research, moving from a gene-
by-gene approach to global or genome-wide systemic studies. 
 
 

Keywords   DNA microarray technologies • Microarray methodologies • Microarray applications 

 
 

3.1 Introduction 
 

The idea of performing biological reactions with one spatially immobilized reagent is not new. 
In 1975, Edwin Southern described a technique that transformed molecular biology. Later during the 
1980s, researchers began to work on a technique in which molecules of a known identity were 
immobilized on a membrane or slide and the solution to be tested was labeled and hybridized to the 
surface. Such arrays were used in DNA mapping and sequencing. This work concluded with a 
publication by Fodor et al. in 1991 about a new technology called Affymax (later Affymetrix). The 
paper described protein and nucleotide arrays, their production using photolithography, and their 
applications. 
 

In 1995, Schena et al. introduced the word “microarray” for the first time. Initially, the 
technique was greatly limited, but the amount of sequencing data began to grow rapidly and the 
power of microarrays increased tremendously. By the mid-1990s, scientists had extended microarray 
capabilities by using them to study gene expression levels of hundreds of genes simultaneously, and 
in the process established microarrays as a viable and flexible molecular biology tool. The twenty 
first century has witnessed an explosion in microarray-based publications, as researchers find more 
and more uses for the technology. It is difficult to find an issue of a contemporary biology journal 
that does not mention microarray technology (Wheelan et al. 2008). 
 
 

3.2 DNA Microarray Principles and Technologies 
 

The fundamental basis of DNA microarray technology involves the parallel hybridization of a 
mixture of nucleic acids (targets) with thousands of individual nucleic acids species (probes). Probes 
have a specific location on the array (spot or feature) so they can be identified by their spatial 
position in a single experiment. The probe sequences are immobilized in a tightly packed manner so 
that it is possible to place many different probes on a single small surface. While the probes are 
immobilized, the targets are deposited as a solution onto the array in order to hybridize. The target 
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sample is usually labeled with a fluorescent dye that can be detected by a light scanner that scans 
the surface of the microarray. The key to microarray technology is that a probe is detected at a level 
proportional to the amount of its target present in the labeled extract. 
 

DNA microarrays have been widely used for gene expression profiling and genotype analysis. 
Observing all the microarray spots at the same time gives the profile of a sample; in the most 
common application of DNA microarrays, the target sample is mRNA and the total microarray image 
represents the transcriptional profile of the sample (de Rinaldis and Lahm 2006). Although mRNA 
expression profiling is the dominant application for DNA microarrays, they are also used in genomic 
DNA analyses such as the detection of alternatively spliced variants, the epigenetic status of the 
genome, DNA copy number changes and sequence polymorphisms, or to detect DNA–protein 
interactions. The potential applications include the analysis and characterization of any reaction 
product composed of nucleotide sequences (Shiu and Borevitz 2008). Due to advances in 
manufacture, robotics, and bioinformatics, microarray technology has continued to improve in terms 
of efficiency, reproducibility, sensitivity, and specificity. These improvements have allowed 
microarrays to transition from strictly the research setting to clinical diagnostic applications (Miller 
and Tang 2009). In addition to the ability to examine a large number of genes in parallel, the success 
of microarrays can be attributed to the versatility and flexibility of array designs. Currently, many 
microarray platforms are available, and custom array designs are possible and relatively cost-
efficient. DNA microarray technology can be classified according to the method used for the 
deposition of the probe sequences onto the solid surface. This can be done by presynthesis (printed 
microarrays) or in situ synthesis (in situ-synthesized oligonucleotide microarrays). The solid surface 
used varies depending on the type of microarray employed. 

 

There are downsides to microarray technology. Microarrays are still expensive, and more 
importantly, microarray experiments generate enormous amounts of complex data that are not 
analyzed easily. There is currently no consensus about how many repetitions need to be done, 
although the number fortunately appears to be low. The cost of arrays is independent of the cost of 
the reagents (Cy3 and Cy5 are expensive). The array scanner and workstation, the time and effort of 
a technician 
and an analyst, and of course the cost associated with the time spent doing the experiment in the 
first place must all be added to the cost of microarray experimentation (Wheelan et al. 2008). 
 
 

3.2.1 Printed DNA Microarrays 
 

Arrays based on presynthesis of the probes are known as spotted or printed arrays because 
the probes are “printed” or spotted onto the microarray surface. In this technology, a robot spotter 
is used to place small quantities of a probe in solution on the microarray surface (commonly a glass 
microscope slide). Glass slides are an attractive medium for microarrays because they are 
economical, stable during high temperatures and stringent washes, nonporous (allowing for efficient 
kinetics during hybridization), and have minimal background fluorescence (de Rinaldis and Lahm 
2006). 

 

The probe spots can be applied by either noncontact or contact printing. A noncontact printer 
shoots small droplets of probe solution onto the glass slide. In contact printing, each print pin 
directly applies the probe solution onto the microarray surface. The result is the application of probe 
solution to create spots of 100–150 mm. Control for cross-contamination and consistency during the 
printing process is crucial to preserve the reliability of the microarray and consequent hybridization 
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data. Due to the relatively large size of the features, printed microarrays are of lower density 
(10,000–30,000 spots) than in situ-synthesized microarrays or high-density bead arrays, but offer 
considerably more features than suspension bead arrays (Miller and Tang 2009). The main 
advantage of the presynthesis of oligos is the ability to generate arrays with specifically desired 
sequences. The presynthesis technology is often used in small laboratories that want to have the 
freedom to target specific sequences, which are often not standard, and therefore need to design 
their own chips. This flexibility allows even the spotting of unknown DNA sequences, which can be 
essential for particular experimental designs. 

 

According to the nature of the probe, printed arrays can be classified as doublestranded DNA 
microarrays or oligonucleotide microarrays. For double-stranded (ds) DNA microarrays, the probes 
consist of amplification products (amplicons) obtained by PCR using primers designed from a known 
genomic sequence, shotgun library clones, or cDNA. The double-stranded amplicons are denatured 
to allow the probes to be available for hybridization. Amplicons can be attached to the glass slide 
surface either by the electrostatic interaction between the negative charge of the phosphate 
backbone of the DNA and a positively charged coating on the slide surface or by UV-cross-linked 
covalent bonds between the thymidine bases in the DNA and amine groups on treated slides. A 200–
800-bp dsDNA probe is recommended, but larger fragments of up to 1.3 kb in length also work. In a 
typical microarray design, each probe corresponds to one gene. PCR amplicons for microarrays 
should produce a high yield and specificity and no contamination (nonspecific amplification or 
contaminants that autofluoresce themselves or affect the attachment of targets to the microarray 
surface). Nevertheless, the generation of whole-genome DNA microarrays by high-throughput PCR 
amplification is a very laborious process, and dsDNA probes generally have high sensitivity but suffer 
in specificity. Extensive quality control by gel electrophoresis, product purification, and repetition of 
dropout reactions is necessary (Ehrenreich 2006). The ultimate assessment of probe specificity 
requires sequencing the products. Decreased specificity can be beneficial when analyzing a genomic 
sequence rich in natural polymorphisms, but it is disadvantageous when trying to discriminate 
between highly similar target sequences. Moreover, high specifi city is necessary for clinical 
diagnostic applications (Miller and Tang 2009). Two advantages that spotted dsDNA microarrays 
have are their higher hybridization sensitivity and their lower cost. 

 

Oligonucleotide spotted microarray probes consists of short chemically synthesized 
sequences. Usually, the length of the probes ranges from 25 to 80 bp but may be as long as 150 bp 
for gene expression microarrays. Using oligonucleotides as probes is an alternative to double-
stranded DNA because fewer errors are introduced during probe synthesis and it allows for the 
testing of small genomic regions, including polymorphisms. A decreased probe length may adversely 
affect the sensitivity compared to dsDNA probes, but the specificity is greater when short specific 
genomic regions are interrogated. Moreover, longer probes have higher melting temperatures and 
greater mismatch tolerance, leading to decreased specificity. Generally, the larger the length of the 
probe, the stronger the hybridization signal and the higher the sensitivity. Because of the small size 
of the probes in general, oligonucleotides are commonly attached to the slide surface by covalent 
coupling. Otherwise, a significant amount of probes would be lost during hybridization and washing. 
To achieve covalent linkage, slides are commonly coated with compounds with aldehyde or epoxy 
functional groups. Oligonucleotides are attached to the microarray surface via a modified 5 ¢ or 3 ¢ 
end. This increases the availability of the probe sequences for hybridization with potential targets, 
because they are not fixed to the surface by the nucleic acid backbone or by individual bases. A 
further improvement in sensitivity can be achieved by inserting spacer molecules between the 
oligonucleotides and the slide surface (most commonly a 5’ amino group) (Ehrenreich 2006). Despite 



CAPÍTULO I                                                                                                                              

 

 

 

30 

being easier to manufacture than dsDNA probes, oligonucleotide probes need to be designed 
carefully so that all the probes have similar melting temperatures (within a range of 5°C) and lack 
palindromic sequences. 
 

Printed microarrays are relatively simple and inexpensive compared to in situsynthesized 
microarrays. Setting up microarray facilities is costly and requires a dedicated space in which the 
environment is well controlled (dust, humidity, temperature, ozone levels, etc.). However, if 
microarray core facilities are available at research centers and/or universities, these challenges don’t 
affect the individual researchers as much. The huge scale of amplicon production along with the 
issues of quality control, information management, efficiency, and accuracy are the main difficulties 
in the manufacturing of printed dsDNA microarrays. Moreover, the design of oligonucleotide probes 
is laborious, and errors introduced during probe synthesis are a problem. There are a great number 
of commercially available whole-genome printed microarrays for select organisms. Additionally, 
printed dsDNA microarrays are important for the study of organisms that have not been fully 
sequenced. 
 
 

3.2.2 In Situ-Synthesized Oligonucleotide Microarrays  
 

For microarrays synthesized in situ, the manufacturing steps of cloning, amplification by PCR, 
and probe spotting are not necessary. This offers an important advantage by reducing the noise and 
variability of the system. Most array manufacturers offer standard ready-to-use chips designed for 
monitoring the expression profiles or the genotype of many common organisms such as human, 
mouse, rat, or yeast. In this case, the customer is not responsible for the complex problems of probe 
design or attaching the probes to the chip.  

 

In situ-synthesized arrays are high-density microarrays that, like oligonucleotide printed 
arrays, use oligonucleotide probes. In contrast to printed oligonucleotide arrays, however, the 
oligonucleotide probes are synthesized directly on the surface of the microarray. 

 

Arrays generated by this approach achieve DNA oligonucleotide synthesis by successive 
rounds of deprotection from UV light with many photolithographic masks. By combining solid-phase 
chemistry and photolithography, extremely highdensity oligonucleotide arrays containing more than 
10 6 features can be manufactured. GeneChips (Affymetrix) are the most commonly known. In situ-
synthesized probes are usually short (20–25 bp), and typically, multiple probes per target are 
included to improve the sensitivity, specifi city, and statistical accuracy. The use of probe sets is 
common to increase the specificity. A probe set includes one perfect match probe and one mismatch 
probe that contains a 1-bp difference in the middle position of the probe. Results from the exact 
probe versus the mismatched probe can therefore be used to detect and eliminate cross-
hybridization. 

 

GeneChips oligonucleotide probes (Affymetrix) are synthesized using semiconductor-based 
photochemical synthesis. There are synthetic linkers on the quartz surface modified with light-
sensitive protecting groups. Consequently, the microarray surface is chemically protected from a 
nucleotide attachment until deprotected by light. Once the array surface is exposed to UV light, 
reactive nucleotides modified with a photolabile protecting group can be added to growing 
oligonucleotide chains. Photolithographic masks are used to target specific nucleotides to exact 
probe sites. Each photolithographic mask has a defi ned pattern of windows, which act as a filter to 
either transmit or block UV light. Areas of the microarray surface in which UV light has been blocked 
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will remain protected from the addition of nucleotides, whereas areas exposed to light will be 
deprotected, and specific nucleotides can be added. The pattern of windows in each mask directs 
the order of nucleotide addition. In situ probe synthesis is therefore achieved through the repeated 
cycling of masking, light exposure, and the addition of either A, C, T, or G bases to the growing 
oligonucleotides (Miller and Tang 2009).  
 

Roche NimbleGen and Agilent Technologies are other important manufactures of high-density 
oligonucleotide microarrays. In both platforms, the oligonucleotide probes used are longer (60–100 
bp). NimbleGen microarrays can contain more than 10 6 features, and different formats per slide are 
available, such as 1 × 2.1 million features, 3 × 720,000 features, 1 × 385,000 features, 4 × 72,000 
features, and 12 × 135,000 features. Agilent microarrays are available in the following formats: 
SurePrint G3 formats (8 × 60,000 features, 4 × 180,000 features, 2 × 400,000 features, and 1 × 
1,000,000 features), and SurePrint HD formats (8 × 15,000 features, 4 × 44,000 features, 2 × 105,000 
features, and 1 × 244,000 features).  

 

While NimbleGen manufactures probes by maskless photo-mediated synthesis similar to the 
process used for Genechips, Agilent employs inkjet technology for in situ synthesis. Affymetrix and 
NimbleGen microarray technologies use quartz wafers, while Agilent microarrays use glass slides and 
inkjet printing, which eliminates the need for either lithographic or digital masks. Unlike Affymetrix 
chips, which are hybridized with only one labeled target, the NimbleGen and Agilent platforms allow 
multicolor hybridizations and the use of longer oligonucleotides, thus increasing sensitivity. 

 

Synthesized microarrays depend on commercial manufacturing because of the complexity 
behind chemical synthesis and the high cost involved in their production. The number of microbial 
genome microarrays that are commercially available for gene expression studies is continually 
growing. For specific applications, synthesized oligonucleotide arrays can be designed and ordered 
as custom microarrays. A custom Affymetrix microarray can be quite expensive, and the inflexibility 
of its custom mask makes the use of an Affymetrix-synthesized array impractical for some 
applications. In contrast, the NimbleGen and Agilent platforms are easily customized with an unique 
oligonucleotide sequence content. In addition, a web-based tool provided by Agilent called eArray 
allows users to design custom microarrays with no minimum manufacturing batch size requirements, 
making Agilent microarrays a primary choice for homebrew and pilot applications. The major 
advantages to these systems are the reproducibility of the manufacturing process and the 
standardization of reagents, instrumentation, and data analysis. Oligonucleotide microarrays 
generally allow much cleaner downstream hybridization data than amplicon-based microarrays. 
With oligonucleotide arrays, the ability to standardize probe concentrations and hybridization 
temperatures has resulted in considerable improvements in the accuracy and reproducibility of 
microarray data (Miller and Tang 2009). 
 
 

3.2.3 Suspension Bead Arrays 
 

Suspension bead arrays are three-dimensional arrays based on the use of microscopic 
polystyrene spheres as a solid support and flow cytometry for bead and target detection. 
Multiplexing is accomplished by using different microsphere sets based on color (Miller and Tang 
2009). 

 

The current generation of commercially available suspension bead arrays (LabMap System, 
Luminex) offers a 100-element array that uses a flow cytometer for analysis of the microspheres in 
suspension. The flow cytometer provides a method to simultaneously detect DNA-binding events on 
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each microsphere. Two spectrally distinct fluorophores are incorporated on polystyrene 
microspheres (FlowMetrix Beads). Using defined ratios of these fluorophores, a suspension 
microarray is created consisting of up to 100 different microsphere sets. The flow cytometer 
provides two lasers for simultaneous excitation of both fluorophores. A third fluorophore coupled to 
the reporter molecule quantifies the biomolecular interaction that has occurred on the surface of 
each microsphere. A suspension of microspheres is individualized by the hydrodynamic focusing 
effect of a flow cell. High-speed digital signal processing classifies the microspheres according to 
their spectral properties and thus is able to quantify the reaction on the surface. For each analyte, a 
defined quantity of microspheres is added to the sample. After mixing and incubating the analytes 
and microspheres, the detector molecules are added. A centrifugation or filtration step is needed 
after incubation to separate the unbound components. The washed bead suspension is directly read 
with the flow cytometer (Seidel and Niessner 2008). 
 

Although the feature density of suspension bead arrays is the lowest of the platforms that 
have been reviewed here, the relative simplicity, powerful multiplexing capabilities, and relatively 
low cost make this platform the most practical system for high-throughput nucleic acid detection in 
applications such as clinical diagnosis of infectious diseases (Miller and Tang 2009). 
 
 

3.2.4 High-Density Bead Arrays 
 

BeadArrays (Illumina) offer an attractive substrate for the high-density detection of target 
nucleic acids. BeadArrays are based on 3- mm silica beads that randomly self-assemble onto one of 
two available substrates: the Sentrix Array Matrix (SAM) or the Sentrix BeadChip. The SAM contains 
96 1.4-mm fiber-optic bundles. Each bundle is an individual array consisting of 50,000 5- mm light-
conducting fibers, each of which is chemically fixed to create a microwell for a single bead. Each SAM 
allows the analysis of 96 independent samples. The Sentrix BeadChip is used to assay 1–16 samples 
at the same time on a silicon slide that has been processed by microelectromechanical systems 
technology to provide microwells for individual beads. BeadChips are more appropriate for very 
high-density applications such as whole-genome genotyping and for determining genome-wide 
single-nucleotide polymorphisms. In BeadArrays technology, the beads randomly separate to their 
final location on the array so the bead location must be mapped, which is in contrast to the known 
locations of printed or in situ-synthesized microarrays. The mapping is accomplished by a decoding 
process. Each bead has approximately 700,000 copies of a unique capture oligonucleotide covalently 
attached to it, which acts as the bead’s identifier. After a series of hybridization and rinse steps, 
fluorescently labeled complementary oligonucleotides bind to their specific bead sequence, making 
the identification of the bead location possible (Seidel and Niessner 2008; Miller and Tang 2009). 
This decoding process offers the additional advantage of the quality control provided for each 
feature of the microarray. Since each manufactured microarray will not be identical, BeadArrays 
have built-in redundancy, which provides a crucial experimental control for inter-microarray 
comparative data (Miller and Tang 2009). BeadArrays have been successfully used for DNA 
methylation studies, gene expression profiling, and SNP genotyping. 

 
 

3.3 Microarray Approaches and Applications 
 

Regardless of the technology used, the final aim of any microarray assay is to provide a 
measure for each probe of the relative abundance of the complementary target in the sample of 
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interest. When well designed, microarrays can answer a huge number of questions with a single 
experiment or can increase the scope of an experiment to previously inaccessible levels (Wheelan et 
al. 2008). Thus, microarrays have been successfully used in a variety of applications, including 
sequencing, single-nucleotide polymorphism (SNP) detection, characterization of protein–DNA 
interactions, DNA computing, and others. However, mRNA profiling applications currently dominate 
microarray usage because of the amount of information that can be obtained about the functions of 
genes in cells and tissues. Applications can be divided into two main classes: mRNA gene expression 
profiling and analysis of genomic DNA. 
 
 

3.3.1 mRNA Gene Expression Profiling 
 

Undoubtedly, the most often used application of DNA microarray technology is transcription 
analysis. The transcriptome, or the entire set of genes transcribed in a specific cell at a given time 
under defined conditions, can effectively be analyzed using DNA microarrays. However, it is essential 
to spend some time thinking about exactly what type of gene expression changes are expected and 
in what type of cells those changes would be best detected. Microarray experiments are relatively 
easy to perform, but poor experimental design may yield results that are difficult or impossible to 
interpret (Ness 2006). 

 
•       Case versus control studies. The most common and basic question in DNA microarray 

experiments is whether genes appear to be upregulated or downregulated between two or 
more groups of samples. This type of analysis is essential because it provides the simplest 
characterization of the specific molecular differences associated with a specific biological 
effect. These signatures can be used to generate new hypotheses and guide the design of 
further experiments (Trevino et al. 2007). Treating a cell line or microorganism with a specific 
treatment condition generates immediate and rapid changes in gene expression that can be 
detected with microarray assays (Ness 2006). When comparing two biological conditions such 
as disease state vs. normal state, genes that are differentially expressed in the disease state 
can be identified and hypotheses can be made to identify the genes that play a causal role in 
the development of the disease. If the transcriptional data are also confirmed at the protein 
level, these genes can potentially pose an interest as candidates for drug targets in 
pharmaceutical research. Ideally, drugs could be designed to specifically inhibit any particular 
gene, protein, or signaling cascade, and if the target is specifically expressed in the diseased 
tissue, there is less chance of causing undesirable effects (de Rinaldis 2006). Simple case vs. 
control studies have given way to more powerful experimental designs to suggest targets and 
illuminate disease mechanisms. 

 
•       Comparison of samples. Microarray technology offers a rapid and sensitive way to compare 

gene expression profiles in tumors from different individuals as a potential clinical tool to 
identify which types of tumors might respond better to a particular treatment or for 
identifying patients with better or worse prognoses. Such information could be particularly 
helpful to make decisions about which therapeutic options are most appropriate. 
Nevertheless, these studies involve quite complex data and statistical analyses. Additionally, 
successful clinical studies require balanced cohorts designed by qualified biostatisticians to 
avoid common pitfalls and artifacts (Ness 2006). 
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•      Functional response patterns. The power of expression profiling is most evident in experiments 
that explore a systematically varied set of conditions. Data redundancy is provided by 
sampling a smoothly varying process. Co-regulation of genes across a set of biological 
conditions can reveal functional gene groups (Stoughton 2005). These co-regulation–based 
groupings are a fairly accepted way to gain functional information using the “guilt by 
association” inference. In other words, a gene of unknown function is predicted to be 
associated with a functional role if its expression pattern is similar to that of a gene of known 
function (Quackenbush 2003). 

 
•       Studying pathways and biological gene networks. While standard gene expression analysis 

looks at each gene as an independent entity, pathways analysis is designed for the 
identification of coordinated changes in expression, affecting many genes at the same time. 
The idea at the basis of the various approaches and tools for pathway analysis is that of 
characterizing the behavior of groups of genes that act in concert to carry out a specific 
function. Defined gene sets can include annotation-based groups of genes belonging to the 
same functional category/pathway or can derive from the analysis of independent expression 
data, like clusters of co-expressed genes, genes expressed in a particular tissue type or in 
particular conditions (de Rinaldis and Lahm 2006). 

 
 

3.3.2 Analysis of Genomic DNA 
 

Genomes constantly experience expansion, contraction, and other changes due to events 
such as deletion, insertion, translocation, and inversion. These changes can be identified through 
comparative genomic hybridization (CGH), where DNA sequence differences throughout the entire 
genome are monitored by comparing differentially labeled test DNA and reference DNA (Shiu and 
Borevitz 2008). 

 
•       Genotyping. The rapid acquisition of genetic information was one of the original objectives of 

the development of Affymetrix microarray technology. In 1996, Chee et al. demonstrated a 
method of resequencing for point mutations using microarrays, which currently has become 
an established technique. The baseline method involves short probes complementary to 
every N-mer of the baseline target sequence along with additional probes with each of the 
four nucleotides at the putative mutation position. Each of these also can be paired with a 
“mismatch” probe to control for nonspecific hybridization. Chips have been designed for 
mutation detection in genes of particular interest to human health, showing the promise of 
these methods and also the difficulties associated with false detections when the underlying 
mutation rates are low (Stoughton 2005). 

 
•     Detailed characterization of microbial pathogens. By enabling parallel interrogation of 

pathogen genomes, microarrays offer promising improvements in the diagnosis of infectious 
diseases, monitoring of emerging infections, and examining the safety of food, water, and air 
(Stoughton 2005). Probes targeted to specific genes are used to detect the presence of 
virulence factors, antigenic determinants, and drug resistance determinants as well as to 
closely resolve related species of bacteria. Probes designed for genes of a baseline strain can 
be used to characterize and compare the genomes of test strains via competitive 
hybridization. CGH can be conducted both within species and between species to discover 
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instances of gene gain or loss. CGH is not restricted to genes, since arrays with nongenic 
sequences or even whole genomes are commercially available for several model organisms or 
can be fabricated on demand (Shiu and Borevitz 2008). Host–microbe interactions also could 
be studied in detail using a combination of genomic analysis of the pathogen and expression 
profiling of host immune cells (Stoughton 2005). 

 
 

3.4 Microarray Methodologies 
 

Microarray technology allows simultaneous massive parallel determination and multiple 
measurements of a variety of binding events. Moreover, it has the advantage of requiring a small 
amount of material, and it may easily be automated with the possibility of saving a great deal of 
time. 

 

In a typical expression microarray experiment, the system relies on measuring the absolute 
intensity of the labeled target from each sample. In a one-color strategy, mRNA from one type of 
cells or tissues is isolated and reverse-transcribed to cDNA to avoid degradation. Usually, 
fluorescently labeled nucleotides are incorporated during the reverse transcription. After the 
labeling, cDNAs are hybridized on the microarray, which is then analyzed by a laser scanner, and the 
intensity of each feature is measured. 

 
 

 
Fig. 3.1 Steps of a two-color approach strategy to do a comparative genomic hybridization 
experiment with DNA microarrays. 
 
 

A different commonly used technique to measure gene expression involves RNA isolation 
from two separate samples. This is the two-color approach strategy, a comparative hybridization 
experiment between two samples. In this technique, the two different samples are each labeled with 
two different dyes that fluoresce at nonoverlapping wavelengths (typically, Cy3 and Cy5 are used). 
The two pools of labeled cDNAs are mixed and then hybridized on the array. If expression levels are 
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similar for both samples, then both Cy3- and Cy5-labeled cDNA are present, resulting in a yellow-
colored spot. If expression levels from the Cy5-labeled cDNA are higher, then a red spot will appear. 
On the contrary, if expression levels from the Cy3- labeled cDNA are higher, then a green spot will be 
observed (Fig. 3.1). 

 
 

3.4.1 Sample Preparation 
 

There are many variations in the protocol for isolating and amplifying target nucleic acid. In 
the case of mRNA profiling, either mRNA or total RNA can be the starting material for amplification. 
In prokaryotes, mRNA purification is problematic because the nucleic acid lacks 3’ polyadenylation, 
and there are no widely adopted protocols for selectively labeling the mRNA. Due to the lack of 
polyadenylation, random priming has to be used with either hexamers or nonamers. Thus, only total 
RNA can be labeled, resulting in a higher background and requiring a substantially higher amount of 
total RNA to be added to the labeling reaction. New protocols trying to solve this problem have been 
developed, such as preparing polyadenylated mRNA from prokaryotes; however, they have not been 
widely adopted. An additional problem in working with prokaryotic mRNA is its higher instability 
compared with eukaryotic mRNA. This instability demands special care during the preparation of 
prokaryotic RNA to avoid producing artifacts. It is possible to miss the expression of certain genes 
simply because of degradation of the corresponding mRNA during the experiment (Ehrenreich 2006). 
Good-quality total bacterial RNA can be prepared with commercial kits such as RNeasy (Qiagen), but 
the quality should be checked with a Bioanalyzer (Agilent Technologies) that expresses the RNA 
quality in the form of an RNA integrity number (RIN). RNA with a value higher than 8 on the RIN scale 
of 0–10 is considered suitable for hybridization.  

 

Labeling molecules or modified nucleotides capable of being tagged with a labeling molecule 
can be incorporated during the synthesis of amplification products. In the Affymetrix protocol, the 
labeling takes place after hybridization. When the amount of sample material is scarce, an 
amplification step is needed. Nucleic acid amplification can be accomplished through reverse 
transcription of RNA followed by linear amplification via in vitro transcription (IVT) and/or 
polymerase chain reaction (PCR). Amplification can be 3’ -biased or full-length, and this decision 
influences the process of probe design. 3’ -Biased amplification methods take advantage of the 
ability to prime from polyadenylation sequences found in eukaryotic transcripts. Full-length 
amplification tends to employ random priming of the target molecules, either because poly(A) 
sequences do not exist (prokaryotic organisms) or because of a desire to obtain amplification 
product lengths that are more representative of the complete target sequences. The final product to 
be hybridized to the array can be either cDNA or cRNA. Linear and modest amplification, as well as 
post-synthetic incorporation of labels, are usually associated with more reproducible data. cDNA–
DNA hybridizations are likely to suffer less from cross-hybridization, although the binding energies 
tend to be lower than those of cRNA–DNA duplexes (Stoughton 2005). 

 
 

3.4.2 Hybridization 
 

During hybridization, complementary sequences should be able to find each other. The 
fundamental parameters are time, stringency, concentration, and complexity of the sample and 
density of available binding sites. Other factors include the distribution of fragment lengths, steric 
effects of dye molecules, and surface chemistry. The optimization of stringency involves choosing 
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conditions in which, for most probes, perfect match duplexes have a high occupancy compared to 
mismatch duplexes. Overall, any given target sequence will pair and dissociate many times during 
the hybridization reaction, staying longer at high-binding-energy well-matched duplexes than in 
poorly matched duplexes. During this annealing, specificity increases over time as the reaction 
approaches equilibrium. In fact, the progression with time can be used to distinguish specific from 
nonspecific binding. Generally, long hybridization times at a relatively high stringency are required to 
obtain the best specificity (Stoughton 2005). 
 

The hybridization of DNA microarrays can be done in two different ways. The classical 
approach includes placing the labeled target on a slide and carefully covering it. This requires some 
degree of skill to prevent gradients in hybridization and to avoid air bubbles. A hybridization 
chamber is usually needed to keep the temperature and humidity constant. Hybridization 
temperatures range from 40°C to 65°C depending on several factors, including the organism studied, 
the hybridization buffer composition, and the technology used. The hybridization temperature is 
critical for oligonucleotide microarrays and has to be carefully optimized. Hybridization solutions 
contain saline sodium citrate (SSC), sodium dodecyl sulfate (SDS) as detergent, nonspecific DNA such 
as salmon sperm DNA, blocking reagents to reduce the background like bovine serum albumin (BSA) 
or Denhardt’s reagent, and labeled cDNA from the samples. Other factors such as agitation, 
microfluidic circulation (Affymetrix system), sonication, and the use of surfactants or buffers have 
the potential to speed up and improve hybridization. Washing off the unbound sample after 
hybridization is a crucial step. Stringency must be optimized here as well. More stringent washing 
steps are performed at the end of the washing procedure, which can be achieved by either 
decreasing the ionic strength or increasing the washing temperature (Ehrenreich 2006). Finally, the 
slides are dried and scanned within several hours after hybridization, because the fluorescence signal 
deteriorates with time. It is important to protect the slides from high levels of atmospheric ozone 
due to the sensitivity of some dyes (particularly during the drying step when the array surface is 
exposed to the air). 

 

Automatic array hybridization stations are an alternative to the classical approach. The 
hybridization and washing steps are achieved by running programmed protocols. The results do not 
depend on the skill of the researcher and are very reproducible. Since the hybridization and washing 
conditions have to be fi ne-tuned according to the chemistry of the slide, the conditions are most 
easily optimized when a large number of arrays based on the same chemistry have to be handled 
identically. This is the case of the Affymetrix system. 

 
 

3.4.3 Image Capture 
 

After hybridization, the slide is read by a scanner, which consists of a device similar to a 
fluorescence microscope coupled with a laser, robotics, and a digital camera to record the 
fluorescent emission. Fluorescent labeling and detection on microarrays have replaced radioactive 
labeling because of the higher sensitivity and the fact that nonradioactive labeling is much easier and 
safer to handle. The amount of signal detected is presumed to be proportional to the amount of dye 
at each feature in the microarray and hence proportional to the target nucleic acid concentration of 
the complementary sequence in the sample. The output is a monochromatic digital image file 
typically in TIFF format for each fluorescent dye. False-color images containing red, green, and 
yellow are reconstructed by specialized software for visualization purposes only (Trevino et al. 2007). 
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Scanning of the fluorescent hybridization signal can be done with CCD imaging using filtered 
white light illumination. However, nowadays, it is common to use laser confocal scanners. The laser 
confocal approach has fundamental advantages, such as better signal-to-background ratios and less 
photobleaching of the labels (Stoughton 2005). In addition to scanners specific for Affymetrix 
technology, leading manufacturers of scanners include Agilent Technologies, Axon Instruments, and 
Genomic Solutions. Most devices have lasers and filter sets that are compatible with common 
fluorescent label pairs such as Cy3 and Cy5. Usually, scanners possess their own image processing 
software to reduce the raw images to spot intensities. 

 

New labeling options, such as quantum dots and plasmon resonance particles, may finally 
allow efficiency as good as single-molecule detection and reduce requirements in amplification and 
quantity of biological sample input. Plasmon surface resonance (PSR) detection of molecular binding 
is potentially a way to scan microarrays without using any label, although this has yet to produce any 
commercial systems. PSR is an optical technique that investigates what happens at the interface of a 
thin metal-coated prism in contact with a solution, which is used to determine refractive index 
changes at the surface. When light is incident on the prism side at a particular angle (resonance 
angle), the intensity of the reflected light is at its minimum. In the presence of biomolecules on the 
metal surface, this angle variation is very sensitive. Changes in reflectivity give a signal that is 
proportional to the mass of the biomolecules bound to the surface. To detect one molecule, such as 
a DNA target, the ligand (probe) is immobilized onto the surface. As the target binds to the ligand, 
the mass and the refractive index increase; thus, detection of binding can be achieved without any 
label (Sassolas et al. 2008). 
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2.3. La Bioinformática y los datos genómicos y transcriptómicos 

Durante los últimos años, la generación de gran cantidad de datos derivados del 

desarrollo de las técnicas de Biología Molecular ha provocado la aparición de nuevos 

desafíos para los investigadores, que han de ser capaces de procesar eficientemente dichos 

datos. En este contexto es necesario contar con herramientas que permitan la gestión, el 

análisis y la interpretación de los datos generados, lo que ha propiciado un gran desarrollo 

en el campo de la Bioinformática. La Bioinformática se define como la aplicación de la 

tecnología de computación en el manejo y análisis de datos biológicos. Es por tanto, un 

área multidisciplinar cuyo objetivo último es descifrar la valiosa información contenida en 

las grandes masas de datos procedentes de la investigación biológica, para poder así 

obtener una comprensión más clara de la biología de los organismos. El desarrollo de la 

Bioinformática ha supuesto un profundo impacto en campos tan importantes como el de la 

Microbiología y la salud humana y animal, entre otros. 

Uno de los primeros campos de avance de la Bioinformática fue el desarrollo de 

repositorios o bases de datos biológicos en los que almacenar de una forma estructurada 

los datos procedentes de diferentes áreas dentro del campo de la Biología Molecular. Las 

principales publicaciones científicas requieren el depósito de los resultados asociados a 

cualquier trabajo de investigación en una base de datos, así como la utilización de 

estándares para su depósito, en caso de que existan. En los últimos años existe una 

necesidad creciente de estandarización, que ha surgido de la mano del gran aumento en la 

cantidad de datos que generan las técnicas genómicas. En este sentido, el proyecto MIBBI 

(Minimum Information for Biological and Biomedical Investigations) de Biosharing (Taylor et 

al., 2008) fue creado como una guía para el establecimiento de estándares que garanticen 

la verificación, el análisis y la interpretación correcta de la información procedente de la 

experimentación biológica del conjunto de la comunidad científica. Existen tres principales 

bases de datos públicas de secuencias de ADN: la europea ENA (European Nucleotide 

Archive) del EMBL-EBI (European Molecular Biology Laboratory – European Bioinformatics 

Institute) (Leinonen et al., 2011), la americana GenBank del NCBI (National Center for 

Biotechnology Information) (Benson et al., 2013) y la japonesa DDBJ (DNA Databank of 

Japan) (Kosuge et al., 2013). En todas ellas se puede encontrar la misma información sobre 

secuencias de ADN de cualquier organismo, que pueden ser desde secuencias nucleotídicas 

de fragmentos concretos de pequeño tamaño, hasta genomas completamente 

secuenciados, si bien el formato de los registros varía entre ellas. UniProt (Universal 

Protein) (UniProt Consortium, 2013) es un repositorio central de secuencias e información 

funcional de proteínas que aúna la información de las bases de datos Swiss-Prot (del 

Instituto Suizo de Bioinformática), TrEMBL (del EBI) y PIR (Protein Information Resource) de 
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la Universidad de Georgetown, lo que la ha convertido en el recurso líder mundial de 

almacenamiento de información sobre proteínas. La existencia de estas bases de datos ha 

supuesto un importante impulso para el desarrollo de herramientas bioinformáticas. En la 

actualidad, el análisis de secuencias incluye aspectos tales como la identificación 

automática de genes y sus estructuras (conocidos como gene finding y gene prediction), la 

identificación de polimorfismos y mutaciones genéticas o el alineamiento y comparación de 

secuencias (tanto de genes como de proteínas), siendo este último tipo de análisis uno de 

los más comúnmente empleados para distintos fines. Entre las herramientas de 

alineamiento y comparación de secuencias, BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del 

NCBI (Altschul et al., 1990) es una de las más utilizadas. 

2.3.1. Bases de datos y análisis de datos genómicos y de microarrays 
 

La aplicación durante las últimas décadas de tecnologías moleculares globales como 

la secuenciación de última generación y los microarrays de ADN, ha supuesto la generación 

y el análisis de una gran cantidad de información, propiciando que la época que vivimos se 

haya definido como “la era genómica”. Algunos científicos apuntan incluso a que 

actualmente estamos viviendo “la era posgenómica”, en la que la comunidad científica 

trata de extraer toda la información posible de los datos generados durante “la era 

genómica”. El análisis bioinformático de datos genómicos representa en la actualidad un 

área amplísima de aplicación de la Bioinformática, cubriendo aspectos fundamentales en el 

desarrollo de la presente Tesis Doctoral, tales como el ensamblado y la anotación durante 

el proceso de secuenciación genómica, los análisis cualitativos de genómica comparativa, y 

el análisis cuantitativo de los análisis de genómica funcional. También aborda otras áreas, 

como la integración y modelización a diferentes niveles de los diversos datos “-ómicos” 

mediante aproximaciones de biología de sistemas.  

En la sección 2.1, dedicada a la secuenciación de genomas, ya se han mencionado 

algunos de los aspectos bioinformáticos asociados con los procesos de secuenciación y 

anotación de las secuencias genómicas. Existen numerosas herramientas que se usan en las 

diferentes fases de análisis de datos generados en la secuenciación de un genoma, como las 

que permiten el ensamblado de las secuencias, la búsqueda de genes y la anotación 

automática de los genomas una vez ensamblados, así como las dirigidas a la comparación 

de diferentes genomas y que resultan muy útiles en el campo de la genómica comparativa y 

la filogenia. Además de estas herramientas, existen bases de datos genómicos que además 

de contener la información sobre las secuencias de los genomas y su anotación,  integran 

otros aspectos: regulación de la transcripción genómica; niveles de expresión de RNAs, 
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proteínas o metabolitos; interacciones entre moléculas; y rutas metabólicas y de 

señalización y sus interacciones. Una de las bases de datos genómicos más usadas en la 

interpretación de datos genómicos es la del KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes), ya que integra gran cantidad de información a diferentes niveles biológicos 

(Kanehisa et al., 2012). La integración de toda esta información hace posible el estudio de la 

Biología y de los procesos biológicos mediante lo que se ha definido como Biología de 

Sistemas, en la que se emplean los datos obtenidos para generar modelos integradores que 

expliquen los procesos biológicos como conjunto en lugar de como la suma de sus partes 

estudiadas individualmente. 

Los datos capturados mediante microarrays de ADN se han convertido en un caso 

excepcional debido a la gran cantidad de información sobre diferentes procesos biológicos 

que éstos son capaces de generar. Los microarrays han supuesto un ejemplo del impacto de 

las nuevas tecnologías en la necesidad de crear estándares que permitan compartir los 

datos experimentales de una manera homogénea y efectiva para su publicación, tanto en la 

literatura como en las bases de datos públicas. En este sentido, MIAME (Minimum 

Information About a Microarray Experiment) es un estándar creado por la Sociedad FGED 

(Functional Genomics Data) (Brazma et al., 2001) para la reposición de datos provenientes 

de experimentos con microarrays, que define la información necesaria para una correcta 

interpretación de los resultados, así como para asegurar su reproducibilidad, pero sin 

especificar el formato. Normalmente el formato dependerá de la base de datos donde 

vayan a ser depositados los resultados, siendo las más utilizadas: ArrayExpress del EMBL-

EBI (Rustici et al., 2013) y GEO (Gene Expression Omnibus) del NCBI (Barrett et al., 2013). 

La Bioinformática resulta esencial en cada una de las fases de la experimentación con 

microarrays de ADN. Para la fase de diseño existen aplicaciones informáticas específicas 

necesarias para un adecuado diseño de las sondas del microarray. El análisis de los datos 

generados por el escaneado del microarray tras la hibridación resulta una fase compleja 

que requiere el uso de diferentes herramientas para la obtención de imágenes, su 

transformación en datos numéricos, y finalmente el análisis y la gestión de dichos datos. En 

este caso, las herramientas deben permitir un correcto procesado que prepare los datos 

cuantitativos para un análisis estadístico que permita una interpretación biológica correcta. 

Existen numerosas aplicaciones bioinformáticas para el análisis de datos de microarrays, y 

el uso de una u otra normalmente depende del tipo de aplicación (análisis de expresión o 

genotipado) (López-Campos et al., 2012). Por último, es importante destacar que para un 

buen aprovechamiento de los datos generados mediante el uso de microarrays es 

necesario un nivel adecuado de formación y experiencia de los investigadores que permitan 

el correcto manejo e interpretación de la información.   
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3. Objetivos 

 

Lactococcus garvieae es un microorganismo bien conocido por su importancia 

como patógeno de peces, y causante también de infecciones en otras especies, incluida la 

humana. Su naturaleza ubicua, y principalmente su potencial carácter zoonótico, hacen de 

esta bacteria un patógeno de interés creciente tanto en medicina veterinaria como 

humana. A pesar de ello, el conocimiento sobre el contenido genético de este patógeno 

resultaba muy limitado hasta hace pocos años, por lo que se planteó como objetivo general 

de la presente Tesis Doctoral el estudio del genoma de L. garvieae y su análisis funcional. 

Para ello, se han desarrollado los siguientes objetivos concretos: 

 

 Análisis del contenido genómico de L. garvieae mediante hibridación genómica 

comparativa inter-especie utilizando microarrays de ADN. 

 

 Evaluación de la utilidad de biomarcadores descritos (gen de la foso-beta-

galactosidasa-lacG y utilización de la lactosa) para la clasificación de aislados de 

L. garvieae en función de su origen.  

 

 Determinación del contenido genómico de L. garvieae mediante secuenciación  

de dos cepas de origen clínico aisladas de lactococosis de trucha arcoíris 

(Lg8831) y de septicemia humana (Lg21881).  

 

 Caracterización molecular y funcional de los plásmidos presentes en la cepa 

Lg21881. 

 

 Análisis funcional del genoma de Lg8831 y Lg21881 mediante el estudio de sus 

perfiles de expresión en respuesta a la temperatura utilizando microarrays de 

ADN. 
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Resumen 

Lactococcus garvieae es un patógeno bacteriano que afecta a diferentes especies de 

animales y al hombre. A pesar de su amplia distribución y su significación clínica, hasta hace 

pocos años existía una falta de conocimiento casi total sobre el contenido genético de esta 

bacteria. Si bien la secuenciación del genoma representa una buena aproximación para el 

conocimiento del contenido genético de cualquier microorganismo, en el año 2007 la 

secuenciación genómica resultaba aún una cara y relativamente lenta. Por ello, la 

tecnología de microarrays de ADN representaba una alternativa a la secuenciación 

completa del genoma. En los últimos años varios estudios han demostrado que la 

Hibridación Genómica Comparativa (CGH: Comparative Genomic Hybridization) mediante 

microarrays de ADN puede ser una buena aproximación para la búsqueda de nuevos genes 

en un organismo no secuenciado, mediante una hibridación heteróloga de su ADN sobre un 

microarray en el que se representan todos los ORFs de otro microorganismo secuenciado 

de distinta especie, pero filogenéticamente próximo (Dong et al., 2001; Hakenbeck et al., 

2001; Fukiya et al., 2004). Gracias a esta aproximación se pueden identificar aquellos genes 

que son comunes entre el organismo secuenciado y el no secuenciado, lo que permite 

descubrir un gran número de genes en el organismo de interés en un solo experimento.  

En el presente trabajo se analizó el contenido genómico de L. garvieae CECT4531 

utilizando conjuntamente tanto un análisis in silico mediante herramientas bioinformáticas, 

como experimentos de CGH utilizando microarrays de ADN de dos microorganismos 

filogenéticamente cercanos (Streptococcus pneumoniae TIGR4 y Lactococcus lactis subsp. 

lactis IL1403) como microorganismos de referencia. Así, se consiguieron identificar 267 

genes presentes en L. garvieae, la mayoría de los cuales (n= 258) se detectaron por primera 

vez en este patógeno. Gran parte de estos genes se asociaron con funciones ribosómicas, 

sistemas de conversión de energía y metabolismo de los azúcares. Algunos de los genes 

identificados podrían estar implicados en la patogénesis de las infecciones causadas por L. 

garvieae.  

Este estudio proporcionó una primera aproximación al análisis del contenido del 

genoma de L. garvieae, permitiendo tener un conocimiento del mismo mucho más amplio 

del que se tenía hasta ese momento. Igualmente se demostró que la CGH puede ser un 

método útil para estudiar el contenido genético de microorganismos no secuenciados. 
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El material adicional asociado a esta publicación (Additional file 1) se encuentra disponible a 
través de la URL: 

http://www.biomedcentral.com/content/supplementary/1471-2180-10-79-s1.doc

http://www.biomedcentral.com/content/supplementary/1471-2180-10-79-s1.doc%0c
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Resumen 
 

 

Además de su importancia como patógeno tanto en medicina veterinaria como 

humana, Lactococcus garvieae es una bacteria de gran ubicuidad que se aísla 

frecuentemente a partir de muestras ambientales y alimentarias. En la industria alimentaria 

además, presenta interés como bacteria láctica participante en fermentaciones de 

productos lácteos y cárnicos. Por todo ello, es importante conocer la diversidad intra-

especie de esta bacteria y establecer posibles relaciones entre dicha diversidad y el origen 

de los aislados. Algunos autores han logrado establecer relaciones entre el perfil genético y 

el origen de algunas cepas, observando una clara diferenciación entre los aislados de peces 

y los de otros orígenes (Kawanishi et al., 2006; Foschino et al., 2008).  

Con el fin de definir marcadores genéticos capaces de distinguir las cepas de L. 

garvieae en función de su origen, Fortina et al. (2009) propusieron la capacidad de 

metabolizar lactosa como biomarcador diferencial entre las cepas de L. garvieae de origen 

lácteo y las aisladas de casos clínicos de lactococosis en peces. Sin embargo, dichos autores 

no estudiaron este carácter en cepas de otros orígenes. Con el fin de determinar la utilidad 

de este biomarcador en aislados de un mayor rango de orígenes, se realizó un estudio 

sobre la utilización de lactosa y la presencia del gen de la fosfo-beta-galactosidasa (lacG) en 

57 aislados de L. garvieae de distinta procedencia (peces, rumiantes, cerdos, pájaros, aguas, 

alimentos y humanos).  

Los datos del presente estudio demostraron que la capacidad o incapacidad de 

utilización de lactosa, así como la presencia o ausencia del gen lacG son características 

distribuidas heterogéneamente entre los aislados de L. garvieae estudiados y que, por 

tanto, su utilización como marcador para determinar el origen de cepas de L. garvieae 

debería ser reconsiderada.  
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Resumen 
 
 

A pesar de los rápidos avances en los últimos años en el campo de la secuenciación 

genómica y de la gran importancia de Lactococcus garvieae como patógeno en la industria 

piscícola, así como causante de un número creciente de infecciones de en el hombre, el 

genoma de esta bacteria era aún desconocido a principios del año 2011.  

La secuenciación de un genoma bacteriano resulta de gran utilidad para la obtención 

de información fundamental acerca de la biología de dicha bacteria. En el caso de bacterias 

patógenas, proporciona además información sobre sus mecanismos de patogenicidad, 

permitiendo identificar genes que podrían tener un papel importante en el desarrollo de la 

infección. La secuenciación genómica de varias cepas de una misma especie aporta 

información sobre las relaciones evolutivas entre las mismas. El elevado grado de 

diversidad intra-especie observada a menudo entre cepas secuenciadas de la misma 

especie sugiere que la información obtenida a partir de la secuenciación de un único 

genoma puede no ser totalmente representativa de la especie (Guzmán et al., 2008).  

La tecnología de pirosecuenciación 454 de Roche se aplica desde principios de esta 

década en la secuenciación genómica de bacterias a un coste accesible. Se decidió utilizar la 

citada tecnología para la secuenciación de dos cepas de L. garvieae de importancia clínica: 

una cepa aislada de un caso de septicemia humana (Aspiroz et al., 2007) y un aislado 

representativo de la cepa epidémica de lactococosis en España (Vela et al., 2000). 

La secuenciación de la cepa 21881 supuso la primera liberación del genoma de una 

cepa de L. garvieae. Además, la posterior publicación del genoma de la cepa 8831 permitió 

la comparación de los genomas de dos cepas de L. garvieae que, mediante una 

aproximación preliminar, reveló una diferencia de tamaño de 0,1 Mb debida a la presencia 

de cinco plásmidos en la cepa 2881. La publicación de estos resultados abrió nuevas vías 

para el estudio de la biología de este importante patógeno animal y humano.  
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Resumen 
 

 

Lactococcus garvieae ha adquirido relevancia en medicina humana durante los 

últimos años debido al aumento en el número de casos de infecciones descritas en el 

hombre. Aunque la manifestación más común es la endocarditis, L. garvieae ha sido 

asociado a infecciones muy diversas (Russo et al., 2012). La liberación del primer genoma 

de este patógeno, perteneciente a una cepa aislada de un caso de septicemia humana 

(Aguado-Urda et al., 2011a) y las publicaciones de los genomas de otras cepas de distintos 

orígenes, abrió nuevas y numerosas posibilidades para el estudio del contenido genético 

individual, así como de la variación intra-especie en L. garvieae.  

El estudio de las características únicas de una cepa bacteriana puede proporcionar 

información sobre la adaptación a un nicho ambiental específico de dicha cepa. En el caso 

de L. garvieae, el estudio de las características únicas de las cepas aisladas de procesos 

infecciosos en humanos puede acercarnos a la comprensión de los mecanismos que 

permiten a esta bacteria una colonización eficiente y el desarrollo de dichas infecciones 

(Reimundo et al., 2011a).  

La comparación global de los genomas de cepas aisladas de peces publicadas hasta el 

momento y la única cepa secuenciada de origen humano, reveló que L. garvieae 21881 

posee cinco plásmidos que no están presentes en las cepas de peces. Estos plásmidos 

fueron denominados pGL1-pGL5, y presentaban unos pesos moleculares de 4.536 pb, 4.572 

pb, 12.948 pb, 14.006 pb y 68.798 pb, respectivamente. El análisis detallado de las 

secuencias de estos plásmidos mostró que el material genético contenido en ellos proviene, 

en su mayoría, de procesos de transferencia genética horizontal con otras bacterias 

lácticas. Además, algunos de los genes plasmídicos caracterizados representan factores de 

virulencia potencialmente implicados en el desarrollo de la infección por L. garvieae 21881. 

Entre los resultados más significativos destacan la presencia de genes en los plásmidos 

pGL1, pGL2 y pGL5 que codifican distintas proteínas relacionadas con la síntesis y secreción 

de bacteriocinas. Asimismo, el plásmido pGL5 contiene diferentes genes que codifican 

proteínas que podrían estar implicadas en la adherencia de L. garvieae al mucus intestinal, 

así como en la interacción con las células epiteliales intestinales y otras células ricas en 

colágeno como las válvulas cardiacas. 
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El material adicional asociado a esta publicación se encuentra disponible a través de las siguientes URLs: 

 Tabla Suplementaria 1 (Table S1): 
http://www.plosone.org/article/fetchSingleRepresentation.action?uri=info:doi/10.1371/journal.pone.
0040119.s001  

 Tabla Suplementaria 2 (Table S2): 
http://www.plosone.org/article/fetchSingleRepresentation.action?uri=info:doi/10.1371/journal.pone.
0040119.s002 

 Tabla Suplementaria 3 (Table S3): 
http://www.plosone.org/article/fetchSingleRepresentation.action?uri=info:doi/10.1371/journal.pone.
0040119.s003 

 Tabla Suplementaria 4 (Table S4): 
http://www.plosone.org/article/fetchSingleRepresentation.action?uri=info:doi/10.1371/journal.pone.
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http://www.plosone.org/article/fetchSingleRepresentation.action?uri=info:doi/10.1371/journal.pone.
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Resumen 
 

 

La liberación de los genomas de varias cepas de Lactococcus garvieae en los últimos 

años ha abierto la posibilidad de la realización de estudios a escala genómica en este 

patógeno. Con el fin llevar cabo estudios de expresión génica global que permitieran la 

caracterización funcional del genoma de L. garvieae, se diseñó y construyó un microarray 

de ADN que contenía las secuencias genómicas de las dos cepas secuenciadas de origen 

clínico, Lg8831 (trucha) y Lg21881 (humano). 

L. garvieae es una bacteria ubicua, capaz de adaptarse a múltiples nichos ecológicos y 

por lo tanto a diversas condiciones ambientales. La temperatura se ha definido como uno 

de los factores ambientales condicionantes para el desarrollo de la lactococosis (Vendrell et 

al., 2006). Así, el primer estudio funcional planteado sobre del microarray específico para L. 

garvieae, fue el análisis de la influencia de la temperatura sobre el transcriptoma de las 

cepas Lg8831 y Lg21881. Las temperaturas elegidas para el análisis fueron 18°C y 37°C, 

debido a que a 18°C se dan los brotes más agudos de lactococosis en peces, y 37°C es la 

temperatura corporal humana.  

Los resultados de dichos experimentos evidenciaron una respuesta específica a la 

temperatura en función de la cepa. Entre los hallazgos más significativos, Lg8831 

sobreexpresó a 18°C varios genes que codifican diferentes proteínas de respuesta 

específica a frío, implicados en una respuesta adaptativa eficiente de esta cepa a 

condiciones de baja temperatura. Otro resultado relevante fue la descripción por primera 

vez de un metabolismo respiratorio en L. garvieae, y la regulación de la expresión génica 

del mismo en Lg21881 resultó dependiente de la temperatura. La realización de este 

trabajo supone el primer estudio de expresión global en L. garvieae y sus resultados 

pueden ayudar a comprender los mecanismos que participan en la adaptación de este 

patógeno a diferentes condiciones ambientales.   
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A pesar de la importancia de Lactococcus garvieae como microorganismo patógeno 

en medicina veterinaria y humana, además de su posible carácter zoonótico, cuando se 

inició esta Tesis Doctoral la información disponible sobre el genoma de esta bacteria era 

muy escasa. Por ello, se planteó el estudio del contenido genético de este microorganismo 

como principal objetivo de esta Tesis, el cual se ha abordado a través de las técnicas 

disponibles en cada momento. La elucidación del contenido genético de L. garvieae y el 

análisis funcional del mismo tienen como fin aportar conocimientos sobre los mecanismos 

evolutivos, adaptativos y de patogenicidad de esta bacteria de interés creciente, lo que 

puede abrir vías hacia el desarrollo de estrategias para su control.  

 

1. Ana lisis del genoma de L. garvieae mediante 

Hibridacio n Geno mica Comparativa (CGH) 

Cuando iniciamos nuestro trabajo sobre el estudio del contenido genético de L. 

garvieae, existía en las bases de datos un número limitado  de entradas para la búsqueda 

de secuencias conocidas de L. garvieae, perteneciendo la mayoría de ellas a secuencias de 

ARN ribosómico 16S. Así, el conocimiento sobre el genoma de este importante patógeno se 

limitaba a un escaso número de genes secuenciados. En ese mismo año, el uso de las 

tecnologías de secuenciación genómica de última generación comenzaba a extenderse, 

aunque aún resultaban técnicas relativamente inaccesibles por su complejidad y su alto 

precio.  En el caso de los microorganismos, se secuenciaban únicamente los genomas de 

aquellos de gran interés clínico e industrial,  incluyendo algunos pertenecientes a la familia 

Streptococcaceae. Una vez conocido el genoma de un organismo, es posible diseñar un 

microarray que represente el genoma completo del mismo, el cual puede utilizarse con 

distintos fines. Una de las aproximaciones en el uso de los microarrays en Microbiología es 

la comparación de un genoma microbiano problema y otro secuenciado mediante la 

técnica denominada Hibridación Genómica Comparativa (CGH: Comparative Genomic 

Hybridization). Estas comparaciones se pueden realizar entre cepas de la misma especie, o 

bien entre microorganismos filogenéticamente cercanos (Aguado y Blanco, 2007; Guzmán 

et al., 2008). Varios estudios han demostrado que la técnica de CGH sobre microarrays de 

ADN constituye una buena aproximación para la búsqueda de nuevos genes en una especie 

cuyo genoma se desconoce. En este caso la técnica consiste en realizar una CGH inter-

especie del ADN genómico del microorganismo problema sobre un microarray en el que se 

representan todos los marcos abiertos de lectura (ORFs: Open Reading Frames) del genoma 

de un microorganismo secuenciado de distinta especie pero filogenéticamente próximo 



CAPÍTULO VII                                                                                                                              

 

 

 

114 

(Dong et al., 2001, Hakenbeck et al., 2001; Fukiya et al., 2004). Mediante esta aproximación 

es posible determinar los genes comunes a ambos microorganismos (referencia y 

problema), permitiendo la identificación de un gran número de genes en el microorganismo 

problema sin la necesidad de secuenciar su genoma. Además, esta técnica puede 

proporcionar valiosa información sobre la diversidad y la evolución de los organismos y se 

ha aplicado con éxito al estudio de microorganismos patógenos (Aguado y Blanco, 2007). La 

principal limitación de esta aproximación es que los genes únicos del microorganismo 

estudiado permanecen sin identificar (Dong et al., 2001; Fukiya et al., 2004). De esta 

manera, se abordó el estudio del contenido genómico de L. garvieae mediante CGH sobre 

microarrays comerciales de ORFs de los microorganismos filogenéticamente próximos 

Lactococcus lactis subsp. lactis y Streptococcus pneunoniae (Ver Capítulo II).  

 

Cuando se realizan experimentos de CGH inter-especie es necesario establecer un 

marco de trabajo que permita una interpretación precisa de los resultados. Aunque en 

experimentos previos de CGH inter-especie se ha utilizado la intensidad de señal como 

indicador del nivel de similitud entre las secuencias de genes homólogos (Dong et al., 

2001), este tipo interpretación puede verse influenciada por factores experimentales, como 

efectos de marcaje diferencial, accesibilidad de las sondas o problemas de hibridación en 

algunos puntos del microarray (van Hijum et al., 2008). Por estas razones no se utilizó este 

criterio en nuestro estudio de CGH inter-especie, sino que se estableció un marco de 

trabajo definido mediante la combinación de experimentos de CGH in vitro y el análisis de 

secuencias in silico. Este abordaje permitió establecer una relación entre los resultados 

obtenidos mediante los experimentos de CGH y la similitud de las secuencias de ADN 

detectadas, conformando el citado marco de trabajo que permitió una interpretación 

precisa de los resultados de CGH inter-especie para L. garvieae.  

 

Tanto los estudios in silico como los estudios in vitro realizados con los organismos de 

referencia (L. lactis subsp. lactis IL1403 y S. pneumoniae TIGR4) se basaron en 

comparaciones del genoma de uno de los microorganismos de referencia con las secuencias 

de las sondas inmovilizadas en microarray de OFRs del otro microorganismo, y viceversa. 

Los resultados establecieron una correlación entre los resultados de CGH y la similitud de 

las secuencias detectadas, permitiendo evaluar el rendimiento de la CGH inter-especie bajo 

las condiciones experimentales fijadas. Así, se comprobó que el 97% de los genes comunes 

a los dos microorganismos de referencia detectados mediante CGH inter-especie tenían 

una similitud de secuencia del 70% o mayor (Capítulo II, Tabla 1); esto permitió establecer 

que en las condiciones experimentales fijadas para la CGH inter-especie, resultaba posible 
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identificar la presencia de genes homólogos en un microorganismo problema que 

presentasen un 70% o más de similitud de secuencia. Una vez establecido este umbral de 

detección, se procedió a la interpretación de los resultados de CGH de L. garvieae 

CECT4531 sobre microarrays de los dos microorganismos de referencia.  

 

En el marco de trabajo establecido para la CGH se lograron identificar 267 genes en L. 

garvieae CECT4531 que presentaban, al menos, un 70% de similitud de secuencia con sus 

homólogos en los microorganismos de referencia (Capítulo II, Material Adicional). Si se 

hubieran aplicado unas condiciones experimentales de hibridación menos restrictivas, quizá 

habría sido posible la identificación de un mayor número de genes, pero con menor 

especificidad en la detección. Debido a que el principal objetivo de este estudio era la 

identificación de genes presentes en L. garvieae, se optó por mantener unas condiciones de 

hibridación restrictivas que permitieran una elevada especificidad y fiabilidad de los 

resultados.  

 

El estudio de los 267 genes identificados en L. garvieae reflejó que éstos intervenían 

en funciones biológicas muy diversas (Capítulo II, Tabla 2). Algunos de los genes 

identificados resultaron de especial interés ya que podrían estar implicados en la 

patogénesis de las infecciones causadas por L. garvieae. Por ejemplo, el gen als, que 

codifica una acetolactato sintasa, ha sido descrito como necesario para la supervivencia de 

L. garvieae durante la infección en pez (Menéndez et al., 2007) y como un factor implicado 

en la colonización de los biotipos El Tor de Vibrio cholerae (Yoon et al., 2006). Por otra 

parte, el gen mycA, que codifica un antígeno de reacción cruzada con miosina, ha sido 

relacionado con la virulencia de estreptococos patógenos en humanos (Volkov et al., 2010).  

 

Este estudio supuso el primer análisis del contenido genómico global de L. garvieae, 

ampliando el conocimiento que hasta ese momento se tenía sobre este patógeno. 

Asimismo, los resultados obtenidos confirmaron que la CGH inter-especie sobre 

microarrays de ADN es una buena aproximación para el estudio del contenido genómico de 

bacterias de relevancia que no han sido secuenciadas completamente. Esto también se 

refleja en otros trabajos publicados recientemente dirigidos tanto al análisis del contenido 

genómico, como en al estudio de los transcriptomas de microorganismos de los que aún no 

se conoce su genoma (Van Hijum et al., 2008; Park et al., 2012).  
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2. Secuenciacio n del genoma de L. garvieae y 
estudios de la variabilidad intra-especie 

A principios de esta década la tecnología de secuenciación genómica alcanzó un gran 

nivel de desarrollo, lo que se tradujo en una reducción de los costes y por tanto, en un 

incremento en la accesibilidad de la misma por parte de los investigadores. La 

secuenciación de un genoma bacteriano abre las vías hacia la exploración de la biología 

bacteriana, y el conocimiento de los mecanismos de patogenicidad de las bacterias de 

interés clínico. Además, la secuenciación genómica de varias cepas de una misma especie 

permite establecer relaciones evolutivas entre ellas. La elevada diversidad observada a 

menudo entre genomas de la misma especie sugiere la conveniencia de secuenciar 

diferentes aislados con el fin de obtener una visión más exacta del contenido genómico de 

dicha especie (Guzmán et al., 2008). Por estas razones se decidió secuenciar dos cepas de L. 

garvieae con interés clínico: un aislado de trucha representativo de la cepa epidémica 

causante de los brotes de lactococosis en España (Lg8831) (Vela et al., 2000), y un aislado 

de un caso de septicemia humana (Lg21881) (Aspiroz et al., 2007) (Ver Capítulo IV). Para 

ello, se utilizó la pirosecuenciación 454 de Roche, tecnología que se aplica con éxito en la 

secuenciación de genomas bacterianos a un coste asequible.  

 

Uno de los problemas en la secuenciación de novo de genomas pequeños es que las 

lecturas cortas generadas mediante la estrategia de secuenciación genómica Whole 

Genome Shotgun Sequencing (WGS), pueden conducir a un número más alto de regiones en 

las que no se alinean las lecturas (gaps), causando una fragmentación mayor y una menor 

calidad de los fragmentos alineados o contigs, lo que ocurre mayoritariamente en las 

regiones del genoma que contienen elementos repetitivos. Para solucionar este 

inconveniente, algunas plataformas de secuenciación de última generación ofrecen el 

sistema paired-ends, mediante el cual ambos finales de un fragmento de ADN son 

ordenados, a diferencia de la secuenciación de una sola lectura, en la que sólo se ordena 

uno de los finales. Las lecturas apareadas que se obtienen mediante este sistema permiten 

conocer la orientación y la posición relativa de los contigs, haciendo posible completar gaps 

en la secuencia consenso y permitiendo ordenar los contigs en fragmentos de mayor 

longitud o scaffolds (Nagarajan y Pop, 2013). Así, se aplicó la estrategia de secuenciación 

genómica mediante WGS unida a la metodología de paired-ends para la secuenciación de la 

cepa Lg21881, y únicamente WGS para la secuenciación de la cepa Lg8831. De esta forma, 

la cepa Lg21881 serviría como referencia para el ensamblado del genoma de la cepa 

Lg8831.   
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Tras la secuenciación, el ensamblado y la anotación automática de las secuencias de 

los genomas de Lg21881 y Lg8831 mediante herramientas bioinformáticas, se obtuvieron 

los mapas genómicos de ambas cepas, que fueron depositados en la base de datos 

genómicos del NCBI (Lg21881: AFCC00000000; Lg8831: AFCD00000000). Además, se 

analizaron ambos genomas mediante la herramienta RAST (Rapid Annotation using 

Subsystem Technology) (Aziz et al., 2008) utilizando la aplicación específica para 

procariotas, lo que permitió una clasificación de los genes identificados por grupos 

funcionales. Los resultados de este análisis se muestran en la Figura 7.  

 

 

Figura 7.  Resultados del análisis funcional mediante RAST para las cepas Lg21881 (superior) y  

Lg8831 (inferior). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/699?project_id=200516
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/699?project_id=200517
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Es importante señalar que además de la liberación del genoma de las cepas Lg8831 y 

Lg21881, hasta el momento se han liberado los genomas de otras nueve cepas de L. 

garvieae (Tabla 4; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/699), lo que pone de 

manifiesto el interés creciente en el estudio de este patógeno.  

 

Tabla 4. Genomas de L. garvieae secuenciados hasta el momento. 

 

Cepa Procedencia del 

aislado 

Publicación 

asociada 

Tamaño 

(Mb) 

% 

G+C  

Nivel de 

ensamblado 

Número de 

acceso (NCBI) 

Lg21881 Septicemia 

humana 

Aguado-Urda et 

al. (2011a) 

2,16 37,9 91 contigs AFCC00000000 

Lg8831 Lactococosis 

trucha arcoíris 

(España)  

Aguado-Urda et 

al. (2011b) 

2,09 38 87 contigs AFCD00000000 

UNIUD074 Lactococosis 

trucha arcoíris 

(Italia) 

Reimundo et al. 

(2011b) 

2,17 38,7 25 contigs AFHF01000000 

ATCC49156 Lactococosis pez 

limón (Japón) 

Morita et al. 

(2011) 

1,95  38,8 Cromosoma 

completo 

AP009332 

Lg2 Lactococosis pez 

limón (Japón) 

Morita et al, 

(2011) 

1,96 38,8 Cromosoma 

completo 

AP009333 

DCC43 Intestino de pato  Gabrielsen et al. 

(2012) 

2,24 37,7 69 contigs AMQS01000000 

IPLA31405 Queso (España) Flórez et al. 

(2012) 

2,05 38,5 23 contigs AKFO01000000 

LG9 Lactococosis 

trucha arcoíris 

(Italia) 

Ricci et al. 

(2012) 

2,09 38,5 140 contigs AGQY01000000 

TB25 Queso (Italia) Ricci et al. 

(2012) 

2,01 38,1 92 contigs AGQX01000000 

Tac2 Carne de pavo Ricci et al. 

(2013) 

2,24 38,2 97 contigs AMFE01000000 

I113 Carne de cerdo Ricci et al., 

(2013) 

2,18 37,9 49 contigs AMFD01000000 

 
 

La disponibilidad de estas secuencias genómicas de L. garvieae posibilitó la 

realización de análisis orientados a la validación de los resultados obtenidos en los estudios 

previos sobre el contenido genético de esta bacteria mediante CGH. Es importante apuntar 

que los experimentos de CGH fueron realizados con la cepa L. garvieae CECT4531, de la que 

no se conoce su genoma por el momento, y que puede presentar variaciones en su 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/699
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contenido con respecto a las cepas secuenciadas. Para esta validación se utilizó la cepa L. 

garvieae ATCC49156, cuyo genoma público se encuentra completo y cerrado en la base de 

datos del NCBI (Morita et al., 2011). Este análisis, realizado mediante la herramienta de 

comparación de secuencias BLAT (Kent, 2002), reveló que el 82% (n=216) de los genes de L. 

garvieae CECT4531 identificados en los experimentos de CGH estaban también presentes 

en el genoma de la cepa ATCC49156. El 18% restante de los genes (n=53) no se 

identificaron en la cepa ATCC49156, lo que podría deberse a que dichos genes fueran 

específicos de L. garvieae CECT4531. Para comprobar esta hipótesis se realizaron análisis 

complementarios de secuencias mediante BLAT, en los que se incluyeron todas las 

secuencias genómicas de L. garvieae disponibles en las bases de datos del NCBI. Así, se 

consiguió elevar el número de genes validados (presentes en el genoma de una o varias de 

las cepas secuenciadas) hasta el 94,4% (n=252). Los genes restantes (n=15) que no pudieron 

ser validados automáticamente en las comparaciones mediante herramienta BLAT, fueron 

analizados uno a uno manualmente. El análisis individual de estos genes se realizó 

mediante la herramienta BLAST, obteniéndose resultados positivos para 13 de los 15 genes, 

que fueron detectados en alguna de las secuencias genómicas de L. garvieae. Estos 

resultados validan los resultados iniciales acerca del contenido genómico de L. garvieae 

obtenidos mediante CGH y ponen de manifiesto asimismo la variabilidad del contenido 

genómico que existe entre diferentes cepas de esta bacteria.   

El paso siguiente en el análisis de los genomas de las cepas Lg21881 y Lg8831 

consistió en estudios preliminares de genómica comparativa. La genómica comparativa se 

refiere al estudio de las relaciones entre genomas de diferentes especies o cepas de la 

misma especie, e implica el uso de herramientas bioinformáticas o procesos experimentales 

que identifiquen zonas de similitud entre los genomas, revelando las características únicas 

de cada genoma. Cuando se analizan genomas bacterianos cercanos, como en este caso, 

este análisis puede mejorar la anotación funcional de los mismos, detectar la transmisión 

de transposones, así como de genes de resistencia a antibióticos y elementos 

extracromosómicos, y aportar información sobre la adaptación de cada cepa a su nicho 

ecológico (Guzmán et al., 2008). La comparación preliminar de las secuencias genómicas de 

Lg21881 y Lg8831 se realizó mediante la herramienta bioinformática MAUVE (Darling et al., 

2004) usando el algoritmo progressiveMauve (Darling et al., 2010) y los resultados se 

muestran en la Figura 8. La diferencia más notable que se encontró fue el mayor tamaño 

del genoma de la cepa Lg21881 (aproximadamente 0,1 Mb), comprobándose que esta 

diferencia se debía a la presencia de 5 plásmidos en Lg21881 (Capítulo V, Figura 1). Las 

diferencias entre genomas de la misma especie normalmente radican en la adquisición de 

grandes islas genómicas y/o material extracromosómico, que ocurren principalmente a 

través de fenómenos de transferencia genética horizontal (Mira et al., 2010). Estas 
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variaciones ocurren en el genoma “accesorio”, es decir, en aquellos genes que no 

pertenecen al genoma “núcleo” (parte compartida por todos los miembros de la misma 

especie) y que presumiblemente no son esenciales para las funciones celulares básicas, 

pero que aportan a cada cepa características determinadas, como por ejemplo, resistencia 

a antibióticos o factores de virulencia. Por ello, el estudio del genoma accesorio microbiano 

puede ayudar a elucidar los mecanismos potencialmente implicados en las diferencias 

fenotípicas que existen entre cepas de la misma especie bacteriana. Estos estudios se han 

visto facilitados considerablemente por la secuenciación genómica de última generación 

(Laing et al., 2011).  

 

 

Figura 8. Alineamiento mediante MAUVE de los genomas de Lg21881 (superior) y Lg8831 

(inferior). 

 
Por este motivo se decidió profundizar en el estudio de los cinco plásmidos 

denominados pGL1-pGL5 presentes en la cepa de origen clínico humano Lg21881 (Ver 

Capítulo V). Las bacterias ácido-lácticas normalmente poseen plásmidos que les aportan 

diversas funciones adicionales como resistencia a bacteriófagos, producción de 

bacteriocinas, o resistencia a antibióticos entre otras (Mills et al., 2006). A diferencia de 

otros lactococos como L. lactis, bacteria de las que se ha estudiado y caracterizado el 

contenido de sus plásmidos (Siezen et al., 2005; Górecki et al., 2011), la información sobre 

el contenido plasmídico de L. garvieae resultaba muy limitada antes de la secuenciación de 

los genomas de varias cepas.  

 

De acuerdo con sus características, pGL3 y pGL4 son plásmidos no movilizables. Por 

el contrario, el análisis de las secuencias de pGL1, pGL2 y pGL5, reveló que son plásmidos 

movilizables, característica confirmada por la presencia de estos plásmidos en otras cepas 

de L. garvieae. Gran parte de los genes identificados en los plásmidos pGL1-pGL5 
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presentaron elevada similitud con homólogos en otros géneros de bacterias acido-lácticas 

como Leuconostoc, Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus y Weissella. La presencia en 

estos plásmidos de elementos móviles y genes relacionados, como transposasas, 

secuencias de inserción, resolvasas, integrasas y relaxasas sugirieron que algunos de estos 

ORFs podrían haber sido adquiridos mediante eventos de transferencia genética horizontal 

(HGT: Horizontal Gene Transfer), hecho que quedó confirmado tras los análisis de HGT 

(Capítulo V, Tabla 1). El hecho de que hayan existido eventos de HGT entre Lg21881 y 

bacterias ácido-lácticas que forman parte del grupo de microorganismos que típicamente 

participan en las fermentaciones lácticas, sugiere la posibilidad de que Lg21881 podría 

proceder de un nicho ecológico alimentario. Esta hipótesis estaría en la misma línea de 

aquellas que proponen que la fuente de infección por L. garvieae en humanos podría ser el 

consumo de alimentos contaminados (Wang et al., 2007; Wilbring et al., 2011; Russo et al., 

2012). En este sentido, es destacable el hecho de que las secuencias completas de pGL1 y 

pGL5 se encuentran presentes en el genoma la cepa de L. garvieae Tac2 aislada de carne de 

pavo, y que la secuencia de pGL2 está presente en el genoma de la cepa de L. garvieae I113 

aislada de carne de cerdo (Ricci et al., 2013). La posibilidad de que L. garvieae sea 

considerado un patógeno alimentario abriría nuevas líneas de investigación enfocadas al 

esclarecimiento de aspectos de enorme interés desde el punto de vista de seguridad 

alimentaria, como el riesgo que podría suponer la presencia en alimentos de cepas de L. 

garvieae potencialmente patógenas para el hombre.   
 

Otras características relevantes encontradas en el contenido plasmídico de Lg21881 

son los sistemas de producción de bacteriocinas, un mecanismo de defensa ante bacterias 

competidoras. Así, se determinó que pGL1 y pGL2 contenían genes que codifican proteínas 

similares a bacteriocinas (Capítulo V, Tabla 2). En pGL5, además de un gen que codifica una 

potencial bacteriocina, se identificaron los genes necesarios para su producción, secreción 

e inmunidad (Capítulo V, Tabla S5). En estudios posteriores se logró purificar y caracterizar 

esta bacteriocina, denominada garvicina A, demostrándose que posee actividad específica 

frente a cepas clínicas de L. garvieae aisladas de peces y de ganado bovino, entre otras 

(Maldonado-Barragán et al., 2013). La potente inhibición ejercida por la garvicina A sobre 

cepas patógenas de L. garvieae podría ser de gran utilidad en el tratamiento de las 

infecciones producidas por este patógeno en el ámbito veterinario.  

Además, en pGL5 se detectaron algunos genes potencialmente implicados en la 

virulencia de esta cepa, como el gen txn que codifica una proteína de la familia de las 

toxinas actina-ADP-ribosiltransferasas, así como dos genes que codifican sendas proteínas 

con dominios LPxTG de unión a mucina y colágeno respectivamente (Capítulo V, Tabla 2). 

Las proteínas con dominios LPxTG están implicadas en la adhesión al mucus intestinal y en 
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la internalización en las células del hospedador (Linden et al., 2008; Hendrickx et al., 2009), 

y resultan importantes para la infección de patógenos como Listeria monocytogenes, que es 

capaz de atravesar la barrera intestinal, produciendo infecciones de tipo sistémico. Por lo 

tanto, las dos proteínas con dominios LPxTG identificadas podrían estar implicadas en la 

adherencia y colonización por parte de L. garvieae en las células del hospedador. En este 

sentido, se ha sugerido que la mayor tasa de adhesión e internalización de la cepa Lg21881 

con respecto a la cepa Lg8831 puede estar relacionada con las proteínas LPxTG únicas de la 

cepa Lg21881 (Aguado-Urda et al., 2012).   

Los estudios de caracterización genética en L. garvieae previos a la secuenciación de 

su genoma mostraron que existía una elevada heterogeneidad genética intra-especie que 

en algunos casos estaba relacionada con el hospedador y/o la zona geográfica de origen 

(Vela et al., 2000; Ravelo et al., 2003; Kawanishi et al., 2006; Reimundo Díaz-Fierros, 2011). 

Esta elevada variabilidad genética se ha puesto de manifiesto en los estudios de genómica 

comparativa realizados tras la secuenciación de los genomas de varias cepas de L. garvieae 

(Tabla 4). El primer estudio de genómica comparativa publicado sobre las cinco cepas de L. 

garvieae que habían sido secuenciadas a finales de 2011, puso de manifiesto que existía un 

genoma núcleo compartido entre todas las cepas, y genes auxiliares únicos de cada una, o 

comunes a varias de las cepas analizadas. Además, se identificaron algunos genes 

potencialmente implicados en la patogénesis de la infección por L. garvieae, entre los 

cuales se describieron posibles factores de virulencia únicos de cada cepa que podrían 

relacionarse con la especificidad de hospedador (Miyauchi et al., 2012). Así, en este estudio 

se describieron 18 genes que únicamente estaban presentes en las cepas aisladas de casos 

clínicos humanos Lg21881 y LgHF. Con anterioridad, Reimundo et al. (2011a) habían 

comprobado que estos mismos genes se encontraban en la cepa LgHF pero no estaban 

presentes en una cepa clínica de pez. Estos resultados sugerían que algunos de estos 18 

genes presentes en las cepas de origen clínico humano podrían estar implicados en la 

patogénesis de las infecciones por L. garvieae en el hombre (Miyauchi et al., 2012), y ponen 

de manifiesto la importancia de caracterizar aquellos elementos genómicos únicos de 

determinadas  cepas de un microorganismo. 

Los estudios de genómica comparativa permiten también establecer relaciones 

filogenéticas entre diferentes cepas de una especie bacteriana, así como clarificar aspectos 

sobre los posibles mecanismos evolutivos a los que han sido sometidos los 

microorganismos (Laing et al., 2011). Aunque los estudios de comparación de las once 

cepas de L. garvieae secuenciadas hasta la actualidad no están contemplados como uno de 

los objetivos definidos en la presente Tesis Doctoral, se decidió realizar una comparación 

genómica preliminar que permitiera establecer relaciones filogenéticas entre los genomas 
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de L. garvieae disponibles mediante una aproximación in silico empleando herramientas 

bioinformáticas basadas en lo que se conoce como Genome Blast Distance Phylogeny 

(GBDP) (Henz et al., 2005). Los resultados de este análisis identificaron dos líneas genéticas 

diferenciadas en L. garvieae (Figura 9). Estos resultados son coincidentes con los de los 

últimos estudios comparativos publicados, que ya han apuntado la idea de que existen en L. 

garvieae, líneas genómicas independientes que derivarían de un ancestro común, y que se 

separaron debido a estímulos ambientales derivados de nichos ecológicos específicos 

(Ferrario et al., 2012). Además, se observó que la cepa DCC43 está muy alejada 

filogenéticamente del resto de las cepas analizadas, lo que sugiere que podría tratarse de 

una especie diferente (Figura 9). Estos resultados son coincidentes con las conclusiones de 

los estudios más recientes acerca de las relaciones evolutivas entre aislados de L. garvieae 

(Ferrario et al. 2013).   

 

Figura 9.  Árbol filogenético de las cepas secuenciadas de L. garvieae generado por el método 

CVTree (Qi et al., 2004; Xu y Hao, 2009) en función de los resultados de los análisis 

basados en GBDP. Se ha incluido a L. lactis como outgroup. 

 
Durante los últimos años se ha observado un interés creciente por L. garvieae en el 

ámbito de la industria alimentaria, debido a su frecuente aislamiento a partir de diferentes 

tipos de alimentos (Santos et al., 2005; Kawanishi et al., 2007; Ricci et al., 2013). Esto es 

especialmente relevante en la industria láctea en particular, por su habitual presencia en 

diferentes productos lácteos (Foschino et al., 2008; Jokovic et al., 2008; Alegría et al., 2009). 

Como ya se ha mencionado, algunos autores han apuntado a la ingestión de alimentos 
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contaminados con L. garvieae como una posible ruta de infección en el hombre (Wang et 

al., 2007; Wilbring et al., 2011). En este contexto, resultaría de gran utilidad poder 

diferenciar entre los aislados clínicos y los de origen alimentario de L. garvieae (Foschino et 

al., 2008; Fortina et al., 2009). Así, se propuso emplear la capacidad de utilizar lactosa como 

fuente de carbono (Lac+) y la presencia del gen de la fosfo-beta-galactosidasa (lacG), como 

marcadores para diferenciar los aislados de L. garvieae procedentes de productos lácteos y 

los aislados clínicos de lactococosis en peces (Fortina et al., 2009). Sin embargo, estos 

autores no analizaron aislados de L. garvieae de otros orígenes a pesar de la conocida 

ubicuidad de este micoorganismo. Por ello, se decidió analizar la utilidad de dichos 

marcadores en un conjunto de aislados de L. garvieae procedentes de un amplio rango de 

orígenes (Ver Capítulo III). 

 

La mayoría de los aislados analizados procedentes de muestras clínicas (91,9%) 

resultaron ser Lac-/lacG-, independientemente de su origen, porcentaje significativamente 

mayor que el de los aislados no clínicos. Todos los aislados procedentes de truchas y 

cerdos, así como la mayoría de los de leche procedente de vacas con mastitis subclínica, y 

de los aislados de humanos, fueron incapaces de metabolizar la lactosa (Lac-/lacG-) 

(Capítulo III, Tabla 1). Además, en el estudio de los genomas secuenciados de Lg21881 y 

Lg8831 se comprobó la ausencia del gen lacG, validando los resultados obtenidos para 

estas cepas en este estudio. Estos resultados podrían sugerir una relación entre la 

incapacidad de metabolizar lactosa y el origen clínico de las muestras. Sin embargo, esta 

hipótesis se ve limitada por la existencia de aislados no clínicos de L. garvieae Lac-/lacG- 

(procedentes de morcilla de Burgos y de aves), así como la existencia de aislados clínicos de 

peces Lac+/lacG+ (Ravelo et al., 2001; Pereira et al., 2004). Por otra parte, aunque la 

mayoría de los aislados procedentes de productos lácteos (77,8%) resultaron capaces de 

utilizar la lactosa (Lac+/lacG+), algunos aislados lácteos resultaron Lac-/lacG- (Capítulo III, 

Tabla 1). Igualmente, entre los L. garvieae procedentes de aguas el número de aislados 

positivos y negativos fue comparable para ambos caracteres, resultado que coincide con 

estudios previos que han descrito aislados tanto positivos como negativos para la 

utilización de la lactosa procedentes de muestras ambientales (Klijn et al., 1995).  
 

 

En definitiva, de acuerdo con los resultados de este estudio, la capacidad o no de 

metabolizar la lactosa y la presencia o ausencia del gen lacG no son exclusivas de los 

aislados de L. garvieae procedentes de productos lácteos o de peces respectivamente. Por 

tanto, el uso de estos criterios como biomarcadores del origen de los aislados de L. 

garvieae debería ser reconsiderado. 
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3. Ana lisis funcional del genoma de L. garvieae 

La disponibilidad de la información del contenido genómico de un microorganismo 

no puede resolver por sí misma preguntas sobre las características funcionales de su 

genoma. Por este motivo, una vez obtenida la secuencia del genoma de L. garvieae, 

decidimos realizar el análisis de expresión global en este patógeno mediante estudios 

transcriptómicos utilizando microarrays de ADN que representaban su genoma completo. 

Este tipo de estudios han sido extensamente utilizados para analizar los perfiles de 

expresión de diferentes microorganismos en un amplio rango de condiciones 

experimentales, y aportan una visión global y detallada de aspectos funcionales de la 

fisiología microbiana (Toledo-Arana et al., 2009; Kocabas et al., 2009).  

 

La variación de factores ambientales, como la temperatura, provoca cambios 

adaptativos que se reflejan en el transcriptoma bacteriano (Stintzi, 2003; Mereghetti et al., 

2008). L. garvieae es una bacteria ubicua, capaz de colonizar diversos nichos ecológicos y de 

causar infección en un amplio rango de hospedadores; por lo tanto debe ser capaz de 

adaptarse a fluctuaciones ambientales. Además, la temperatura del agua ha se ha descrito 

como uno de los factores ambientales más influyentes en el desarrollo de la lactococosis en 

peces (Vendrell et al. 2006). Por todo ello, se diseñó un microarray de ADN a partir de los 

datos previamente obtenidos en la secuenciación genómica de las cepas Lg21881 y Lg8831, 

que permitió analizar el efecto de la temperatura en la expresión global del genoma en 

ambas cepas (Ver  Capítulo VI). Así, se estudiaron los transcriptomas de las cepas Lg8831 y 

Lg21881 cultivadas a 18°C, temperatura a la usualmente que se producen los brotes agudos 

de lactococosis, y 37°C, temperatura fisiológica humana.  

 

El diseño del microarray que contenía las secuencias genómicas completas de 

Lg21881 y Lg8831 fue validado, mostrando una excelente correlación en sus resultados con 

los de experimentos de PCR cuantitativa (Capítulo VI, Figura 3), y representa el primer 

microarray de ADN disponible para la realización de estudios de genómica funcional global 

en L. garvieae. 

 

Los resultados del primer análisis funcional de los transcriptomas de las cepas 

Lg21881 y Lg8831 obtenidos a diferentes temperaturas de crecimiento mostraron que las 

dos cepas estudiadas responden de manera global y específica a la temperatura (Capítulo 

VI, Figura 1). En ambos casos, el número de genes expresados diferencialmente en función 
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de la temperatura se aproximó al 10% del total de genes presentes en cada genoma, 

resultado concordante con estudios similares en otras bacterias como Streptococcus 

agalactiae (Mereghetti et al., 2008) o Streptococcus thermophilus (Li et al., 2011). Además, 

al comparar los resultados de ambas cepas se observó una respuesta transcripcional 

específica en función de la cepa, que resultó ser más evidente a 18°C, como mostró el 

análisis por categorías funcionales (Capítulo VI, Figura 2). Entre los genes sobreexpresados a 

18°C,  las categorías funcionales J (traducción, estructura y biogénesis ribosómicas) y K 

(transcripción) fueron las más representadas en Lg8831, mientras que las categorías C 

(producción y conversión de energía) y H (transporte y metabolismo de coenzimas) 

resultaron las mayoritarias en Lg21881. El análisis funcional de los genes sobreexpresados a 

18°C por la cepa Lg8831, mostró que esta cepa es capaz de adaptarse de manera eficaz a 

temperaturas por debajo de la óptima mediante la expresión de genes implicados en una 

respuesta específica a estrés por frío (Capítulo V, Figura 4). Esta remodelación específica y 

coordinada de su transcriptoma a 18°C podría estar relacionada además con la fase de 

latencia más corta que presenta esta cepa durante su crecimiento a esta temperatura. 

Estos datos sugieren que la cepa clínica de pez podría estar mejor adaptada al crecimiento 

a temperaturas por debajo de la óptima. En el caso de Lg21881, a 18°C mostró la 

sobreexpresión de genes relacionados con una repuesta inespecífica a estrés. Además, a 

esta temperatura se detectó la sobreexpresión de genes relacionados con un metabolismo 

de tipo respiratorio. Es la primera vez que se describe este tipo de metabolismo en L. 

garvieae, que además parece ser temperatura-dependiente en Lg21881.  

 

Por otra parte, se analizó en ambas cepas la influencia de la temperatura sobre 

posibles factores de virulencia. La temperatura ha sido descrita como un factor relevante 

en la expresión de factores de virulencia en patógenos oportunistas como Pseudomonas 

aeruginosa (Wurtzel et al., 2012) y agentes zoonóticos como L. monocytogenes (Toledo-

Arana et al., 2009). En nuestro estudio se encontraron varios genes que han sido 

relacionados con la patogénesis de infecciones causadas por otras bacterias. Así, el gen 

rpoE, que codifica la subunidad delta de la ARN polimerasa, se encontró sobreexpresado a 

18°C en Lg8831. RpoE se ha descrito como un modulador esencial de la adaptación 

ambiental en bacterias Gram-positivas (Xue et al., 2010), y se ha asociado con la virulencia 

de S. agalactiae (Jones et al., 2003; Seepersaud et al., 2006) y el patógeno de peces Vibrio 

harveyi (Rattanama et al., 2012). De la misma manera, el gen potD, que juega un papel 

esencial en la adaptación, la supervivencia y la patogénesis de S. pneumoniae en el 

hospedador (Ware et al., 2006), se encontró sobreexpresado en Lg8831 a 18°C, por lo que 

su expresión diferencial podría jugar un papel esencial en la supervivencia y la adaptación 

de esta cepa al ambiente dentro de la trucha, con su implicación en el desencadenamiento 
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de la lactococosis. Además, en la cepa Lg8831 también se encontraron sobreexpresados a 

18°C diversos genes que codifican enzimas autolíticas. La autolisis tiene un papel esencial 

en el desarrollo de las infecciones producidas por microorganismos Gram-positivos, debido 

a que provoca la liberación de moléculas de la pared y la membrana bacterianas; esto 

origina la liberación por parte de los macrófagos del hospedador de productos reactivos de 

oxígeno y nitrógeno, citoquinas citotóxicas, hidrolasas, proteinasas, así como la activación 

de procesos de coagulación y la cascada del complemento. Todos estos procesos están 

implicados en el desarrollo del shock séptico y fallo multiorgánico producidos por una 

infección microbiana grave (Ginsburg, 2002). En este sentido, es importante remarcar que 

la lactococosis es una enfermedad sistémica que cursa con septicemia en los peces 

afectados y por tanto, estas enzimas autolíticas podrían estar implicadas en el desarrollo de 

la misma.   

En Lg21881 se encontraron sobreexpresados a 37°C varios genes relacionados con la 

homeostasis del manganeso, entre ellos un transportador del tipo ABC específico para 

manganeso y una proteína transportadora de manganeso de la familia Nramp. Ambos tipos 

de transportadores, particularmente las proteínas Nramp, han sido extensamente 

relacionados con la patogénesis de las infecciones causadas en humanos por diferentes 

bacterias Gram-positivas (Papp-Wallace y Maguire, 2006). De la misma manera, la 

expresión diferencial de estos genes podría jugar un papel en la patogénesis de la infección 

por Lg21881 en humanos. 

Los resultados del primer estudio de genómica funcional en L. garvieae mediante 

microarrays de ADN han contribuido a mejorar el conocimiento sobre las vías de regulación 

para la adaptación a cambios en condiciones ambientales como la temperatura y, en 

consecuencia, mejorar la comprensión de la biología en general, y de los mecanismos de 

adaptación a diferentes nichos ecológicos en particular, de este importante patógeno. 

 

 

Los resultados de la presente Tesis Doctoral resultan pioneros en el campo de la 

genómica de L. garvieae, destacando los diferentes estudios abordados sobre el genoma de 

este patógeno, así como el primer análisis funcional global del mismo. Los resultados 

obtenidos aportan nuevos conocimientos sobre esta bacteria de importancia creciente en 

medicina veterinaria y humana, abren camino hacia otros estudios genómicos globales en L. 

garvieae, y sientan las bases para una comprensión más profunda de su evolución y 

biología.  





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    

                                                                                                                     

 

 

130 

 

  



CONCLUSIONES                                                                                                                             

 

 

 

131 

 

 A continuación se exponen las conclusiones extraídas a partir del trabajo 

desarrollado en la presente Tesis Doctoral: 

 

1. La hibridación genómica comparativa inter-especie mediante microarrays de 

ADN es una aproximación válida para el estudio del contenido genómico de 

bacterias cuyo genoma no ha sido completamente secuenciado. 

 

2. La secuenciación del genoma de L. garvieae ha puesto de manifiesto la elevada 

variabilidad genética que existe en esta especie. 

 

3. Los cinco plásmidos presentes en L. garvieae 21881 confieren a esta cepa 

características únicas, algunas de las cuales podrían estar implicadas en la 

adaptación a determinados nichos ecológicos. 

 

4. La utilización de lactosa y el gen de la fosfo-beta-galactosidasa (lacG) no son 

biomarcadores adecuados para la clasificación de aislados de L. garvieae en 

función de su origen. 

 

5. El microarray de ADN diseñado y validado en el presente trabajo representa el 

primer microarray disponible para L. garvieae, cuya utilización facilitará futuros 

estudios de genómica funcional en este patógeno.   

 

6. Las cepas de L. garvieae 21881 y 8831 presentan distinta respuesta 

transcripcional global a la temperatura, mostrando L. garvieae 8831 una 

respuesta adaptativa específica y coordinada por debajo de su temperatura 

óptima de crecimiento. 
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