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Resumen:
OBIJETIVO GENERAL:

Caracterizacion del papel vectorial de Acanthamoeba como reservorio de Legionella spp y su
repercusion en: a) la adquisicidon de patologias infecciosas en el ambito de la comunidad y en
un entorno nosocomial, b) en la modulacién de factores de virulencia e interaccién con el
hospedador; contribuyendo a la mejora del diagndstico mediante el desarrollo de nuevas

herramientas para su traslacion al ambito sanitario.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Aislar y caracterizar cepas de Amebas de Vida Libre (AVL) y Legionella en muestras clinicas y
de agua hospitalarias, estudiando la epidemiologia molecular de éstos patégenos como agentes

causantes de neumonia.

2. Estudiar la interaccién patégeno/hospedador, en los microorganismos estudiados: Factores
asociados invasion /colonizacidn, factores de virulencia, Mecanismos de Evasién del Sistema

Inmune. Modelo “in vitro”.
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3. Desarrollar nuevas alternativas al diagndstico de neumonia causada por Legionella spp, de
utilidad hospitalaria para la deteccidon simultdnea de las distintas especies de Legionella,

incluyendo L. no-pneumophila.

METODOLOGIA:

Se realizara la recuperacion de los organismos mediante filtracion en los diferentes tipos de
aguas y se identificardn los patégenos por cultivo y PCR. Las muestras clinicas se analizaran por
cultivo, métodos moleculares e inmunocromatografia. Respecto el resto de actividades y tareas,
se desarrollaran las siguientes metodologias: tecnologia basada en aptameros, electroforesis,

caracterizacién molecular. Modelos animales y estudios anatomopatoldgicos.

DISENO Y TAREAS DEL PROYECTO:
Diseio del Proyecto
Fases del estudio:

1.- Obtencién de muestras de diferente origen.

2.- Identificacion, amplificacion y caracterizacion de los microorganismos en los diferentes tipos
de muestras.

3.- Estudio de la interaccién patdgeno/hospedador.

4.- Mejora del diagndstico de neumonia.

5.- Tratamiento de datos andlisis y resultados.

Tareas a Realizar

e TAREA 1.- IDENTIFICACION, CARACTERIZACION Y CULTIVC? DE LOS
MICROORGANISMOS RECUPERADOS DE LAS MUESTRAS DE AGUAS YCLINICAS.
# Actividad 1.1.- Obtencién de material bioldgico de referencia de las distintas cepas de los
protozoos y bacterias en estudio.
# Actividad 1.2.- Disefio del plan de recogida de muestras.
# Actividad 1.3.- Identificacidn y caracterizacidn de los microorganismos recuperados de las

muestras de aguas.
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#Actividad 1.4: Identificacidn y caracterizacion de AVL y Legionella asociados en muestras

clinicas.

e TAREA 2: ESTUDIO DE LA INTERACCION PATOGENO-HOSPEDADOR Y
CARACTERIZACION DE LOS FACTORES ASOCIADOS A LA INVASION/COLONIZACION DE
Acanthamoeba POR Legionella.

#Actividad 2.1: Mecanismos de Evasion del Sistema Inmune y Factores de Virulencia de
Legionella. Modelo “in vitro”.

e TAREA 3: OBTENCION DE HERRAMIENTAS UTILES PARA EL DESARROLLO DE UN
METODO DIAGNOSTICO DE LA LEGIONELLOSIS ESPECIFICO Y DE BAJO COSTE.

# Actividad 3.1: Obtencidén de aptameros especificos para las distintas especies de Legionella
spp.

# Actividad 3.2: Estudio de la especificidad y funcionalidad de los aptameros.
e TAREA 4: INTERCAMBIO DE INVESTIGADORES Y TECNICAS.

e TAREA 5: ANALISIS DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS Y PUBLICACION DE LOS
MISMOS.

DISTRIBUCION DEL PROYECTO:

En una primera etapa se procederad a la obtencién de material bioldgico de referencia, a la
optimizacion de los métodos de identificacion molecular y al disefio del plan de recogidas de

muestras.

En una segunda etapa, en su primera fase, se realizardn los muestreos en los lugares y
momentos seleccionados, realizandose la identificacién de los patdgenos en estudio tanto en
las muestras de aguas como en las muestras clinicas y comienzo de la caracterizacién. A la vez
se cultivaran las cepas de AVL correspondientes y se comenzaran los ensayos de caracterizacion
del papel vectorial de Acanthamoeba. Asi mismo, se empezardn a disefiar los métodos
diagndsticos alternativos. En la segunda fase de esta segunda fase se realizara
fundamentalmente la caracterizacién molecular de los aislados de aguas y de muestras clinicas,
y la caracterizacién protedmica de los receptores y estudios de interaccion patégeno

hospedador y modelo animal.
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Un punto clave en este proyecto es disponer de la colaboracién de hospitales del SNS como el
Hospital Puerta de Hierro y Hospital la Paz, que nos proporcionaran muestras clinicas tanto
pediatricas como adultos, y del Hospital Gregorio Marafién del que dispondremos de su
tecnologia (Citometria de Flujo) y de su Plataforma de Biobancos. Por otro lado, todo el muestro
de aguas de diferentes unidades hospitalarias se podra llevar a cabo gracias a la colaboracion
con el Hospital Arnau de Vilanova de Valencia y los Hospitales Virgen del Rocio, Hospital

Esperanza Macarena y Hospital Nuestra Sefiora de Valme.

Por motivos de la convocatoria no constan en la distribucién de tareas los miembros
procedentes de los centros colaboradores, pero si se recoge su participacién como “lugar de
realizacion”. Para facilitar su identificacion se han marcado con *. Aunque no formen parte del
grupo de investigacidn es indispensable su colaboracién para la realizacion del proyecto: la Dra.
Coral Barbas Arriba directora del Centro de Excelencia de Metaboldmica y Bioandlis de la
Universidad San Pablo-CEU (colaboracién en el desarrollo del aptdmero por selecciéon con
Electroforesis Capilar y ofreciéndonos todo su servicio de Espectrofotometria de Masas) y el Dr.
J. Carlos Andreu del Hospital Arnau de Vilanova (envio demuestra de agua de ambito
hospitalario), la Dra. M2 José Mellado jefa del servicio de pediatria del Hospital de la Paz
(coordinacién y asesoria pediatrica) y la Dra. M2 Angeles Mufioz Fernandez jefa de Biobanco del

Hospital Gregorio Marafidn (asesoria).

Personal: CA: Carmen del Aguila (USP-CEU); SF: Soledad Fenoy (USP-CEU); CH: Carolina Hurtado
(USP-CEU); DO: Dolores Ollero (USPCEU); AM: Angela Magnet (USP-CEU); CS: Contrato solicitado
(USP-CEU); LA: Luis Arvelo (HPH); IS: Isabel Sdnchez (HPH); SP: Sara Pérez (HLP); MP: Manuela
de Pablos (HLP); LL: Luis Lopez (HVR y HEM); CG: Coral Gémez (HGM).

Centros: USPCEU: Universidad San Pablo-CEU; HPH: Hospital Puerta de Hierro; HLP: Hospital La
Paz; HVR: Hospital Virgen del Rocio; HEM: Hospital Esperanza Macarena; HGM: Hospital de

Gregorio Marafién.

Centros y Personal colaboradores: CEMBIO*: Centro de Excelencia de Metaboldmica vy

Bioandlisis; HAV*: Hospital Arnau de Vilanova.
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Lugar Realizacion Cronograma
USPCEU 1S -6S
USPCEU 1S
USPCEU, HPH, HLP, 1S
HGM, HAV*, HVR

HEM, HNSV*

USPCEU, HAV*, HVR, 18-58
HEM, HNSV*

USPCEU, HPH, HLP, HGM 18-58
USPCEU, UCM* 18-56S
USPCEU, UFRJ*, CEMBIO* 28-5S8
USPCEU, CEMBIO* 18-5S
USPCEU, CEMBIO* 38-58
USPCEU, HPH, HLP, HVA*; 38-4S
HVR, HEM, HGM, CEMBIO*,

UCM*, UFRJ* HNSV*

USPCEU 6S



