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RESUMEN 

Piscir/ckettsia salmonis es una bacteria Gram negativa, agente etiolOgico de Ia Septicemia 

Rickettsial Salmonidea (SRS) a Piscirickettsiosis, enfermedad que desde hace más de dos 

décadas amenaza seriamente Ia sustentabilidad de Ia salmonicultura en Chile. No obstante, 

el gran impacto económico que produce esta enfermedad en Ia industria salmonera, 

aspectos bâsicos de Ia biologia del patOgeno son aUn desconocidos. En los ültimos años Ia 

clasificaciOn taxonómica y caracterizaciOn del patógeno han cambiado rotundamente, at 

principio fue caracterizada como un organismo perteneciente al grupo Alfa-proteobacteria, 

filogenéticamente cercano a organismos del género Rickettsia, pero en Ia actualidad ha sido 

reclasificada dentro del grupo Gamma-proteobacteria, filogéneticamente cercano a 

Leg/one//a pneumophlla, Franc/se/Ia tu/arensis y Coxie/la burnetii, entre atros. 

Adicionalmente, el patOgeno fue considerado como un organismo intracelular obligado, ya 

que su crecimiento era pasible sOlo en Ilneas celulares de peces e insectos, pero hoy en dia 

estã catalogado como un organismo intracelular facultativo. 

A pesar de que hoy en dia es posible obtener cultivos puros de P. salmonis, Ia secuenciaciOn 

completa de su genoma no ha sido reportada, por to que genes implicados en aspectos tan 

relevantes como metabolismo celu tar y virulencia son absolutamente desconocidos. Esto ha 

conilevado a que no existan medidas de prevenciOn y profilaxis eficaces para controlar los 

brotes de Ia enfermedad que amenazan seriamente Ia producciOn de salmOnidos en nuestro 

pals. En otros patOgenos, el conocimiento de los mecanismos de virulencia ha conducido at 

diseño de nuevas herramientas prafilácticas, como por ejempla, el diseño de vacunas 

mejoradas o de fármacos eficaces para el control de Ia enfermedad. 

De acuerdo a los antecedentes señalados y teniendo en cuenta que en muchos patOgenos 

los mecanismos de virulencia y patogenicidad están dados por la secreciOn de moléculas 

efectoras a través de uno a más de los sistemas de secreciOn bacterianas, este trabajo de 

tesis propuso estudiar los mecanismos de patogenicidad y virulencia de P. salmonis con Ia 

finalidad de obtener informaciOn dave para el diseño de nuevas alternativas de control para 

erradicar Ia enfermedad. Los factores de virulencia secretados por las bacterias patOgenas 

tienen como objetivo interferir o modular el comportamiento de Ia célula huésped, con Ia 

finalidad de generar una infecciOn productiva, evadiendo al sistema inmune. Par este razOn, 

el principal objetivo de esta tesis fue Ia bUsqueda de genes en P. salmonis que tuvieran 

relaciOn con alguno de los seis sistemas de secreciOn en bacterias Gram negativas, con el 



propOsito de determinar al menos uno de ellos como mecanismo de patogenicidad para 

producir Ia enfermedad. 

Se utilizaron diferentes estrategias para la büsqueda de los genes que conforman los 

distintos sistemas de secreciOn en P. salmonis; I) diseño de cebadores degenerados 

basados en regiones conservadas de las principales proteinas de cada uno de estos 

sistemas y ii) secuenciaciOn parcial del genoma de Ia bacteria. Se logrO determinar que el 

patOgeno contiene al menos los sistemas de secreciOn Tipo I (SSTI) y Tipo IV-B (SSTIV-B) o 

Dotllcm (Deficient in Organelle Trafficking/Intracellular Multiplication). 

Respecto al SSTI, se logro identificar los genes para tres proteinas relacionadas con el 

sistema, dos de las cuales son estructurales (to/C y hlyD) y una es un efector de secreción, 

a ci-hemolisina, lo que podria explicar el efecto citotOxico y litico que produce Ia infecciOn 

con P. salmonis, tanto in vitro como in vivo. Adicionalmente, se determinO que los genes del 

SSTI están transcripcionalmente activos en diferentes condiciones de crecimiento del 

patogeno, lo que indicaria que el sistema está funcional. 

En cuanto al sistema de secreciOn Dofilcm, se encontraron cuatro genes correspondientes a 

protelnas estructurales (ATPasa DotB, DotA, lcmK e lcmE), las que comparten una alta 

similitud de secuencia con sus homOlogas de otros organismos como L. pneumophlla y C. 

burnetii, en donde este sistema es el responsable de Ia supervivencia intracelular y evasiOn 

del sistema inmune del huésped. Asimismo, se pudo determinar que los genes dotlicm son 

expresados durante Ia infecciOn in vitro y durante el crecimiento en medio libre de células, lo 

que indicaria que su expresiOn es constitutiva, y que ciertos efectos ambientales, como una 

disminuciOn del pH, aumenta sus niveles de expresiOn. La sobreexpresiOn de los genes del 

SSTIV en pHs ácidos ha sido descrita en otros patOgenos, señalándose que Ia acidificaciOn 

del fagosoma que contiene a Ia bacteria en los macrOfagos infectados serla el evento que 

gatilla la inducciOn de estos genes que generan Ia respuesta de Ia bacteria ante las defensas 

del huésped. For consiguiente, los resultados obtenidos en este estudio demuestran que se 

aplicaria también a P. salmonis. 

Conjuntamente, Ia secuenciaciOn parcial del genoma de P. salmonis entregO informaciOn 

adicional, relacionada a dos potenciales mecanismos de virulencia. El primero, corresponde 

al Pili Tipo IV, uno de los principales mecanismos de virulencia de F. tularensis que participa 

en Ia adhesiOn inicial del patogeno a las células blanco permitiéndo Ia exportaciOn de 

algunas moléculas que favorecen Ia infecciOn, además en otros organismos como Vibrio 



cholerae está involucrado en Ia formaciOn de biofilm, mecanismo fundamental para Ia 

persistencia e infectividad de éste patogeno. El segundo mecanismo de virulencia se 

encuentra relacionado con Ia biosintesis flagelar. Se IogrO identificar casi por completo todos 

los genes que lo conforman, a pesar de que P. salmon/s ha sido clasificada como una 

bacteria inmóvil. Sin embargo, se determinô que algunos de los genes reguladores de Ia 

cascada de expresión del flagelo se encuentran transcripcionalmente activos, pero su 

funcionalidad e implicancia en Ia virulencia deberán ser evaluadas a futuro. 

Los resultados obtenidos en esta tesis revelan un nuevo conocimiento acerca de los factores 

de virulencia presentes en el genoma de P. salmonis, indicando que esta bacteria está bien 

equipada con un set de genes que promueven su sobrevivencia bajo las condiciones 

adversas que produce elsistema de defensa del huésped. Finalmente, el conocimiento de 

los genes implicados en Ia virulencia y patogenicidad de Ia bacteria tiene el potencial de ser 

usados como blanco para el diseño de nuevos fármacos o vacunas para controlar 

eficientemente esta enfermedad. 



ABSTRACT 

Piscirickettsia salmonis is a Gram-negative bacterium, etiological agent of the Salmonid 

Rickettsial Septicemia or Piscirickettsiosis, a disease that for more than two decades has 

seriously threatened the sustainability of the chilean salmon aquaculture. Despite the 

significant economic impact that this disease produces in the salmon industry, basic aspects 

of its biology are still completely unknown. During the last years, P. salmonis taxonomic 

classification as well as its characterization have completely changed, af the beginning was 

characterized as an organism belonging to the Alpha-proteobacteria group, phylogenetically 

close to the Rickettsia genus. However, nowadays it has been reclassified within the Gamma-

proteobacteria group, phylogenetically close to Legionella prieumophila, Franc/se/Ia tu/arens/s 

and Coxiel/a burnet/i, among others. Additionally, the pathogen was considered as an 

obligate intracellular organism, due to the fact that grew only in fish and insect cell lines. 

Today, it is categorized as a facultative intracellular organism. 

Although, the bacteria can be grown in cell-free media to obtain pure cultures, the full 

genome sequencing has not been accomplished. Important genes involved in cellular 

metabolism and/or virulence aspects are still absolutely unknown and so, no preventive 

measures and effective prophylaxis to control the disease outbreak exist. In other pathogens, 

the knowledge of virulence mechanisms has led to design new prophylactic tools, like 

improved vaccines or effective drugs for control the disease. 

With the information mentioned above and considering that the virulence and pathogenicity of 

many bacterial pathogens are given by the secretion of effector molecules throughout one or 

more secretion systems, the aim of the present thesis was focused on the P. salmonis 

pathogenicity and virulence in order to obtain relevant information for designing new 

prophylactic tools to control and eradicate the disease. The virulence factors secreted by 

pathogenic bacteria are intended to interfere or modulate the behavior of the host cell for 

generating a productive infection, so far evading the immune system. Consequently, the main 

aim of this work was to search genes related with one or more of the secretion systems 

already known in Gram-negative bacteria, in order to determine at least one of the 

pathogenicity mechanisms used by P. salmonis to produce disease. 

Different strategies were used for searching the secretion genes of P. salmonis; i) design of 

degenerate primers of the major proteins of each one of the secretion systems and ii) partial 

sequencing of the bacterium genome. It was determined that the pathogen comprises at least 
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secretion systems Type I (SSTI) and Type IV-B (SSTIV-B) or Dot I 1cm (Deficient in Organelle 

Trafficking I Intracellular Multiplication). 

Regarding the TISS, it was possible to detect three genes, two structural (to/C and hlyD) and 

one secreted protein, o-hemolysin that may explain the lytic and cytotoxic effect caused by 

the P. salmonis infection both in vitro and in vivo. Additionally, it was determined that the 

TISS genes are transcriptionally active under different growth conditions of the pathogen, 

which indicates that the system is functional. 

Furthermore, concerning to the Dotllcm secretion system it was possib'e to identify four 

genes corresponding to structural proteins (dotB ATPase, dotA, icmE and IcmK), which share 

high sequence similarity with their counterparts L. pneumophila and C. bumetii, where this 

system is responsible for the intracellular survival and evasion of the host immune system. It 

was also determined that the dot/icm genes are expressed during the in vitro infection as well 

as in the cell-free medium growth, suggesting that its expression is constitutive, although 

some environmental effects such as the pH reducing, increases the expression levels of 

these genes. Overexpression of the SSTIV genes in acidic pHs has been described in other 

pathogens, indicating that the phagosome acidification in the infected macrophages should 

be the trigger event to produce the induction of these genes, causing a response of the 

bacterium against the host defenses, which according the results obtained in this thesis could 

also apply for P. salmonis. 

In addition, the partial genome sequencing of P. salmonis has contributed with extra 

information, two putative new virulence mechanisms. The first one corresponds to the Type 

IV Pill, which is one of the major virulence mechanisms of F. tularensis involved in the initial 

adhesion of pathogens to the target cells, allowing the export of certain molecules that 

promote infection. The Type IV Pili is important as well in biofilm formation; for example, in 

Vibrio cholera is well documented as a crucial mechanism for persistence and infectivity of 

this pathogen. The second mechanism is related to the flagellar system. We achieved the 

identification of almost all the genes involved in the flagellum biosynthesis, although P. 

salmonis has been classified as a non-motile bacterium. Nevertheless, some of the genes 

implicated on the regulation cascade of the flagellum expression are transcriptionally active 

but its functionality and implication in virulence should be evaluated in the near future. 
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1. INTRODUCCION. 

Sin lugar a dudas Chile es el primer pals acuicultor en Latinoamérica. El principal auge de 

esta actividad está encabezado por Ia industria salmonera y cabe destacar que Ia forma 

como se desarrolló Ia salmonicultura en nuestro pals no tiene precedente en el mundo, por 

su rápido crecimiento y notable dinamismo (Informe Gemines, 2001). Actualmente, Chile es 

el segundo productor mundial de salmOn y el primero en trucha, aportando el 5 % a las 

exportaciones totales del pals. A su vez esta industria representa el 56% de las 

exportaciones pesqueras. Además, en Ia ültima década Ia industria se expandiO a una tasa 

promedio del 22%. (SalmOnChile, 2007). Los principales importadores del salmon producido 

en Chile son Estados Unidos y JapOn, que en conjunto abarcan el 64% del volumen. Esta 

industria da empleo aproximadamente a 40 mil personas, principalmente de Ia décima y 

undécima regiOn del pals (Bustos, 2008). 

Este rápido e impresionante crecimiento de Ia industria de debe especificamente a que 

existen pocos lugares en el planeta que reUnan las condiciones ambientales del Ilamado 

"cinturOn del salmOn", que comprende 1700 kilOmetros de longitud de islas, fiordos y bahias 

ideales para el cultivo del pez: desde Puerto Montt hasta Punta Arenas. Las condiciones del 

agua son excelentes, puras, limpias, sin contaminaciOn y con temperaturas que fluctüan 

entre los 7 y 16 grados Celsius durante todo el año. Otro factor que favorece son las 

abundantes precipitaciones, de 4000 milimetros de Iluvia como promedio anual 

(SalmOnChile, 2006). El mundo salmonero que se desarrolla en el sur de Chile concentraba 

el fuerte de Ia actividad en Ia X Region, Ia que se extendiO paulatinamente hacia las 

regiones de Aysén y Magallanes, y se han proyectado como las zonas de mayor crecimiento 

salmonero en el siglo XXI. Son cuatro las principales especies de salmOnidos cultivadas en 

Chile, SalmOn Atlántico (Salmo salar), SalmOn Coho (Oncorhynchus kisutch), Salmon 

Chinook (Oncorhynchus tshawytscha) y Trucha Arcoiris (Oncorhynchus mykiss) 

(SalmónChile, 2007). 

Las exportaciones de salmOn y trucha generaron una ganancia de US$ 2.241.710 millones 

durante 2007, monto superior en un 2% respecto a 2006, segün cifras de Ia AsociaciOn de Ia 

Industria del Salmon de Chile AG., SalmonChile. En 2007 se exportaron un total de 397.039 

toneladas netas de salmOn y trucha, Ic que implicO un aumento en los envios de un 3% en 

volumen con respecto a igual periodo del año anterior (Intesal, 2007). Durante el 2008 las 



exportaciones crecieron a US$ 2.392.000, subiendo un 7% respecto al año anterior 

(SalmOnChile 2008). En cambio, durante el año 2009 las exportaciones de salmOnidos 

cayeron un 13% respecto al año 2008, Ilegando a un total de US$ 2.068.000, debido a que 

las cosechas se anticiparon a causa del problema sanitario ocurrido en Ia industria, el que 

fue generado por Ia aparición del virus de Ia Anemia Infecciosa del Salmon (ISAv) 

(SalmOnChile 2010). En el año 2011 hubo un repunte de Ia actividad salmonera con 

respecto al año 2010. La producciOn de salmOn atlántico y salmOn del pacIfico fue de 51% y 

38% superior, respectivamente y sOlo Ia producciOn de trucha fue menor al año anterior, lo 

que generO que las exportaciones de salmOnidos registraran un incremento del 61% en 

relaciOn con el 2010, transformando a Ia industria en una de las que mayor crecimiento tuvo 

durante el 2011 (Sernapesca, 2011). Cabe mencionar que durante el año 2011 Ia industria 

acuIcola generO ganancias US$ 4.228 millones, cifra inédita en Ia historia de las 

exportaciones sectoriales, y dentro de ese total los salmOnidos representaron Ia mitad de las 

ganancias (Salm6nChile2011). Todos estos antecedentes demuestran Ia importancia de Ia 

industria salmonera en Ia economla nacional. 

A pesar de este abrupto crecimiento y de Ia alta rentabilidad econOmica que ha mostrado 

esta industria en los Ultimos 20 años, aun existen ciertos problemas asociados a su 

producciOn y que amenazan de forma constante su sustentabilidad. De ellos el de mayor 

impacto corresponde a Ia apariciOn de organismos patOgenos con brotes recurrentes que 

merman gravemente Ia producciOn. Ejemplo claro de este aspecto ocurriO durante el año 

2007 con Ia apariciOn del virus ISA que provocO una disminuciOn significativa en Ia 

producción. Entre los patagenos de mayor relevancia se encuentran: el Virus de Ia Necrosis 

Pancreática lnfecciosa-IPNV (Smail et al., 2006; Rodriguez et al. 2003), el Virus de Ia 

Anemia del SalmOn (Cottet et al., 2011; Kibenge et al., 2006), el hongo Saprolegnia 

parasitica (Zaror et al., 2004) y varias bacterias, principalmente Gram-negativas, a 

excepciOn de Renibactenum sa!moninarum que es un patOgeno Gram-positivo (Sanders 

and Barros, 1986). Entre las Gram-negativas mâs frecuentes encontramos, Aeromonas 

salmonicida (Balcázar et al. 2007), Vibrio ordalii (Bohle et a!, 2007), Flavobacterium 

columnare (Bader et al., 2003) y ültimamente, Ia apariciOn de Ia bacteria Francisella 

piscicida o Francisella phiomiragia subespecie noatunensis, l a que fue anteriormente 

conocida como UA2 o Francisella piscicida (Birkbeck et a!, 2007; Bohle et al., 2009). Sin 

embargo y sin lugar a dudas el patOgeno de mayor relevancia y persistencia en Ia industria 

ha sido y continua siendo Ia bacteria Pi.scirickettsia salmonis, que desde su apariciOn en 



1989 (Bravo y Campos, 1989) ha mostrado una alta agresividad, persistencia y ha sido 

refractaria a los tratamientos profilácticas aplicados para su control (Marshall et al., 2007; 

Tobar et al., 2011), además de generar pérdidas anuales que superan los US$ 100 millones 

anuales por efecto de constantes brotes (SalmonChile, 2007; Bravo y Midt!yng, 2007). 

Piscirickettsia salmonis fue antes descrita como la primera bacteria intracelular Gram 

negativa aislada desde peces (Bravo y Campos, 1989; Fryer y Hedrick, 2003), pero en Ia 

actualidad ha sido reclasificada como un organismo intracelular facultativo por su capacidad 

de crecer en medios bacteriolOgicos libres de células (Mikalsen et al., 2008; Mauel et al., 

2008; GOmez et al., 2009; Yañez et al., 2012). Tamblén se han registrado brotes de Ia 

enfermedad en Escocia, Irlanda, Noruega y en Ia Costa del Pacifico de Canada (Kuzyk et 

al., 1996), donde las pérdidas econOmicas también han sido considerables, pero nunca en el 

nivel en que se ha visto afectada Ia produccián en Chile (Almendras et al., 1997). Por otra 

parte, no solamente salmOnidos se han visto afectados por P. salmonis, ya que se ha 

detectado Ia presencia de este patOgeno en especimenes de Corvina Blanca (Atractoscion 

nobilis) en Ia costa del sur de California, siendo Ia bacteria propagada tanto in vivo como in 

vitro (Arkush et al., 2005). En Grecia, especimenes de Lubina (Dicentrarchus labrax) 

también se han visto afectados por un patOgeno muy similar a P. salmonis 

(Athanassopoulau et al., 2004). En Hawai poblaciones de Tilapia (Oreochromis 

mossambicus y Sarotherodon melanotheron), tanto de vida libre como de cultivo, han sufrida 

una enfermedad tipo-Piscirickettsiosis (Mauel et al., 2003); Ia que sugiere que Ia expansiOn 

de este agente a atras especies de peces de importancia comercial ya se ha iniciado 

(Marshall et al., 2007). 

La biologia de P. salmonis ha sido muy poca estudiada, principalmente debido a que hasta 

el año 2008 no existia un media bacteriologica para su crecimiento. El hecho de que 

solamente se haya logrado el crecimiento de este patOgena en lineas celulares 

impasibilitaba en cierto modo Ia caracterizaciOn genetica de Ia bacteria, especificamente por 

Ia contaminante adicional pravocada por las células de cultivo. A Ia fecha, Ia secuenciación 

del genoma de P. salmonis no ha sido completada o al menos ha sido anotada en alguna 

base de datos, por lo cual Ia investigaciOn tanto en aspectos metabOlicos, ciclo de vida y 

virulencia del patOgeno siguen siendo descanocidos. En base a estos antecedentes, es de 

suma impartancia el conocimiento de los genes que participan en Ia patogenicidad y 

virulencia de P. salmonis, can Ia finalidad de obtener una mayor comprensiOn de cuales son 
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los mecanismos que utiliza este patogeno para infectar, invadir y diseminarse en el 

huésped. Adicionalmente, con Ia obtenciôn de esta informaciôn se podrian hallar 

alternativas de prevenciOn y prouilaxis más eficaces para tratar y prevenir nuevos brotes de 

Ia enfermedad, asi como ha ocurrido con otras enfermedades bacterianas. 

Expuestos estos antecedentes, se plantea determinar cual (es) serla el mecanismo (s) de 

virulencia y patogenicidad de P. salmonis. Para ello se buscarán genes relacionados con 

aparatos de secreciôn de los Sistemas de SecreciOn Tipo Ill (SSTIII) y Tipo IV (SSTIV), 

ambos de gran importancia en los procesos de infecciOn en bacterias Gram-negativas. El 

SSTIII es el mãs conservado evolutivamente en bacterias Gram-negativas patOgenas y el 

SSTIV es el responsable de los mecanismos de supervivencia intracelular y evasion del 

sistema inmune de varios patOgenos de importancia. Además, se propone evaluar los 

niveles de expresian de los genes de virulencia en diferentes condiciones de crecimiento de 

a bacteria. 

2.- REVISION BIBLIOGRAFICA. 

2.1. EL AGENTE: Piscirickettsia salmonis (P. salmonis). 

Piscirickettsia salmonis es una bacteria Gram-negativa y agente etiologico de Ia Septicemia 

Rickettsial Salmonidea (SRS) o Piscirickettsiosis, Ia cual fue detectada por primera vez en 

1989, en especimenes de salmOn coho (Oncorhynchus kisutch) afectados por altas 

mortalidades en el sur de Chile (Bravo y Campos, 1989). Este patOgeno es una bacteria 

inmOvil, no capsulada, pleomOrfica, pero que generalmente se presenta cocoide, y de 

tamaño variable entre 0.5 y 1.5 pm de diámetro (Fryer et at., 1990; Kuzyk et al., 1996). 

TaxonOmicamente P. salmonis se ubica dentro del grupo Gamma-Proteobacteria y es una 

de las tres especies pertenecientes a Ia familia Piscirickettsiaceae, separada de Ia familia 

Rickettsiaceae como habia sido descrita anteriormente (Mauel et al. 1999). La bacteria se 

replica por bipartición en Ia célula huésped, dentro de vacuolas citoplasmáticas, de las 

cuales se libera destruyendo al huésped (Fryer et al., 1990). En brotes naturales de Ia 

enfermedad Ia bacteria ha sido reportada en higado, riñOn y cerebro, asi como también en 

macrOfagos asociados al riñón, bazo y sangre periférica (macrOfagos de Ia respuesta 
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inflamatoria) (Branson y Diaz-Muñoz, 1991; Almendras et al., 1997). In vitro Ia bacteria 

produce efecto citopático en diferentes lineas celulares de salmónidos y en algunas de 

peces de aguas cálidas causando inicialmente Ia formacián de agrupaciones de células 

redondeadas y vacuolizadas y por ültimo provocando Ia lisis celular con desprendimiento de 

Ia monocapa (Figura 1) (Fryer et al., 1990). Adicionalmente, ha sido descrito que Ia bacteria 

es capaz de infectar cultivos primarios y lineas celulares del sistema inmune de peces, 

especIficamente monocitos y macrófagos, lo que podria indicar que estas células son el 

primer blanco de Ia bacteria al entrar a un pez susceptible (McCarthy et al., 2008; Rojas et 

aI., 2009). 

A :ç 

, 

Figura 1: A: P. sa/monis dentro 

de vacuolas citoplasmãticas en 

células CHSE-214 (Oncorhynchus 

tschawytscha) infectadas. Las 

flechas indican Ia bacteria en 

division. B: P. salmonis crecida en 

placas de agar sangre. 

2.1.1 PatoloqIa. 

La enfermedad se caracteriza por su amplio espectro clInico y morfológico el cual depende 

del curso de Ia enfermedad (aguda, cránica), especie, peso de los peces, manejo y estado 

inmunitario, entre otros factores. En general, los signos evidentes que muestra un pez 

enfermo de SRS son: natación errática, aletargamiento, anorexia, orillamiento, y 

oscurecimiento de Ia piel. Ocurre también palidez branquial, hemorragias en Ia base de las 

aletas, aparición de nodulaciones y ulceraciones en Ia piel debido a Ia pérdida de escamas 

(Lannan et al., 1999). La bacteria causa una infecciãn sistémica en tejidos, afectando a Ia 

mayoria de los órganos, como el hIgado, riñones, corazón, cerebro, intestinos, ovarios, bazo 

y branquias (Bravo y Campos, 1989; Kuzyk et al., 1996). En los i:iltimos años se ha 

detectado una sintomatologia atIpica en trucha arcoiris, Ia que corresponde a una 

inflamación hemorrágica de Ia musculatura, asociada a lisis muscular, dando origen a 

cavernas musculares, las cuales pueden a no ser evidenciadas externamente. El contenido 

de estas cavernas es viscoso de color variable opaco a hemorrégico con un alto contenido 

bacteriano (Sergio Marshall, comunicación personal). 
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2.1.2 Modo de Transmisión: 

Los estudios existentes han descrito Ia enfermedad principalmente en agua de mar y en 

estuarios (Fryer et al., 1990; Cvitanich et al., 1991), aunque también se ha reportado en 

agua dulce (Gaggero et al., 1995). La teoria más aceptada del modo de diseminaciOn del 

patógeno serla por las heces y orina de peces infectados, siendo el agente capaz de 

ingresar a otros individuos a través de las branquias y/o por Ia piel intacta (Larenas et al., 

1997). La presencia de ectoparásitos o lesiones en Ia piel de los peces, posiblemente, 

favorecerian Ia entrada del patágeno y el posterior contagio a otros individuos (Fryer y 

Mauel, 1997). Es posible que también exista un modo de transmisiOn vertical de Ia 

enfermedad por ovas a espermios, lo que se ha sido demostrado en salmones coho 

naturalmente infectados (Larenas et al., 1996). Fryer y colaboradores (1990) demostraron 

que ciertos vectores marinos podrian estar involucrados en Ia mantenciOn de Ia bacteria en 

el medio. Mediante inmunofluorescencia directa se ha detectado a P. salmonis en el parásito 

hematofago Ceratothoa gaudichaudi y en el ectoparásito Caligus sp; lo cual indica que éstos 

podrian ser vectores o reservorio del patogeno (Garcés et al., 1991; Correal, 1995; 

Venegas, 1996). También se ha descrito que P. salmonis es capaz de sobrevivir en agua de 

mar por aproximadamente 14 dias, lo que indicaria que Ia bacteria se puede mantener en el 

media marino en una cierta densidad poblacional (Lannan y Fryer, 1994). Recientemente, se 

ha reportado que Ia bacteria es capaz de mantenerse en cierta densidad poblacional en el 

agua de mar al menos 40 dias, ya sea en Ia superficie coma a 5 metros de profundidad, 

data importante para determinar un periodo de barbecho cuando hayan brotes de Ia 

enfermedad (Olivares y Marshall, 2010). 

2.1.3 Métodos de deteccióri de P. salmonis. 

La biologia molecular es una herramienta que ha simplificado bastante Ia detecciOn de este 

patógeno. La técnica de Ia FOR (Reacción en Cadena de Ia Polimerasa) ha sido utilizada 

para Ia detecciOn de Ia bacteria en muestras de tejidos a de cultivos celulares, mediante el 

use de cebadores dirigidos a amplificar secuencias blanco en Ia regiOn del 16S del operOn 

ribosomal (Mauel et al., 1996) y ademâs, con cebadores dirigidos a amplificar Ia secuencia 

de Ia regiOn espaciadora del operOn ribosomal (ITS - Internal Transcribed Spacer), 

pudiendo detectar claramente Ia presencia de Ia bacteria en sueros extraidos desde peces 

enfermos (Marshall et al., 1998). Adicionalmente, el gen de Ia proteina inmunogénica 

ChaP.s también ha sido utilizado con éxito coma marcador molecular para Ia identificaciOn 

de este patOgeno, ya sea mediante FOR o por Ia utilizaciOn de anticuerpos especificos 
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contra la proteina (Gómez et al., 2009). Con estas herramientas de alta especificidad no se 

hace estrictamente necesaria Ia secuenciaciOn para determinar Ia identidad de Ia bacteria. 

A diferencia de lo anterior, el tIpico diagnástico de Ia enfermedad se basaba en Ia 

observación de signos evidentes presentados por los peces, ya sean externos como 

internos (mencionados anteriormente), lo que Ileva al sacrificlo del animal, combinado con 

una demostraciOn de Ia presencia de P. salmon/s realizando varios procedimientos que se 

mencionan a continuaciôn: 

Aislamiento de Ia bacteria desde higado, cerebra y riñón de peces enfermos a que 

presenten sintomas externos de Ia enfermedad para su crecimiento en cultivos 

celulares hasta observar Ia apariciOn de efectos citopáticos en las células (10 a 15 

dias), lo que hace que su detecciôn se escape de técnicas rutinarias utilizadas para el 

aislamiento de bacterias (Fryer et al., 1990; Fryer y Hendrick, 2003). 

Observación del patOgeno, desde frotis de Organos de peces, por media de tinciones 

poco especificas como Giemsa, Gram y naranja de acridina (Fryer et al., 1990; 

Cvitanich et al., 1990). 

Para realizar Ia confirmaciOn de P. salmon/s se han utilizado métodos serologicos, 

como es el caso anticuerpos fluorescentes (inmuno-histoquImica e inmuno-citoquimica) 

para determinar Ia presencia de Ia bacteria en Organos y en cultivos celulares 

sospechosos, además de Ia técnica de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). 

2.1.4 Prevención y  profilaxis. 

Hasta Ia fecha los intentos para evitar los brotes de Ia piscirickettsiosis han sido de limitado 

alcance y por, no ha podido ser erradicada de las zonas afectadas. Una medida general 

adoptada por los centros de cultivo con elfin de reducir las pérdidas, ha sido disminuir las 

densidades poblacionales por jaula (Bravo y Campos, 1989). A pesar que Ia cepa tipo P. 

salmon/s LF-89 (ATCC VR 1361) presenta una alta sensibilidad a antibiOticos en 

condiciones controladas de Iaboratorio, los resultados de las terapias con antibiôticos in 

viva, especificamente via oral han sido poco efectivos contra Ia enfermedad y en general no 

han sido capaces de controlar efectivamente a Ia bacteria. Esto podria deberse al posible 

hecho de Ia apariciOn de resistencia en algunas cepas, como ha ocurrido con muchas 

especies bacterianas (Smith et al., 1996); variabilidad en los tiempos y dosis de aplicación 

de las drogas y el uso cada vez mayor de nuevas alternativas de tratamiento. Otra causal 
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det efecto minimo de los antibiOticos se debe a que Ia bacteria se replica dentro de las 

células del huésped, por tanto los niveles de antibiOticos usados no alcanzarian Ia 

concentraciOn suficiente para ingresar a las células (Fryer y Mauel, 1997). 

En Ia actualidad ninguna vacuna es completamente eficiente para controlar Ia enfermedad. 

La mayoria de las vacunas, existentes en el mercado, están basadas en bacterias 

inactivadas (bacterinas) con formalina o con algUn otro agente quimico, explicando que su 

poca eficiencia se debe al fuerte tratamiento de inactivaciOn, el cual dañarIa de algUn modo 

a los antIgenos de superficie. Las bacterinas no han sido las Unicas candidatas para Ia 

elaboración de nuevas vacunas contra P. salmonis. También se han iniciado estudios para 

identificar y caracterizar nuevas proteinas antigenicas que puedan ser utilizadas como 

posibles inmunágenos. Es aqul donde surgen las rnayores expectativas a la hora de Ia 

formulación de una vacuna que sea realmente eficaz en Ia prevención de P. salmonis. Entre 

los nuevos antIgenos que han sido descritos se pueden mencionar a Ia lipoproteina OspA 

de 17 kDa (Kuzyk etal., 2001), las Hsp 70, Hsp16 y Hsp10 (Wilhelm etal., 2003; Wilhelm et 

al., 2005), y Ia proteina inmunogénica ChaP.s (Chaperona HSP60 de Piscirickettsia 

salmonis), descrita por Marshall etal., en 2007. 

Debido al impacto económico que tiene P. salmonis en Ia industria salmonera nacional, se 

hace de suma urgencia un mayor entendimiento de su biologIa y de los mecanismos de 

patogenicidad que ella utiliza durante Ia infecciOn, para de esta forma hallar un método de 

control eficiente y asi, evitar las grandes pérdidas econOmicas que este patogeno continua 

provocando en Ia salmonicultura chilena. 

2.2 PRINCIPALES SISTEMAS DE PATOGENICIDAD BACTERIANA 

En los Ultimos años Ia aplicación de las técnicas de ingenieria genetica en el estudio de Ia 

patogenicidad bacteriana ha abierto un nuevo campo en el análisis de Ia virulencia a nivel 

molecular. El conocimiento completo de genomas de importantes patOgenos bacterianos, 

junto al desarrollo de técnicas de biologia celular que permitan estudiar las interacciones 

entre los microorganismos y las células hospederas han hecho posible hoy en dia, poder 

hablar de Ia disciplina denominada microbiologia molecular y celular. Sin duda, el 

conocimiento de los mecanismos moleculares de Ia virulencia bacteriana permitirá identificar 

17 



nuevas funciones relacionadas con Ia patogenicidad o con Ia transmisión de enfermedades 

infecciosas. Un punto importante a mencionar se refiere a Ia dilucidación de moléculas y 

mecanismos utilizados par las bacterias patógenas en los procesos de invasiOn, en términos 

prácticos, permitirian mejorar el diagnostico de ciertas enfermedades hasta Ilegar a Ia 

creaciOn de nuevos antibiOticos y vacunas mejoradas (Hueck, 1998). 

Las bacterias corresponden a uno de los grupos de organismos vivos más diversos 

existentes en nuestro planeta, se encuentran adaptadas a una amplia variedad de 

ambientes ecologicos, incluyendo plantas, animales y el hombre. En general, las bacterias 

secretan un gran nümero de proteinas al medio externo, incluyendo toxinas, adhesinas, 

como también, diversas enzimas hidroliticas que son requeridas en diferentes aspectos de 

su ciclo de vida, como par ejemplo, en Ia biogenesis de organelos, Ia adquisiciOn de 

nutrientes y en Ia expresiOn de factores de virulencia (Flores Herrera et al., 2003). Las 

bacterias patOgenas presentan un asombroso arsenal de moléculas de superficie que 

participan en los procesos de invasiOn de las células del hospedero, y además son capaces 

de secretar toxinas utilizadas en Ia colonizaciOn de distintos nichos a través del proceso de 

infecciOn (Pizarro-Cerda J. y Cossart P., 2006). Puesto que Ia colonizaciOn bacteriana a 

células del hospedero depende, en general, de proteinas extracelulares, los mecanismos de 

secreciOn se han convertido en el centro de estudio de las investigaciones microbiolagicas. 

Adicionalmente, las bacterias forman una gran diversidad de asociaciones entre si, que van 

desde Ia formaciOn de biopeliculas hasta el mutualismo, en las cuales Ia secreción de 

proteinas juega un rol central para modular estas interacciones, par lo que los sistemas de 

secreciOn son también muy importantes en Ia interacciOn entre bacterias y no solamente 

participan en Ia interacciOn patOgeno-hospedero (Tseng et al., 2009). 

La mayor parte de las investigaciones en el campo de Ia microbiologia molecular se han 

centrado en los sistemas de secreciOn de las bacterias Gram-negativas, donde las proteinas 

a translocarse a secretarse deben atravesar dos barreras lipidicas separadas par un espacio 

periplásmico y por una pared de peptidoglicano, que corresponden a Ia membrana interna y 

externa, respectivamente; esta Ultima es una bicapa lipidica asimétrica cuya cara exterior 

estã compuesta principalmente par lipopolisacáridos (Lee et al., 2001). En bacterias Gram-

positivas Ia secreciOn de proteinas hacia el media externo requiere del transporte a través 

de una sola membrana, par lo que algunos generos como Bacillus pueden ser utilizados 

industrialmente para Ia producciOn comercial de ciertas proteinas extracelulares, obtenidas 



con rendimientos muy altos; sin embargo, este proceso ha sido poco estudiado en estos 

microorganismos. Recientemente, con Ia secuenciación de diversos genomas de bacterias 

Gram-positivas, se ha detectado que muchos genes que participan en el proceso de 

secreciOn de Ia bacteria Gram-negativa Escherichia coil, también estn presentes en estos 

organismos, como es el caso de los sistemas Sec-dependientes (Van Wely et al., 2001). 

Se define como secreción al transporte activo de proteinas que ocurre a través del sistema 

membranoso bacteriano, mientras que Ia translocaciOn se refiere al transporte de proteinas 

a través de Ia membrana plasmâtica del hospedero (Buttner y Bonas, 2002). En bacterias se 

han descrito, al menos siete sistemas principales de secreción de proteinas hacia el medic 

extracelular. Las vIas de secreción en las bacterias Gram-negativas han sido clasificadas en 

seis grupos principales: secreciOn tipo I, II, Ill, IV, V (autotransportadores) y VI. Para Gram-

positivas y organismos del genera Mycobacterium se ha descrito un nuevo sistema, el 

Sistema de SecreciOn Tipo VII. La clasificaciOn de los sistemas de secreciOn se basa en Ia 

naturaleza molecular de las maquinarias de transporte y en las reacciones que éstas 

catalizan (Lee et al., 2001). Sin embargo, estos grupos se pueden aUn subdividir en dos 

grandes clases dependiendo del mecanismo que se utilice para el transporte a través de Ia 

membrana plasmática. Los sistemas de dos pasos, que utilizan las maquinaria de secreciOn 

del sistema Sec (Sistema General de Secrecián) o del sistema Tat (Twin Arginine) para 

exportar las proteinas al periplasma (Koster et al., 2000); y los sistemas de un solo paso en 

donde los sustratos se pueden secretar directamente desde el citosol hasta el exterior 

celular sin que exista un intermediario periplásmico, ni una secuencia señal en el amino 

terminal (Thanassi et al., 2000). A continuaciOn se describirá brevemente cada uno de los 

sistemas de secreción bacterianos. Cabe resaltar que los sistemas de secreción tipo Ill y IV 

son los mecanismos de patogenicidad más conservados en las bacterias Gram-negativas. 

En Ia figura 2, se puede observar Ia estructura que presentan cada uno de los sistemas que 

utilizan las bacterias para Ia exportación de moléculas al media extracelular. 
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Fiqura 2: Esquema de Ia estructura de los siete sistemas de secreciôn bacterianos. La organización de 

los sistemas VI y VII ha sido dilucidada recientemente. En los sistemas I, Ill, IV, VI y VII Ia exportación de 

moléculas ocurre en una sola etapa. En los sistemas V y II Ia exportación ocurre en dos etapas, Ia 

primera hacia el espacio periplasmatico y Ia segunda exporta las moléculas hacia el medio extracelular 

(Tseng et al., 2009). MFP: Proteina de fusion de membrana a membrane fisiOn protein. 

2.2.1 Sistemas Generales de Secreción. 

Sistema Sec: 

El sistema Sec está constituldo por el complejo de protelnas Sec Y-E-G y es el sistema de 

secreciOn de protemnas bacterianos más conservado (Pugsley, 1993). Es homOlogo al 

sistema de translocaciôn del reticulo endoplasmâtico de eucariotas y al translocãn Sec 61 

de levaduras. Las prateinas secretadas por este sistema, son protelnas no plegadas que 

contienen un péptido señal en el amino-terminal, el cual es eliminado al realizarse Ia 

translocaciãn hacia el espacio periplasmático, en donde ocurre el plegamiento (Lycklama et 

al., 2012). 

Sistema Tat: 

Este sistema se caracteriza por exportar protelnas plegadas, las cuales contienen un 

péptido señal que contiene tres dominios: una regiOn positiva en el N-terminal, un dominio 

hidrofObico y un dominio C-terminal. La secuencia que dirige Ia translocaciOn contiene un 

motivo consenso muy conservado formado por: Ser/Thr-Arg-Arg-X-Phe-Leu-Lys (Lee et al., 

2006). 

20 



2.2.2 Sistema de SecreciOn TiDo I (SSTI). 

Este mecanismo es utilizado por una amplia gama de bacterias para Ia secreciOn de taxinas, 

proteasas y lipasas, correspandiendo a una via de un solo paso (Thanassi et al., 2000). El 

SSTI estâ constituida por tres companentes: un canal en Ia membrana externa formado por 

una proteina de membrana externa PME (también conocida como TalC), un transportador 

tipo ABC (ATP binding cassette) en Ia membrana interna y una prateina periplásmica que 

también está anclada a Ia membrana interna y que se denomina proteina de fusion, Ia que 

genera un canal en el periplasma (Buchanan, 2001). Las sistemas de transporte ABC 

pertenecen a una superfamilia de transportadares que son también utilizadas por bacterias 

Gram-positivas y que existen también en eucariantes, desde levaduras hasta el hombre, 

siendo los responsables del transporte de un gran nUmero de ianes y moléculas pequeñas 

(Binet et al., 1997). El transportador ABC del SSTI contiene dos dominias citaplasmáticos 

para Ia hidrOlisis de ATP y dos dominios transmembrana (Delepelaire, 2004). El mejar 

ejempla para Ia secreciOn de proteinas de virulencia por este sistema correspande a Ia 

toxina a-hemolisina (HIyA) de una cepa de E. co/i urapatogénica, clasificada coma un 

importante factor de virulencia por su citatoxicidad (Goebel et at., 2002). Otros factores de 

virulencia expartados por este sistema son las metaloproteasas, adhesinas y glicanasas 

secretadas por patógenos de plantas Agrobacterium fume faciens, Pseudomonas syringae 

pv tomato, Ra/stonia solanacearum, Xanthomonas axonopodis pv. citri and Xylella fastidiosa 

(Reddy et al., 2007). 

2.2.3 Sistema de secreción Tipo II (SSTII). 

Muchos determinantes de virulencia son secretados por el SSTII, entre los que se destacan 

a toxina ADP-ribolisilasa de E. co/i enterotoxigénica, Ia toxina del cólera ( Vibrio choleae), Ia 

exataxina A de Pseudomonas aeruginosa y las pectinasa y pectato liasas de Dickeya 

dadantii (Etwinia chrysanthemi), Erwinia amylovora y Xanthomonas campestris 

pv.campestris (Tseng et al., 2009). La secreciOn por esta via acurre en dos etapas, primera 

Ia maquinaria Sec a el sistema Tat transloca el sustrato con péptido lIder a través de Ia 

membrana plasmâtica (Driessen et al., 2001). En una segunda etapa, Ia pratelna pierde el 

péptido señal en el espacio periplásmico, para posteriormente ser secretada a través de Ia 

membrana externa por un compleja sistema multiprotéico Ilamada tipo II a "secretOn" 

(Driessen et al., 2001). El secretOn incluye a dos pratelnas de membrana externa: i) GspD, 
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protelna integral de membrana de Ia familia de las secretinas; ii) GspS, que corresponde a 

una pequeña lipoprotelna necesaria para dirigir Ia inserción de GspD en Ia membrana 

externa (Thanassi y Hultgren, 2000). Adicionalmente, este sistema contiene varios 

componentes asociados a Ia membrana interna, GspC, F, K, L y M, y un componente 

citoplasmãtico GspE que tiene actividad ATPasa (Py et al., 1999). Estos Ultimos 

componentes del SSTII parecen estar involucrados en Ia formación del poro en Ia 

membrana interna, en Ia formación de una estructura similar a un Pili que abarca todo el 

periplasma y provee Ia energia (GspE) requerida para regular Ia apertura del poro en Ia 

membrana externa (Cianciotto, 2005; Filloux, 2004). 

2.24 Sistema de secreción TiDo Ill (SSTIII). 

Una gran cantidad de bacterias Gram-negativas patOgenas, tanto de plantas como de 

animales, han desarrollado un sistema especial para secretar proteinas hacia el citoplasma 

de las células de sus organismos huéspedes, denominado Sistema de Secreción Tipo Ill, 

que corresponde a un sistema de un solo paso (Galán et al., 1999). Las proteinas 

secretadas, a través de este sistema, permiten modular o alterar las funciones celulares del 

organismo infectado mediante distintas funciones (proteOlisis, hemOlisis, citotoxicidad, 

fosforilaciones, etc.) con Ia finalidad de generar el beneficio del patógeno (Hueck et al., 

1998). 

Los genes que codifican al SSTIII expresan más de 20 proteinas agrupadas en varias 

familias que se asocian a Ia envoltura de Ia bacteria, para formar una maquinaria 

macromolecular compuesta por anillos externos e internos, conectados por un complejo 

multi-proteico, una estructura que sale de Ia superficie de Ia bacteria y varias proteinas 

asociadas a Ia membrana interna incluida una ATPasa (Jennings et al., 2012). La gran 

cantidad de proteinas que to conforman han transformado al SSTIll en uno de los sistemas 

de secreción más complejos conocido en bacterias hasta el dIa de hoy (Kubori et al., 2000). 

A pesar que las proteinas secretadas por esta via son altamente especificas para cada 

especie bacteriana, las proteinas del aparato de secreciOn están altamente conservadas en 

los distintos patOgenos que ha sido descrito (Troisfontaines y Cornelis, 2005). La secreciOn 

de las proteinas externas de Yersinia (Yops) por Yersinia spp. representa el prototipo tipico 

del SSTIII. La translocaciãn de las proteinas Yops al citosol de las celulas huésped 

interrumpe las vias de senalización celular, permitiendo que Ia bacteria evada los 
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mecanismas de defensa del huésped (Galan y Bliska, 1996). El aparato de secreción del 

SSTIII en Yersinia contiene una familia de 11 proteinas, denominadas Ysc (YscC, YscD, 

YscJ, YscL, YscN, YscQ, YscR, YscS, Yscl, YscU y YscV), las que estãn altamente 

conservadas en los diferentes SSTIII. De las más de 20 proteinas que conforman el SSTIII, 

airededor de 10 comparten a su vez similitud con el aparato de exportaciôn flagelar (Piano 

et al., 2001). Interesantemente se ha visto una similitud extraordinaria en la estructura 

molecular del SSTIII y el cuerpo basal del flagelo en Salmonella typhimurium, Shigella 

flexnerii y Escherichia co/i (Buttner y Bonas, 2002). Este hecho ha sugerido que el SSTIII y 

el sistema de exportación flagelar posean un ancestro comUn, aunque existen discrepancias 

en el tema. 

El aparato de secrecián del SSTIII consiste básicamente en tres partes: un bulbo 

citoplasmático, una region formada por dos pares de anillos que atraviesa el sistema 

membranoso de Ia bacteria y una estructura semejante a una aguja de 60 nm de longitud 

que sobresale por Ia superficie celular (Andreas et al., 2007); de las cuales las dos Ultimas 

regiones conforman una estructura denominada 'inyectosama" a "complejo aguja" (Blocker 

et al., 2001). La longitud del complejo aguja está regulado genéticamente por el gen fliK 

(Journet el al., 2003), habiéndose demostrado que mutaciones en este gen producen una 

longitud indefinida de Ia aguja, aunque no está claro coma fliK participa en esta regulacion 

(Hirano et al., 1994). Además, se ha vista que Ia longitud también se encuentra ajustada en 

relaciOn a otras macromoléculas de la superficie bacteriana (Mota et al., 2005). La aguja se 

pone en contacto directo can Ia célula hospedera y de esta forma regula Ia secreciOn, 

aunque el mecanismo puntual de cOma ocurre esta regulaciOn aUn no se encuentra bien 

definido (Cordes et al., 2003). El proceso de inyecciOn requiere Ia presencia de ciertas 

proteinas denominadas efectoras, las cuales se ubican en el extremo distal de Ia aguja, 

permitiendo Ia formaciOn de un pora, denominado translacOn, en Ia membrana de Ia célula 

blanco (Blocker et al., 1999). En Shigella flexnerii se ha descrito y camprobada 

experimentalmente que son tres las proteinas efectoras (IpaB, 1paD e IpaC) que en conjunto 

se dispanen en el extremo del complejo aguja, permitiendo Ia formaciôn del translocôn en Ia 

células huésped y, por ende, el paso de proteinas de virulencia hacia su interior (Andreas et 

al., 2007). Además, se sabe que estos efectores, al igual que los translacadares y las 

factores de virulencia secretados, requieren Ia presencia de ciertas chaperonas moleculares 

especIficas para Ia estabilizaciOn previamente a Ia secreción (Betts et al., 2004). Las 

proteinas secretadas por el SSTIII carecen de una señal de secreciOn definida, sin embargo, 
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para algunas protelnas tanto del sistema flagelar, como del de virulencia, se ha demostrado 

que Ia señal se localiza en el dominio amino terminal (Hueck, 1998). A pesar de esto, no ha 

sido posible identificar secuencias conservadas en esta region y algunos datos sugieren que 

es más bien una propiedad fisicoqulmica, como Ia anfipaticidad, Ia que es crItica para Ia 

secreciOn (Lloyd et al., 2002). La hipótesis de Ia señal de secreciOn en el amino terminal ha 

sido cuestionada y se ha propuesto que se localiza en Ia regiOn 5' codificante del RNA 

mensajero (Anderson y Schneewind, 1997). Sin embargo, no existe evidencia directa de 

interacciOn entre el RNA mensajero y los componentes del sistema de secreciOn. 

Los genes que codifican el SSTlll, especificamente los del aparato de secreciOn, se 

encuentran juntos, formando agrupaciones de genes en elementos genéticos mOviles 

(Troisfontaines y Cornelis, 2005). En algunos organismos, estas agrupaciones de genes 

están ubicadas en plásmidos, los que son Unicos para especies patOgenas, no 

encontrándose en las mismas especies no patogenicas (Yersinia spp., Shigella flexneri, y 

Ralstonia solanacearum). En otros patOgenos las agrupaciones de genes se encuentran en 

el cromosoma (Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas syringae, 

Etwinia amylovora, Rhizobium fredii, y Xhantomonas campestris), en regiones denominadas 

Islas de Patogenicidad, las que están ausentes en aquellas mismas no patOgenas (Hueck, 

1998). 

El SSTIII más estudiado corresponde a las bacterias del género Yersinia, de las cuales han 

derivado muchos nombres de proteInas del SSTlll conservadas entre otros géneros (Hueck, 

1998). For ejemplo, Yersinia enterocolitica y Yersinia pestis presentan un plásmido comUn 

de 70 Kb (pYV) que codifica para el SSTlll (Journet et al., 2003). En este plâsmido están 

contenidos los genes de las protelnas Ysc (Yop Secretion) que son las que conforman o 

estructuran el aparato de secreciOn (complejo aguja), y las proteinas Yops ('Yersinia outer 

proteins"), que corresponden a proteInas secretadas por este aparato (Cornelis et al. 2002), 

siendo las más conocidas y mejor caracterizadas protelnas del SSTlll. Los efectores Yop 

(YopE, -H, -T, -0, -P y -M) modulan las vias de transducciOn de señales de las células 

eucariotas a las cuales infectan, además cuatro de ellos provocan Ia desestabilizaciOn del 

citoesqueleto de actina de las células blanco (Grosdent et al., 2002). En otras bacterias 

patOgenas, en las cuales también se han descrito TTSS se han encontrado protelnas 

homOlogas a Ysc, para lo cual se ha creado Ia familia virtual de protelnas Ysc. Esta familia 

incluye al sistema Fsc de Pseudomonas aeruginosa, el sistema Lsc de Photorhabdus 
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luminescens, el sistema Asc de Aeromonas spp, el sistema Vsc de Vibrio parahaemolyticus; 

del mismo modo se incluyen a los sisternas Bsc de Bordetella spp. y el Dsc de Desu/fovibrio 

vulgaris (Gophna et al., 2003). Para el caso de patógenos de peces un claro ejemplo es Ia 

existencia de un SSTIII en Aeromonas salmonicida, el cual participa activamente en los 

eventos de infecciOn (Burr et al., 2002). A continuación se presenta una tabla donde se 

resumen las distintas familias de protemnas del TTSS conocidas hasta el momento: 

Tabla N" 1: Principales SSTIII descritos hasta Ia fecha y su funciOn más relevante. 

Bacteria Huésped Relevante SSTIII Función 

Aeromonas spp. Variable de acuerdo a Ia Ysc Evasion de Ia respuesta 
especie, inmune primaria 

Bordete/la spp. Mamiferos y ayes Ysc Regulacion de ía 
respuesta inflamatoria. 

Chlamydia spp. Mamiferos, ayes y CHLAMY Invasion y/o mantención 
amebas de un nicho intracelular 

Chromobacterium Mamiferos (esporádico) SSA- lnteracciOn con el trãfico 
violaceum ESC/lNV- vesicular 

MXI-SPA 
Edwards/el/a tarda. Peces y humanos SSA-ESC Sobrevivencia y 

E. ictaluri replicaciOn en 
macráfagos de peces. 

Salmonella enter/ca Mamiferos, incluyendo SSA-ESC Sobrevivencia y 
ser. typhimurium al hombre (SPI 2) replicaciOn en fagocitos 

Shigella spp. Mamiferos, incluyendo INV-MXI- Invasion y sobrevivencia 
a! hombre SPA intracelular; estimula Ia 

respuesta 
proinflamatoria 

Vibr/o spp. Asociados a diversos HRC- lnteracciOn con 
organismos marinos; V. HRP1 organismos marinos 

cholerae y V. 
parahaemolyticus son Citotoxicidad (in vitro) 
patOgenos humanos Ysc 

Xanthomonas spp. Plantas HRC- Derrotar a Ia defensa 
HRP2 basal; sobrevivencia y 

rep IicaciOn el en 
huésped 

Yersinia spp. Roedores, humanos y SSA-ESC Sobrevivencia y 
salmônidos (Y. rucken) multiplicación en 

I NV-MXl- macrOfagos. 
SPA Invasion del huésped. 

Pseudornonas Plantas, humanos, Ysc lnhibiciôn de Ia 
aeruginosa insectos y nemátodos fagocitosis y 

citotoxicidad. 

Photorhabdus Nemátodos e insectos Ysc Sobrevivencia en el 
luminescens, hemocele de insectos. 

P. asymbiotica 
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2.2.5 Sistema de Secreción Tipo IV (SSTIV). 

El SSTIV está ancestralmente relacionado con Ia maquinaria de conjugación bacteriana 

(Christie et al., 2005). Es homálogo a los sistemas de conjugacián y al sistema VirB/D4 de 

Agrobacterium tumefaciens, que facilitan la translocaciôn del plásmido Ti hasta las células 

del huésped (Thanassi y Hultgren, 2000). Este sistema es un transportadar versátil, debido a 

que es capaz de secretar tanto ácidos nucleicos como proteinas, por Ia que es considerado 

coma un sistema bastante diverso, ya sea par Ia variedad de sustratos que exporta coma en 

Ia promiscuidad con el tipo de célula huésped (Ward et al., 2002). En Ia figura 3, se puede 

observar un esquema de Ia diversidad de maléculas que este sistema exporta. 
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Fiqura 3: Esquema representativo de Ia 

gran versatilidad de este sistema de 

secreciôn, en cuanto a Ia diversidad de 

sustratos que exporta (Cascales y 

Christie, 2003). 

En muchas especies bacterianas este sistema funciona coma un mecanismo de conjugación 

para transferir DNA entre bacterias. La conjugación es un proceso mediado por este sistema 

y es el responsable del intercambio genético entre bacterias, contribuyendo a Ia 

diseminaciOn de genes de resistencia a antibiOticos y de virulencia, entre otros (Christie, 

2001). Este sistema también permite Ia secreción de factores de virulencia de bacterias 

Gram negativas patógenas hacia el citoplasma de células de plantas, animales y humanos, 

provocando que las bacterias produzcan una modiflcación en el comportamiento de las 

células del huésped, para de esta fornia, evadir las defensas del huésped (Baron et al., 

2002). En patógenos intracelulares el SSTIV es requerido para el establecimiento y 
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mantenciOn de Ia bacteria en compartimentos vacuolares en las células huésped (Schulein y 

Dehio 2002; Celli et al., 2003; Jones et al., 2007). Este sistema también puede funcionar 

coma determinante de virulencia en bacterias patógenas no intracelulares, inyectando 

proteinas efectoras a DNA al citoplasma de las células del organismo infectado, además se 

ha cansiderado coma determinante en un amplio rango de bacterias simbiontes de plantas 

(Jones et al., 2007). 

Al presente, los esfuerzos para Ia secuenciación de genomas bacterianos continüan para 

expandir Ia lista de especies que contienen este sistema de secreción. En Ia actualidad este 

sistema se ha descrito para Agrobacterium tumefaciens, Bartone/la henselae, Bordetella 

pertussis, varias especies de Bruce/Ia (suis, abortus, mel/tens/s)1  Campylobacter jejun 

Coxiella burn etii, He/icobacter pylon, Legionella pneumophila, Rickettsia pro wazeki 

Ana plasma marginale y Wolbachia spp, entre otras, en las cuales es requerido para Ia 

virulencia (Ward et al., 2002; Saenz et al., 2007; Torres y Backert, 2008). Curiosamente, 

homálogos al sistema V/rB también están presentes en un gran nCimero de bacterias no 

patógenas, entre las cuales destacan Caulobacter crescentus, Sinorhizobium me/iofr 

Rhizobium etli y Thiobacillus ferroxidans, pero su función aün no está del todo comprendida 

(Christie y Vogel, 2000). 

El SSTIV consiste en un canal de translocaciOn de sustrato que atraviesa par completo el 

sistema membranoso de las bacterias Gram negativas. Un filamento de superficie (pili u otra 

estructura similar) que se extiende desde Ia envaltura bacteriana (Dehlo, 2008) y que hace 

contacto con Ia célula blanco, para que posteriarmente el canal de translocación se extienda 

para facilitar Ia secreción del sustrato (Christie et al., 2005). 

Existe un sistema de clasificación del SSTIV basado en su amplia rango de funciones: IVA, 

IVB y "otros" (Christie y Vogel, 2000; Juhas et al., 2007). El sistema IVA lo componen 

protelnas homólogas en estructura y funciôn al sistema VirB/D4 de A. tumefaciens, el que 

permite el transporte de DNA (plésmido Ti) a las células de Ia planta huésped (Yea y 

Waksman, 2004). El sistema tipo IVB corresponde a un grupo que se encuentra estructural y 

funcionalmente relacionado con el sistema Dot/lcm de Legionella pneumophlla, el que está 

relacionado con Ia supervivencia intracelular del patógeno (Segal et al., 2005). El sistema 

denominado coma otros" parece tener paca relación ancestral con los tipa IVA y IVB y se 
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encuentra en proceso de reclasificación una vez que el origen filogenético de sus 

componentes y subunidades sea mejor comprendido (Christie et al., 2005). 

El primer SSTIV descrito, y por ende el mejor estudiado, corresponde al sistema VirB/D4 de 

Agrobacterium tumefaciens. Este sistema está compuesto al menos por 11 proteInas (VirBi - 

11) codificadas en el operón virB y al menos una proteina, VirD4, codificada en el operón 

virD, encontrándose ambos en el plésmido Ti (Yea y Waksman, 2004). En los Ultimos años 

las funciones y estructuras de las protelnas que componen el sistema VirBlD han logrado 

ser dilucidadas, por ejemplo, las NTPases consumidoras de eriergia VirB4, VirBi 1 y VirD4. 

(Baron et al., 2002). La ATPasa VirBi 1 se encuentra ubicada en Ia membrana interna y 

presenta una alta homalogia de secuencias con las ATPasas de Ia familia PulE, presentes 

en el SSTII y con Ia ATPasa DotB del sistema Dotllcm de L. pneumophlla (Yea y Waksman, 

2004). Los componentes del pili también han logrado ser dilucidados, encontrândose Ia 

proteina estructural VirB2 y Ia proteina de anclaje VirB5 (Baron et al., 2002). Las proteinas 

VirBi, VirB3, VirB6, VirB7, VirB8, VirB9 y VirB10 se ensamblan en un complejo que 

atraviesa desde Ia membrana interna hasta Ia membrana externa y forman el canal de 

translocacián de sustrato (Aly et al., 2008). 

El sistema VirB/D4 se encuentra representado en varias otras bacterias patógenas. Par 

ejemplo, en los organismos rickettsiales Ana plasma phagocytophilum y Erlichia chaffeensis 

este sistema se encuentra codificado en dos operones, al igual que en A. tumefaciens, y es 

indispensable para Ia virulencia de ambos patôgenos (Cheng et al., 2008). En varias 

especies de Bruce/la (B. abortus, B. suis y B. melitensis), también ha sido descrito el SSTIV 

con protelnas tipo VirB, que están codificadas en el operán virB (Carle et al., 2006). Se ha 

observado que para B. suis el operón VirB es inducido cuando Ia bacteria está dentro de Ia 

célula huésped, por tanto se ha concluido que el SSTIV es indispensable para Ia 

supervivencia intracelular del patógeno (Boschiroli et al., 2002). En cambio, para B. abortus 

parece ser que los genes virB son expresados constitutivamente. Para B. suis y B. 

melitensis Ia expresión del operón virB depende de un mecanismo regulado negativamente 

por quorum-sensing (Carle et al., 2006). En Ia figura 4 se puede observar Ia estructura 

tipica presente en el aparato de exportación VirB/D4. 
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Fiqura 4: Modelo de Ia maquinaria de 

secreción del SSTIV (VirB04). 

Hasta el momento se cree que las 

estructuras de superficie (Pill) podrian iniciar 

el contacto con Ia célula huésped, pero Ia via 

de translocaciOn del sustrato es aCm 

desconocida. Este modelo refleja los 

conocimientos actuales sobre Ia interacción 

proteina-proteina de los componentes del 

SSTIV. 

En Helicobacter pylori el SSTIV, denominado Cag, presenta algunos genes homOlogos al 

sistema VirB. Está codificado en Ia Isla de Patogenicidad cag (cag PAl) (Andrzejewska et al., 

2006). Cag transloca Ia protelna CagA al citoplasma de Ia célula hospedera, donde estimula 

Ia señalizacián intracelular por interaccián con varias protelnas citoplasmáticas del 

hospedero, como por ejemplo con el receptor c-Met de tirosina kinasa, provocando un efecto 

motogénico en las células del epitelio gástrico colonizadas (Oliveira et al., 2006). 

En L. pneumophlla se ha encontrado Ia presencia de los sistemas tipo IVA y tipo lVB. El 

sistema IVA, denominado Lvh (Legionella vir homologues), es codificado por 11 vir 

homólogos (lvhB2, B3, B4, B5, B7, B6, B8, B9, B1O, Bil y lvhD4) y está situado en una 

regiOn génica con un elevado coritenido de G+C,  Ia que sugiere que fue adquirido desde 

otra fuente (De Buck et al., 2007). El sistema Lvh es importante para una infección celular 

eficiente en L. pneumophlla creciendo a 30°C, sugiriendo un rol en Ia adaptaciOn a las 

condiciones ambientales y cierta participaciOn en Ia virulencia (Ridenour et al., 2003). El 

sistema Lvh de Legionella es dispensable para el crecimiento intracelular de Ia bacteria en el 

interior de macrafagos humanos y en Ia ameba A. castellanil, pero es capaz de transferir y 

movilizar al plásmido lncQ de este patógeno (Segal et al., 1999). 

El sistema tipo IVB de L. pneumophila, denominado Dot (defective organelle trafficking) /1cm 

(intracellular multiplication), presenta no más de tres proteinas homólogas al sistema VirB de 

A. tumefaciens y de otros patOgenos, pero participa activamente en Ia exportaciOn de 

proteinas efectoras durante el proceso de infección (Christie y Vogel, 2000). Este 

transportador está codificado por 24 genes dot e 1cm, los que se encuentran agrupados en 
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dos regiones en el cromosoma bacteriano (Nagai y Roy, 2001). La regiOn 1 contiene siete 

genes (icmV, icmW, icmX, dotA, dotB, dotC y dotD) y Ia regiOn 2 contiene 18 genes (icmT, 

icmS, icmR, icmQ, icmP, 1cm 0, icmN, icmM, icmL, icmK, icmE, icmG, 1cm C, icmD, icmJ, 

icmF, icmB e icml-f) (Conover et al., 2003). Los genes dot//cm han mostrado participar en 

muchos aspectos relacionados con Ia patogenesis de L. pneumophila, como por ejemplo, Ia 

fagocitosis, citotoxicidad inmediata, inhibición de Ia fusiOn lisosoma-fagosoma a tiempos 

tempranos de infección, asociaciOn del fagosoma con el reticulo endoplasmático, apoptosis 

y escape desde el fagosoma (Zusman et al. 2003). L. pneumophila causa Ia muerte de las 

células hospederas por dos mecanismos, (i) induciendo Ia apoptosis en macrofagos y 

células del epitelio alveolar por activaciOn de Ia caspasa 3 y (ii) mediante Ia formaciOn de 

poros en Ia membrana de Ia célula huésped provocando Ia lisis, siendo ambos procesos 

dependientes de Ia secreciOn de moléculas efectoras a través del sistema dotllcm (Zink et 

al., 2002). Ciertos estudios han demostrado que Ia evasiOn de Ia fusiOn fagosoma -lisosoma 

requiere del trabajo conjunto de los componentes citosOlicos lcmS e IcmW del sistema 

Dot/lcm, demostrándose que mutantes defectivos en uno o en ambos de los dos 

componentes son incapaces de replicarse en el interior de las células huésped (Ninio et al., 

2005). Se ha demostrado que varios efectores Dot/lcm de L. pneumophila comparten 

similitudes con proteinas eucariotas o contienes motivos conservados con éstas, lo que 

podria indicar que estos efectores podrIan actuar emulando a proteInas celulares y de esta 

forma manipular los procesos de Ia célula huésped (Schroeder et al., 2010). Basándose en 

todos los antecedentes mencionados, se puede señalar que los genes 1cm/dot son 

esenciales para Ia multiplicaciOn intracelular y destrucciOn de Ia célula huésped en L. 

pneumophila. 

El genoma de Coxiella burnetil contiene casi por completo el set de genes Dot/lcm de L. 

pneumophila, con Ia excepciOn de icmR. La funciOn exacta de estos genes en C. burnetii 

aUn no se ha establecido, pero se conoce que este sistema participa en Ia formaciOn de Ia 

vacuola de replicaciOn dentro de Ia célula huésped en (Sauer et al., 2005). Adicionalmente, 

se ha visto con claridad que estos genes son solamente expresados durante los procesos 

de infecciOn a Ia célula hospedera (Zamboni et al., 2003). Recientes estudios han 

demostrado que en C. burnetll muchos genes secretados por el sistema Dot/lcm, aquellos 

que juegan un rol importante en Ia modificaciOn de las funciones celulares de Ia célula 

huésped, están codificados en su plásmido criptico, lo explica claramente porque este 

patOgeno mantiene el plásmido (Voth et al., 2011). 
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SISTEMA 

ConjugaciOn plasmidial 

Agrobacterium 
fume faciens 
(transferencia de T-DNA) 

Borde fe/la perfussis (Ptl) 

SUSTRATO 
Transferencia de 
intermediarios (ssDNA) 
unidos al 5' terminal de Ia 
transeterasa; RecA; 
primasa; SSB. 
T-DNA (ss T-DNANirD2); 
VirE2; VirF. 

Toxina pertussis 

Semejante a los dos SSTIV de L. pneumophila, en Bartonella se ha encontrado Ia presencia 

de tres tipos de SSTIV, que corresponden a VirB/VirD4, VBH (VirB Homologues) iTraG y 

TRW, que son de gran importancia en Ia virulencia y patogenicidad de esta especie (Dehio, 

2008). 

La tabla 2 presenta un resumen en donde se resalta Ia importancia del SSTIV en los 

patOgenos en que mejor se ha descrito este sistema. Se puede observar claramente Ia gran 

versatilidad de este sistema en relaciOn a los diferentes tipos de moléculas que exporta. 

Tabla N° 2: Resumen de las funciones del SSTIV en los patOgenos de alto impacto. 

Helicobacterpy/ori (Cag) Proteina CagA (145 kDa) 

Leg/one/la pneumophila DotA; Ralf; LidA. 
(Dot/I cm) 
Leg/one/la pneumophila Plásmido I ncQ 
(Lvh) 
Bruce/la, Bartonella. Efector desconocido 
Rickettsia 

CONSECUENCIAS DE LA 
SECRECION 

DiseminaciOn de genes de virulencia y 
resistencia a antibiôticos; transferencia 
de proteinas que facilitan el 
establecimiento de plásmidos. 

Oncogénesis; IiberaciOn de T-DNA al 
nücleo de células vegetales. 

ADP-ribosilación de protelnas de union 
a GTP 
Reordenamiento del citoesqueleto de Ia 
célula huesped; fosforilaciOn en tirosina 
de CagA. 
Permite Ia supervivencia intracelular en 
macrofagos; previene Ia fusiOn 
fag oso ma-li soso ma. 
Transferencia plasmidial 

Permite Ia sobrevivencia intracelular 
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2.2.6 Autotransportadores (Sistema de SecreciOn Tipo V —SSTV-). 

A través de este sistema se exportan proteinas con diferentes funciones incluyendo 

proteasas, toxinas, adhesinas e invasinas. Los autotransportadores representan una via 

Sec-dependiente ya que utilizan Ia maquinaria Sec para atravesar Ia membrana interna 

bacteriana (Koster et al., 2000); sin embargo, las proteinas no requieren de factores 

adicionales para transitar del periplasma hacia el exterior celular, como su nombre lo indica, 

dirigen su propia exportaciOn. El extremo carboxilo terminal de Ia proteina dirige Ia secreciOn 

de Ia region amino terminal a través de Ia membrana externa (Thanassi et al., 2000). El 

ejemplo más importante dentro de este sistema corresponde a Ia secreción de Ia proteasa 

IgAl de Neisseria gonorrhoeae. Esta bacteria infecta al humano y puede permanecer por 

periodos prolongados en los tejidos. Para escapar de Ia respuesta inmune del hospedero, 

en particular, de los anticuerpos lgA de las mucosas oral y urinaria, N. gonorrhoeae secreta 

Ia proteasa IgA que proteoliza dichos anticuerpos (Pohlner et al., 1987). 

2.2.7 Sistema de secreción tipo VI (SSTVI). 

El aparato de secreciOn del SSTIV estructuralmente es semejante a Ia cola de un 

bacteriOfago invertido y actUa inyectando proteinas efectoras directamente en el citoplasma 

de Ia célula blanco, ya sea eucariota u otra bacteria (Hood et al., 2010). Las proteinas 

secretadas por el sistema de tipo VI carecen de una secuencia N-terminal y, por tanto, 

presumiblemente no entra en Ia via Sec. El SSTVI es un nuevo mecanismo descrito para el 

transporte de proteinas a través de Ia envoltura celular de bacterias Gram negativas. Los 

componentes que han sido parcialmente caracterizados incluyen una proteIna homOloga a 

icmF (SSTIV), Ia ATPasa CIpV, una protelna reguladora denominada FHA y las proteinas de 

secreciOn VgrG y Hcp. El SSTVI es claramente un factor dave de Ia virulencia de algunas 

bacterias patógenas, como por ejemplo, en V/br/a cholerae se ha vista implicado en Ia 

translocaciOn de potenciales proteinas efectoras en células eucariotas, al igual que en 

Franc/se/Ia tularensis (Barker et al., 2009). Sin embargo, este sistema estâ ampliamente 

distribuido en Ia naturaleza y no se limita sOlo a agentes patOgenos (Bingle et al., 2008), 

Pseudomonas aeruginosa y en Burkho/deria thallandensis utilizan el SSTVI para competir e 

interactuar con otras bacterias (Maclntyre et al., 2010). 
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2.2.8 Sistema de Secreción Tipo VII (SSTII). 

El SSTVII ha sido recientemente descrito y está presente en Mycobacterium tuberculosis y 

en bacterias Gram-positivas como Bacillus ant hracis, Staphylococcus aureus y 

Streptomyces coelicolor, Clostridium acetobutylicum y Listeria monocyto genes entre otras 

(Buds etal., 2005; Garufi et al., 2008; Akpe San Roman etal., 2010). El SSTVII también es 

conocido como sistema WXG-100, debido a que las protemnas secretadas se caracterizan 

por poseer un dominio aminoacidico de Tryp-aaX-GIy (WXG) de 100 aminoácidos (aa) de 

longitud (Simeone et al., 2009). Los primeros SSTVII descritos fueron los sistemas ESAT-6 

(ESX-1 y ESX-5) de M. tuberculosis, son responsables de secretar a las protelnas de 

virulencia ESAT-6 (EsxA) de 6 kDa y a CFP-10 (EsxB) de 10 kDa (Sutcliffe, 2011). El 

genoma de M. tuberculosis codifica 23 homOlogos a ESAT-6, 11 de los cuales están 

codificados en 5 clusters de genes que también contiene varias AlPasas (Garufi et al., 

2008), y dos de esos clusters, ESX-1 (incluye a ESAT-6, CFP-10 y ESX-5) son importantes 

en Ia patogenicidad de M. tuberculosis (Abdallah et al., 2007; Gey Van Pittius et al., 2001). 

Por otro lado, en S. aureus, el sistema WXG-100, también Ilamado ESS (ESAT-6 Secretion 

System) es impodante en Ia relación patOgeno-hospedero y en eI establecimiento de 

infecciones persistentes (Buds et al., 2005; Buds y Missiakas, 2008). 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

La gran importancia econOmica que tiene Ia salmonicultura en Chile hace necesario el 

conocimiento de los mecanismos de invasiOn utilizados por los patOgenos que Ia afectan. 

Esto con Ia finalidad de hallar nuevas alternativas profilácticas y preventivas que permitan Ia 

disminuciOn y en lo posible Ia erradicación de las enfermedades que perjudican gravemente 

Ia producciOn de salmónidos. Como se ha observado en muchos casos de medicina 

humana y en el mundo veterinario, Ia prevenciôn de enfermedades infecciosas se debe al 

resultado del conocimiento de factores de virulencia y de otros mecanismos de 

patogenicidad de los agentes etiologicos. Un ejemplo de claro de esto ha sido el 

descubrimiento de que los patrones de metilaciOn del ADN en muchas bacterias patOgenas 

tienen suma importancia en los mecanismos asociados a Ia infecciôn. Varios reportes han 

señalado que alteraciones en los niveles de expresiOn de las Dam MTasas (enzimas que 

metilan el ADN en bases de adenina) en varios organismos, como Salmonella enter/ca, 

Yersinia pseudotuberculosis y Vibrio cholerae atenüan Ia virulencia de éstas, debido 

principalmente a un efecto pleiotrOpico en Ia expresiOn génica (Low et al., 2001; Julio et al., 

2001). En Yersinia pseudotuberculosis Ia sobreexpresiOn de Dam produce atenuaciOn en Ia 

virulencia del patOgeno (Julio et al., 2001; Palmer et al., 1998) y en Salmonella typhimurium 

una deleciOn del gen dam reduce Ia invasiOn y la citotoxicidad in vitro. Además, in vivo estos 

mutantes colonizan a los organismos pero no logran invadir a los eritrocitos y causar Ia 

enfermedad (Honma et al., 2004). Estos descubrimientos han posibilitado el desarrollo de 

las denominadas "vacunas vivas" que corresponden a bacterias mutantes en el gen dam 

(dam-) que son "no virulentas" y que han sido utilizadas en pruebas de vacunaciôn con 

notable éxito. 

Otro ejemplo de Ia importancia del conocimiento de los mecanismos de patogenicidad de 

ciertas bacterias es el descubrimiento de los factores de adherencia de cepas de 

Escherichia co/i enterotoxigénicas, lo que permitiO desarrollar vacunas efectivas que impiden 

Ia adhesion del patágeno a Ia células blanco, controlando Ia diarrea neonatal del bovino 

(Smith et al., 1994). También, con Ia definiciOn de varias toxinas producidas por ciertas 

bacterias, tales como Cotynebacterium diphteriae y Clostridium tetani, se ha conseguido Ia 

preparaciOn de anatoxinas, que hoy en dia son empleadas exitosamente en programas 

inmunoprofilácticos (Cerdena-Tárraga et al. 2003). 
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Para el caso particular de P. salmonis, hasta el momento es insuficiente el conocimiento de 

las estrategias que utiliza para colonizar las células del huésped. El principal factor que ha 

imposibilitado los estudios acerca de los mecanismos de patogenicidad y factores de 

virulencia de Ia bacteria es que no se habla logrado su crecimiento en algün media 

bacteriolOgico. La mantención de Ia bacteria en lineas celulares eucariotas, especificamente 

de peces, conlleva a Ia contaminaciOn recurrente con componentes celulares del huésped 

(ADN, mitocondrias y proteinas entre otros). En Ia actualidad es posible el crecimiento y 

mantenciOn de Ia bacteria en medios altamente enriquecidos (Mauel et al., 2008; Mikalsen et 

al., 2008; GOmez et al., 2009, Yanez et al., 2012), hecho que abre las puertas para avanzar 

en Ia investigación de este patOgeno e incluso posibilitaria el crecimiento en biomasa de Ia 

bacteria para Ia produccián de vacunas a base de bacterinas o de bacterias mutantes no 

i nfectivas. 

Coma ya ha sido mencionado, son bastante escasos los reportes existentes en los que se 

describan aspectos relevantes acerca de Ia biologia de P. salmonis, coma también, alguna 

estrategia de invasiOn utilizada durante Ia infecciOn. Para el caso de factores de virulencia, 

el conocimiento es prácticamente nub. Entre los reportes existentes se encuentra el 

hallazgo, mediante anticuerpos especIficos, de ciertas proteinas homOlogas al aparato de 

exportaciOn del Sistema de SecreciOn Tipo Ill (SSTlll) (Wilhelm et al., 2005), el cual 

corresponde al sistema de patogenicidad mãs conservado evolutivamente en bacterias 

Gram Negativas para realizar Ia exportaciOn de toxinas y moléculas que faciliten Ia invasiOn 

a Ia célula huésped a de factores de virulencia (Galán et al., 1999). Los mismos autores 

posteriormente señalan Ia presencia de ciertas proteinas flagelares, pero no existen nuevos 

reportes en que hayan vuelto a retomar este tema. 

Otro reporte interesante de un mecanismo de invasiOn utilizado par P. salmonis ha sido la 

descripciOn, mediante microscopla electrOnica, de un sistema de adhesiOn de Ia bacteria 

denominado PAC (Piscirickettsia salmonis attachment complex), que corresponderia a 

probongaciones de Ia membrana externa de Ia bacteria, a modo de pseudopodos; los 

autores señalan que este mecanismo estaria involucrado en Ia penetraciOn del patOgeno a 

través del epitelio intacto de los peces en cultivo (Larenas et al., 2003). Pero no se puede 

descartar que estas prolangaciones observadas por microscopla correspondan al aparato 

de secreciOn de alguno de los sistemas antes mencionados. 
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Recientemente se ha descrito Ia existencia de una isoforma de P. salmonis, geneticamente 

diferente de Ia cepa tipo LF-89, por análisis de Ia secuencia espaciadora del operón 

ribosomal (regiOn ITS). Esta nueva forma presenta un tamaño mucho menor que Ia cepa 

tipo, pero es altamente infectiva. La isoforma ha sido recuperada in vitro desde cultivos 

celulares con más de 30 dias post-infecciOn, mediante filtros de 0,22 urn. Del mismo modo, 

IogrO ser recuperada desde higados de peces naturalmente infectados, utilizando el mismo 

sistema de filtrado para su obtenciOn. Los autores han descrito a esta variante, denominada 

s.Ps. (Small P. salmonis), como una forma de la cepa LF-89, probablemente seria pane de 

una estrategia de sobrevivencia de Ia bacteria en respuesta a condiciones limitantes de 

crecimiento y que además podria ser Ia responsable de Ia transmisiOn horizontal de Ia 

enfermedad (Rojas et al., 2008). 

Asimismo, se ha descrito Ia estructura del lipopolisacárido (LPS) de Ia bacteria. En este 

reporte se señala que Ia forma de lipido A encontrado en el LPS de P. salmonis corresponde 

a Ia hexaacyl, Ia misma encontrada en Ia familia Enterobacteriaceae. Esta similitud podria 

explicar el alto poder endotOxico de P. salmonis, como ocurre en varias cepas de 

Escherichia co/i y Neisseria meningitidis (Vadovic et al., 2007). 

A los antecedentes mencionados se suma un nuevo reporte en el que se confirma que P. 

salmonis es capaz de sobrevivir y replicarse en el interior de células del sistema inmune, 

macrOfagos de trucha arcoiris (McCarthy et al., 2008). Se observO que Ia bacteria era capaz 

de mantenerse dentro de vacuolas en el interior de los macrOfagos, incluso en el interior de 

fagolisosomas. Adernás, se reportO una forma de replicaciOn semejante a Ia gemaciOn, 

predominante a Ia fisión binaria reportada anteriormente para el patOgeno (McCarthy et al., 

2008). Sumàndose a este reporte, en el Laboratorio de Genética e lnmunologIa Molecular 

(GIM) de Ia PUCV se ha logrado el crecimiento y mantenciOn de Ia bacteria en Ia linea 

celular RTS1 1 de monocitos/macrófagos de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Rojas et 

al., 2009). La bacteria es capaz de generar una infecciOn masiva en células RTS11, 

causando Ia muerte del cultivo a 15 dias post-infecciOn. Estos antecedentes hacen dilucidar 

que P. salmonis es capaz de evadir el sistema inmune del huésped, para posteriormente 

provocar Ia enfermedad. 
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Basándose en el estudio en donde P. salmon/s se replica en el interior de células del 

sistema inmune, se visualiza que Ia bacteria está utilizando algUn mecanismo de virulencia 

para evadir Ia fagocitasis y poder multiplicarse para generar Ia infecciOn. Un suceso similar 

ocurre con los patógenos L. pneumophila y C. burnetii, los que son capaces de evadir al 

sistema inmune logrando escapar de Ia digestion en los macrOfagos por un mecanismo que 

utiliza al sistema de secreciOn tipo IV (sistema Dotllcm) (Segal et al., 2005). Ademãs, se ha 

visto que el sistema de secreciOn tipo IV es Ia herramienta dave para Ia supervivencia 

intracelular de muchos patOgenos, como Rickettsia, Bruce/la y Ehrlichia (Jones et al., 2007). 

Pero no se puede descartar que otro sistema esté siendo utilizado para este mecanismo, ya 

que se ha visto que el SSTIII también participa en Ia invasiOn de los patOgenos a las células 

blanco. Un reporte adicional, conlleva a no descartar Ia presencia del SSTIII en P. 

salmonis, siendo capaz de modular y producir el proceso apoptOtico en células in vitro 

(Rojas et al., 2010), es un mecanismo gobernado por moléculas secretadas via este sistema 

de secreciOn en muchas bacterias Gram-negativas, aunque el SSTIV también tiene relacián 

con apoptosis en otros organismos como L. pnemumophlla. 

Con todos los antecedentes anteriormente expuestos, este trabajo propone Ia bUsqueda de 

los Sistemas de SecreciOn tipo III y/o IV en P. salmon/s con Ia finalidad de lograr un mejor 

entendimiento sobre Ia biologla de este patOgeno. Además, este nuevo conocimiento 

significaria una gran proyecciOn para Ia bUsqueda de nuevas alternativas preventivas para 

disminuir Ia SRS en Ia industria salmonera nacional, conllevando a la elaboraciOn de una 

vacuna totalmente eficaz. 

En el mundo veterinario, en Ia actualidad, Ia finalidad de las vacunas es incrementar Ia 

producción de animales confinados en cultivo (ganaderla y acuicultura). Este objetivo ha 

dado lugar a diferentes enfoques para el desarrollo de vacunas veterinarias partiendo por el 

diseño de vacunas basadas en extractos crudos de patOgenos, a base de antigenos 

recombinantes a quiméricos, formulaciones de vectores antigénicos, patOgenos inactivados 

por procesos qulmicos (bacterinas y virinas), hasta Ilegar a las conocidas inyecciones de 

ADN o vacunas de ADN (Meeusen et a/., 2007). Como tue anteriormente señalado, un 

nuevo tipo de vacuna, denominada "vacuna viva" ha sido descrito para las bacterias 

Salmonella enterica y Yersinia pestis por media de knock out de genes (Heusipp et al., 

2007). Par estos motivos, el conocimiento de los factores de virulencia conlleva a aumentar 

las posibilidades del desarrollo de nuevas estrategias para Ia generación de vacunas. La 
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utilizaciOn de bacterias vivas no infectivas en vez de bacterias formalinizadas es una gran 

ventaja, ya que se estaria evitando el daño que el tratamiento puede Ilegar a provocar sabre 

los antIgenos de superficie de Ia bacteria. De esta manera, una de las mayores 

proyecciones biotecnologicas de esta propuesta es Ilegar a Ia generaciOn de nuevas 

vacunas, con un alto grado de efectividad, por medio del knock out de los genes que 

participan en los mecanismos de evasiOn del sistema inmune del huésped y en Ia 

supervivencia intracelular del patOgeno. Este hecho se ye favorecido por los nuevos 

estudios del crecimiento de Ia bacteria en medios bacteriolOgicos. 
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HIPOTESIS. 

Piscirickettsia salmonis contiene en su genoma al menos uno de los sistemas de secreciOn 

más conservados de los organismos patOgenos cercanos filogenéticamente, el cual seria 

uno de los mayores mecanismos de virulencia y patogenicidad de Ia bacteria ya que 

permitiria su supervivencia intracelular y favoreceria su multiplicaciOn para generar una 

infección productiva en el huésped. 

OBJETIVOS. 

5.1 OBJETIVO GENERAL. 

Caracterizar los principales genes de los sistemas de secreción más conservados de las 

bacterias patôgenas en Piscirickettsia salmonis y determinar su importancia en el proceso 

infectivo mediante diferentes herram ientas moleculares. 

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS. 

Evaluar Ia presencia de los Sistemas de Secreción Tipo I, II, Ill, IV, V y VI en el genoma 

de Piscirickettsia salmonis, los que pudieran tener cierta relevancia en la virulencia y 

patogenicidad de Ia bacteria. 

Realizar una comparaciOn de los niveles de expresión de los genes de secreciOn en 

diferentes condiciones de crecimiento de Piscirickettsia salmonis. 

Determinar Ia importancia de los genes de virulencia encontrados en Ia patogenicidad de 

Ia bacteria mediante Ia generaciOn de organismos knock out. 
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6. METODOLOGIA 

6.1 CULTIVO DE PISCIRICKETTSIA SALMONIS 

6.1.1 Cultivoen placas. 

P. salmonis cepa LF-89 (ATCC VR-1361) fue cultivada rutinariamente en placas de agar 

sangre (5 g/l peptona, 5 gIl extracto de levadura, 15 g/l triptona, 10 g/l glucosa, 12 g/l de agar 

y 5% de sangre de cordero), suplementadas con 0,1% L-cisteIna, a 20°C (modificado de 

Mauel etal., 2008). 

6.2.2 Cultivo en medio liquido. 

Fue necesarlo el desarrollo de un medio de cultivo liquido para el crecimiento de Ia bacteria 

para las experiencias posteriores. Debido a que no existla un medio de cultivo liquido 

descrito, se realizaron pruebas de crecimiento en diferentes medios. 

A) Blood Broth (BB) (GOmez et al., 2009) 

El primer medio de cultivo liquido diseñado se basô en los componentes del agar sangre (5 

g/l peptona, 5 g/l extracto de levadura, 15 g/l triptona, 10 g/l glucosa y 0,1% de L-cisteina), 

pero suplementado con 5% de sangre de trucha arcoIris (Oncorhynchus mykiss). Para Ia 

preparaciOn de este nuevo medio, denominado Blood Broth (BB), se debiO colectar sangre 

de especimenes de trucha arcoiris libres de P. salmonis en Ia salmonicultura Rio Blanco 

(Region de Valparaiso, Chile). La sangre obtenida, en presencia de heparina 

(anticoagulante), fue sonicada en hieto con un disruptor celular (Microson) con 4 pulsos de 

15 segundos cada uno a 11 rms. Luego el lisado fue centrifugado a 11000 rpm a 4°C por 30 

minutos. El sobrenadante fue rescatado y filtrado dos veces con filtros de 0.22 pm y 

guardado a 4°C hasta su posterior uso en Ia preparaciOn del medio de cultivo. 

Los cultivos en medio BB fueron iniciados a partir de una colonia de P. salmonis crecida en 

agar sangre, Ia que fue resuspendida en 500 p1 de PBS lx y usada para inocular 50 ml de 

medio BB, incubando el cultivo por 13 dias a 20°C. El crecimiento del cultivo fue monitoreado 

cada 24 horas realizando mediciOn de Ia absorbancia a OD600 en espectrofotOmetro. 
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Adicionalmente, se determinó Ia infectividad de Ia bacteria crecida en este medio, en Ia linea 

celular CHSE-214 (ATCC CRL-1681). La linea celular CHSE-214 fue rutinariamente 

propagada a 17°C en Medio Minimo Esencial MEM (Gibco) suplementado con 15 mM 

HEPES, 10 mM Bicarbonato de Sodio y 7,5 % suero fetal bovino FBS (Gibco). La infecciOn 

fue realizada en placas de 6 pocillos que contenhan células CHSE-214 COfl un 80% de 

canfluencia. Se realizaron diluciones seriadas del cultivo de 101  a 10, de las que se usaron 

100 p1 para infectar las células. Los cultivos infectadas fueron incubados a 20°C y 

monitoreados en microscopio cada 2 dias para determinar Ia apariciOn de efecto citopático 

(CPE). 

Medio Definido (DMEM F-12 

Debido a que el medio DMEM-F12 (Invitrogen), medio utilizado para el cultivo de diferentes 

Ilneas celulares eucariotas, es altamente nutritivo y está suplementado con todos los 

aminoácidos, además de tener glucosa coma fuente de carbono y energia, cantiene 

minerales, vitaminas y cofactares, se ensayó el crecimienta de P. salmonis en éste. La Unica 

modificación realizada a este medio de cultivo fue Ia adición de glucosa extra para Ilegar al 

1%. El cultivo en este medio fue realizada a partir de una colonia de P. salmonis crecida en 

agar sangre resuspendida en 1 ml del mismo medio, el que se USO para inacular un matraz 

con 50 ml de medio DMEM-F12. El cultivo fue incubado a 20°C y a 100 rpm de agitacion par 

13 dias. El crecimienta del cultivo fue monitareado cada 24 haras par tubidimetria, realizanda 

medicianes de absarbancia (0D600) en un espectrofatômetro. 

La infectividad de P. salmonis crecida en DMEM-F12 también fue determinada en Ia linea 

celular CHSE-214 baja las mismas condiciones descritas previamente. 

Medio Marina (Difco): 

Debida a que P. salmonis es un patOgena de salmOnidas cuando éstos se encuentran 

durante el crecimiento en el mar, se probO este medio debido a que presenta 

cancentracianes de sales semejantes al ambiente en el cual se encuentra Ia bacteria. 

Adicionalmente, este medio es suplementada con peptona y extracta de levadura coma 

fuente de carbono y energia (ver composiciOn en Anexo 1). 

Los cultivas en medio marina se realizaron a partir de una calonia de P. salmonis crecida en 

agar sangre, Ia que fue resuspendida en 1 ml de medio marina. La resuspension bacteriana 
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fue utilizada para inocular 50 ml de medio marina, cultivo que fue incubado por 48 horas a 

20°C y 100 rpm de agitación. El crecimiento del cultivo fue monitoreada cada 4 horas por 

tubidimetria, realizando mediciones de absorbancia (00600) en un espectrofotômetro. 

D) Medio Complelo (MCi) 

Durante las pruebas con diferentes medios de cultivos para el crecimiento P. salmonis se 

encontrô una solicitud de patente de Ia empresa farmacéutica noruega Pharmaq (Patente 

W0/2008/002152), en Ia que se describen 5 formulaciones de medics para el cultivo del 

genera Piscirickettsia, además de las condiciones de cultivo ideales (ver tabla 1). Se 

enayaron las 5 farmulaciones de los media de cultivo descritas, seleccionando aquella 

formulaciOn que produjo un mayor crecimiento. Los cultivos fueron realizados a 20°C y a 100 

rpm de agitaciOn, midiendo el crecimiento de Ia bacteria por turbidimetria a una 00600  de 

absorbancia en un espectrofatômetro. 

Se seleccionô el media PQI como base para el desarrollo de un nuevo media de cultivo para 

el patOgeno, el que deberia tener un mayor rendimienta en biomasa en menor tiempo de 

cultivo. Al nueva media, Ilamado MCi (Media Complejo 1) se incorporó una fuente de fierro, 

ya que los medics de cultivo en placas por Mauel et al., 2008 y Mikalsen et al., 2008, utilizan 

como componente impartante sangre a hemoglobina, los que deberlan estar apartanda 

principalmente fierro dispanible al media, el cual serIa critica para el crecimiento de Ia 

bacteria. Coma fuente de fierro en el MCi se utilizó sulfate ferrosa (FeSO4), que fue 

agregado en una baja proparciOn (0,08 gIl). Además, se determinó Ia impartancia de Ia 

fuente de carbono y energia al media de cultivo, por tanto se probO el crecimiento de Ia 

bacteria en un media sin carbohidratas. En el MCi Ia cantidad de extracto de levadura fue 

reducido a Ia mitad de Ia que contiene el media PQ1 y Ia caselna fue reemplazada por 

peptona de came. Además, se cambiaran las cantidades de algunas sales y se adicionaron 

otras con la finalidad de tampanar el media. La composiciOn del media MCi está presentada 

en Ia Tabla 3. 

El cultivo de P. salmonis en el nueva media MCi se realizO por 48 horas a 20°C y 100 rpm 

de agitaciOn, utilizando como inôculo una colania crecida en agar sangre, baja las mismas 

condiciones descritas ateriarmente. El crecimiento bacteriana fue determinado por 

turbidimetrIa a una OD600  de absorbancia en un espectrofatámetro, realizando mediciones 

del crecimiento cada 4 horas. 
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Adicionalmente, Ia infectividad de Ia bacteria crecida en MCi fue determinada en la lInea 

celular CHSE-214 como fue descrito anteriormente. 

Tabla 3: Composiciôn de medios de cultivo MCi y formulaciones de Pharmaq evaluados 

para el crecimiento de P. salmonis. 

Compuestos MCI PQI PQ2 PQ3 PQ4 PQ5 

Extracto de 7 gIl 15 gIl 15 gIl 15 g/l 15 gIl 

levadu ra 

Caseina -- 5 g/l 5 g/l 5 gIl 5 gIl 

Peptona 5 g/l - 

Triptona - 

Glicerol 85% 10 gIl --------- 

NaCl 10 g/l 10 g/l 10 gIl 10 g/l 10 g/l 

MgSO4  0,4 gIl 0,4 gIl 0,4 gIl 0,4 gIl 0,4 

KCI 0,8 g/l 0,8 g/l 0,8 gIl 0,8 g/l 

CaCI 0,081 g/l 

K2HPO4  1 g/l 0,3 g/l 0,3 g/l 0,3 g/l 0,3 gIl 

Sucrosa ------------------------------ 10 gIl 5 gIl 

Maltosa - --------- ----- ---- - 10 g/l 5 g/l 

FeSO4  008 g/l 

SF90011 - 50 ml ----------  --------  - 

(I nvitrogen) 

6.2 EXTRACCION DE ADN DE PISC!RICKETTSIA SALMONIS 

Debido a que se presentaron problemas relacionados con Ia lisis de Ia bacteria durante los 

procedimientos de extracción de ADN convencionales, dando lugar a material de mala 

calidad y con un alto grado de degradaciôn, se debiO experimentar varios métodos de 

extracción. 
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6.2.1 Chelex-100. 

Este método fue descrito por Walsh et al., (1991) para Ia extracciOn de ADN desde cultivos 

celulares y bacterias para los ensayos de PCR (ReacciOn en Cadena de Ia Polimerasa). Para 

este propOsito se tomO una colonia de P. salmonis crecida en agar sangre, Ia que fue usada 

para inocular un tuba que contenia 3 ml de media MCi. El cultivo fue incubado por 16 horas 

a 23°C y a 100 rpm de agitación. Posteriormente, el cultivo fue centrifugado a 6000 rpm por 

20 minutos a 4°C, eliminando el sobrenadante. El pellet resultante fue resuspendido en 500 

p1 de Chelex-100 (Biorad) al 7% y luego agitado en vortex por 2 minutos. Luego, Ia muestra 

fue incubada a 100°C en baña de agua por 15 minutos, para posteriormente ser centrifugada 

a 12000 rpm por 15 minutos. El sobrenadante, en el que se encontraba el ADN, fue 

rescatado, midiendo Ia concentraciOn de ADN en un espectrafotômetro Nanodrop-1000. 

Finalmente Ia calidad del ADN fue visualizada en un gel de agarosa al 1% teñido con GeiRed 

(Biotium). 

6.2.2 Extracción fenólica. 

Este procedimiento fue modificado al protocolo descrito para Ia purificaciôn de ADN de 

microalgas (Henriquez, 2006; Gutiérrez et al., 2012). Para este procedimiento, se tomO una 

colonia de P. salmonis para inocular 3 ml de media MCi, incubando a 23°C y 100 rpm de 

agitación. Posteriormente, los 3 ml de cultivo fueron utilizados coma inôculo para un matraz 

con 50 ml de medio MCi, el que fue incubado por 24 horas en las mismas condiciones 

descritas anteriormente. Se tamaron 20 ml del cultivo, que fueron centrifugadas a 6000 rpm 

por 20 minutos, para posteriormente descartar el sobrenadante. El pellet resultante fue 

resuspendido en 5 ml de buffer TE-NaCl pH 8,0 (10 mM Tris, 50 mM EDTA y 20 mM NaCl) y 

fue congelado a -80°C por 30 minutos, para luego ser descongelado a 55°C por 10 minutos, 

repitiendo este paso 3 veces. Posteriormente, se agregaron 500 p1 de SDS 10% y 500 p1 

Sarkasyl al 10% mezclando por inversiones, para agregar posteriormente 100 p1 de 

Proteinasa K (100 mg/mI) e incubar a 50°C por I hora. Luega de Ia incubaciOn se agregaron 

5 ml de fenol:cloroformo:alcohal-isaamIlico (relación 25:24:1) (Winkler Ltda.), Ia mezcla se 

agito en vortex y se centrifugã a 8000 rpm por 10 minutos a 4°C. Se rescató Ia fase acuosa 

superior (5 ml aproximadamente) y se agregaron 100 p1 de RNAsa A (100 mg/mI) (Omega 

Biotek), incubando por 1 hora a 50°C. Posteriormente, se agregaron 5 ml de 

fenal :cloroformo:alcohol-isoam ilico, agitando Ia mezcla por inversiones para luego centrifugar 

a 8000 rpm por 10 minutos. Se rescatO Ia fase acuasa y se agregaron 5 ml de cloroforma, 
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agitando por inversiones y centrifugando a 8000 rpm por 20 minutos. Se rescataron 

aproximadamente 4 ml y se agregó 6 ml de isopropanol, incubando a temperatura ambiente 

por 30 minutos, para posteriormente centrifugar a 12000 rpm por 20 minutos a 4°C. 

Finalmente, el pellet resultante fue lavado con 10 ml de etanol 75%, luego centrifugado a 

12000 rpm por 20 minutos y después de ser secado a 65°C el ADN fue resuspendido en 200 

p1 de agua libre de nuclesasa (IDT DNA Technologies). La concentraciôn de ADN fue 

determinada en un equipo Nanodrop-100 y Ia muestra fue visualizada en un gel de agarosa 

al 1% teñido con GeiRed. 

6.2.3 ExtracciOn de ADN con Kit E.Z.N.A. Bacterial DNA Kit (Omega Biotek). 

Se realizO un cultivo de P. salmonis en un matraz con 50 ml de medio MCi, coma fue 

descrito anteriormente. Después de 24 horas de incubaciôn el cultivo fue separado en 5 

tubas con 10 ml cada uno, los que fueron centrifugados a 6000 rpm por 20 minutos a 4°C. 

Para lagrar la completa lisis de Ia bacteria y abtener una buena calidad de ADN en Ia 

extracción, los pellets fueron congelados a -80 por media hora y descongelados a 65°C por 

15 minutos, repitiendo 3 veces este paso. Posteriormente, los pellets ya descongelados 

fueron resuspendidos en 500 p1 de buffer TE-NaCl, se agregó 20 p1 de lisozima 50 mg/mI 

(Omega Biotek), 5 p1 de Mutanolisina 5U/pl (Sigma-Aldrich) y 5 p1 de lisostafina 1 pg/pt 

(Sigma-Aldrich), incubanda las muestras por 1 hora a 37°C. Finalmente, se procediO a 

continuar con el protocolo descrita por el fabricante del Kit E.Z.N.A. Bacterial DNA Kit 

(Omega Biotek). Una vez terminado el procedimiento, Ia cancentraciôn de ADN fue 

determinada en un equipo Nanadrop-100 y las muestras fueron visualizadas en un gel de 

agarasa al 1% teñida con GelRed. 

6.3 EVALUACION DE LA PRESENCIA DE LOS GENES DE LOS SSTI, II, Ill, IV, V Y VI EN 

EL GENOMA DE PISC/RICKETTSJA SALMON/S 

Para Ia bUsqueda de genes relacionados con los diferentes sistemas de secreción se 

utilizaron diferentes estrategias. 
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6.3.1 Diseño de cebadores degenerados 

Debido a Ia nula informaciOn acerca de la secuenciaciOn del genoma de P. salmonis y por 

ende de genes involucrados en alguno de los sistemas de secreción, fue necesarlo el diseño 

de cebadores degenerados con Ia finalidad de lograr amplificar y secuenciar los genes más 

relevantes de éstos, y de esta forma discriminar cuales están presentes en el genoma de Ia 

bacteria. 

Para el diseño de los cebadores de cada sistema de secreciOn, se seleccionaron los genes 

de las protelnas más importantes para Ia secreciOn, entre las que están ATPasas, protelnas 

de pili de secreciOn y proteinas estructurales dave para el ensamblaje de las distintas 

maquinarias de secreciôn (Tabla 4). 

Tabla 4: Genes blanco utilizados para el diseño de cebadores degenerados para los 

diferentes sistemas de secreciOn. 

Sistema SecreciOn Gen Función 

SSTI h/yD Proteina de fusion de membrana 

SSTI h/yB ATPasa (Transportador ABC) 

SSTII pulE/gspE ATPasa 

SSTII pulD Protelna del pili de secreción 

SSTIII IcrD ATPasa 

SSTlll mixA Proteina estructural aguja secreción 

SSTIll ipaB Protelna de contacto (secretón) 

SSTlIl ipaC Proteina de contacto (secretón) 

SSTlll ipaD Proteina de contacto (secretón) 

SSTIV-A virBi 1 ATPasa 

SSTIV-A virB2 Monómero pili secreción 

SSTIV-A virB5 Proteina del pili de secreciOn 

SSTIV-A virB4 ATPasa 

SSTIV-B dotB ATPasa 

SSTIV-B icmK/dotH Proteina de membrana externa 

SSTIV-B icmF Proteina transmembrana 

SSTIV-B icmW Proteina citoplasmática 
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En todos los casos se seleccionaron genes de organismos cercanos filogeneticamente a P. 

salmonis, como es el caso de Leg/one/Ia pneumoph/Ia, Coxiella burnetii, Franc/se/Ia 

tularensis, Escherichia co/i y Pseudomonas aerug/nosa, entre otros (Las secuencias 

especIficas utilizadas y sus nümeros de acceso se encuentran en el Anexo 2). En primera 

instancia, se realizaron alineamientos multiples de las secuencias aminoacIdicas codificadas 

por los genes blanco seleccionados, con el fin de identificar regiones conservadas. 

Fosteriormente, se alinearon las secuencias de nucleOtidos de estas regiones y se 

dispusieron las degeneraciones teniendo en cuenta el porcentaje de consenso en cada 

posiciOn y Ia cercania filogenetica de los organismos alineados. Finalmente, los cebadores 

fueron validados mediante el programa "Oligo calculator" 

(http://www.basic.northwestern.edu!biotools/oligocalc). Todos los cebadores diseñados en 

esta etapa del trabajo están listados en el anexo 3. 

6.3.2. Amplificación de los genes blanco con cebadores degenerados 

Los cebadores degenerados disenados anteriormente fueron utilizados para Ia amplificación 

por PCR de los genes descritos en Ia tabla 4. Como templado se utilizaron 20 ng de ADN de 

P. salmon/s extraldo por el método de Chelex-100. Todas las reacciones de PCR realizadas 

contenlan: lx Buffer PCR, 3 mM MgCl2, 125 nM de cada cebador (Forward y Reverse), 425 

pM de mix de nucleOtidos a dNTP's (adenina, timina, citocina y guanina) y 5U de Taq DNA 

Polimerasa (GoTaq-Flexi DNA Polymerase, Promega). En una primera instancia, para Ia 

reacciOn de PCR se utilizaron las temperaturas de "annealing" de los cebadores entregadas 

por el programa oligo calculator, pero debido a que se estaba trabajando con cebadores 

degenerados era esperable obtener varias amplificaciones inespecIficas, por lo cual fue 

necesario realizar gradientes de temperatura para redefinir las temperaturas Optimas para Ia 

amplificaciOn de los genes blancos. Para todos ellos se realizO una gradiente de temperatura 

de "annealing" desde 53° a 60°C. Los resultados fueron visualizados en geles de agarosa al 

1% teñidos con GelRed. 

6.3.3 Clonamiento y secuenciación de las secuencias amplificadas 

Las secuencias blanco que lograron ser amplificadas por PCR fueron clonadas para su 

posterior secuenciación. A pesar de haber realizado un gradiente de temperatura para el 

PCR, de igual forma se obtuvo más de un amplicôn con algunos sets de cebadores. For tat 
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motiva, se purificO desde el gel el producto de PCR del tamaño esperado, y se utilizO el kit 

E.Z.N.A. Gel extraction kit (Omega Biotek) siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. 

Todos los productos de PCR, ya sean purificados desde el gel o directo desde Ia reacciOn de 

PCR, fueron clonados en el vector pCR 2.1 TOPO TA (Invitrogen). Se hizo una reacciOn de 

clonamiento que contenia 2 p1 de producto amplificado, 1 p1 de 2 M NaCl, 1,2 p1 de agua libre 

de nucleasas y 0,8 p1 del vector; Ia reacciOn fue incubada por 15 minutos a temperatura 

ambiente. Posteriormente, los 5 p1 de Ia reacción de clonamiento fueron agregados a 100 p1 

de bacterias quimiacompetentes de Escherichia co/i TOP 10 (lnvitrogen), incubándose por 30 

minutos en hielo, para luego realizar un shock térmica a 42°C por 45 segundas. Después de 

2 minutos de incubación en hielo se agregaron 250 p1 de media Luria Bertani (LB) libre de 

antibiOticas, incubando en agitaciOn (250 rpm) a 37°C por una hora. Finalmente, se 

agregaron 17 p1 de X-Gal (Promega) a los cultivas, las que fueron sembrados en farma 

homagenea en placas de agar LB suplementadas con 50 pg/mI del antibiOtico Kanamicina 

(Km) e incubadas por 16 horas a 37°C. De las colonias resultantes se seleccionaron 

solamente las de color blanco, las que fueron resembradas en placas LB suplementadas con 

50 pg/mI de Km y sometidas a PCR utilizando los cebadores universales M13 para 

determinar Ia presencia de los insertos. La reaccián de PCR se realizO con las mismas 

concentracianes de reactivos descritos anteriormente y con las siguientes condiciones de 

temperatura: 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundas 

y 72°C por 1 minuto, y una extension final a 72°C por 5 minutos. Los resultadas del PCR 

fueron visualizadas en geles de agarosa al 1% teñidos con GelRed. 

Las calonias que resultaron positivas al PCR fueron sembradas en 5 ml de medio LB lIquido 

suplementado con 50 pg/mI de Km e incubadas por 16 horas a 37°C para realizar Ia 

extracciôn plasmidial. Los plásmidos fueron purificados de las distintas cepas por Miniprep 

utilizando el Kit E.Z.N.A Minikit II (Omega Biotek) segUn protocola descrito por el fabricante. 

Adicionalmente, para asegurar en un 100% que las colanias seleccionadas contenhan inserto 

los plásmidos purificados fueron digeridas con Ia enzima de restricciOn EcoRI, Ia que permite 

escindir el inserto clonado en el vector pCR 2.1 TOPO TA. La reacciOn de digestion contenla 

lx de buffer EcoRl, 1 pg de ADN plasmidial y 20U de EcoRI y fue realizada en un volumen 

de 25 p1 e incubada por 2 horas a 37°C. Finalmente los resultados de las digestiones fueron 

visualizados en geles de agarosa al 1% tenidos con GelRed. Los vectores purificados fueron 

enviadas a secuenciación a Macrogen Inc., Corea. 
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6.3.4 Análisis de secuencias 

Las secuencias obtenidas en el paso anterior fueron analizadas utilizando el algoritmo 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), perteneciente al Centro Nacional para Ia 

lnformación Biotecnologica (NCBI) de E.E.U.U., corresponde a un programa informático de 

alineamiento de secuencias de tipo local, ya sea de ADN, ARN o de proteinas. El programa 

BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.qov/Blast.cqi)  es capaz de comparar una secuencia 

problema contra una gran cantidad de secuencias que se encuentren en Ia base de datos, ya 

sea del NCBI, EMBO o Expasy, y de esta forma el algoritmo encuentra las secuencias de Ia 

base de datos que tienen mayor parecido ala secuencia problema (Altschul et al., 1997). 

En una primera instancia, las secuencias fueron analizadas utilizando el algoritmo BLAST de 

nucleOtidos (BLASTN), el cual permite hacer Ia comparaciOn de Ia secuencia problema con 

otras secuencias nucleotidicas encontradas en las bases de datos. De los resultados 

obtenidos en el análisis con BLASTN se seleccionaron las secuencias de ADN que tuvieran 

un porcentaje de cobertura superior al 80% con las secuencias problemas y con un valor "e" 

no superior a -30. Las secuencias seleccionadas fueron utilizadas para realizar un 

alineamiento mUltiple se secuencias con las secuencias problemas utilizando el programa 

ClustalW (http://www.ebi.ac.uklTools/msa/c1usta1w21)  (Larkin et al., 2007). Finalmente, los 

resultados de los alineamientos fueron procesados con el software Jalview (Clamp et al., 

2004). 

Posteriormente, las secuencias problema fueron sometidas a un segundo análisis de 

identidad, esta vez utilizando el programa BLASTX, que usa como entrada una secuencia de 

nucleótidos, Ia que es traducida en sus seis posibles marcos de lectura (tres marcos de 

lecturas por hebra) y compara estas secuencias traducidas contra una base de datos de 

proteinas. Al igual que con BLASTN, en esta ocasiOn se seleccionaron las secuencias de 

proteina que tuvieran un porcentaje de cobertura superior al 80% con las secuencias 

problemas y con un valor "e" no superior a -30. Posteriormente, las secuencias 

seleccionadas fueron sometidas a un alineamiento mUltiple de secuencias con las 

secuencias problema con el programa ClustalW y los resultados fueron procesados con el 

software Jalview. 
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6.3.5 "Long Range PCR" (LR-PCR) 

Debido a Ia dificultad de encontrar otras secuencias relacionadas con SSTIV al utilizar Ia 

estrategia de PCR con cebadores degenerados, se optO por realizar un PCR de largo 

alcance o "Long Range PCR". Esta técnica consiste en amplificar grandes regiones de ADN 

utilizando una ADN polimerasa de largo alcance. 

Debido a que no se conocian grandes regiones del genoma de P. salmonis para diseñar 

cebadores, se usaron como referencia dos marcadores. El primer marcador utilizado fue el 

gen de Ia proteina inmunogénica ChaP.s (Marshall et al., 2007) y el otro marcador fue Ia 

regiOn espaciadora del operOn ribosomal (Internal Transcibed Spacer- ITS) (Marshall et al., 

1998). Se realizO una combinaciOn de cebadores de ChaP.s, ITS y del gen putativo de Ia 

ATPasa DotB (SSTIV) en diferentes reacciones de PCR. Las combinaciones utilizadas 

fueron las siguientes: 

DotB-Forward + FF9 (ChaP.s Forward) 

DotB-Forward + R8 (ChaP.s Reverse) 

DotB-Reverse + FF9 (ChaP.s Forward) 

DotB-Reverse + R8 (ChaP.s Reverse) 

DotB-Forward + RTS1 (ITS Forward) 

DotB-Forward + RTS4 (ITS Reverse) 

DotB-Reverse + RTS1 (ITS Forward) 

DotB-Reverse + RTS4 (ITS Reverse) 

Todas las reacciones de PCR se realizaron en 50 p1, utilizando como templado 100 ng ADN 

de P. salmonis purificado por el método de extracción fenOlica descrito anteriormente. Las 

reacciones de PCR contenIan 200 nM de cada cebador, lx buffer PCR, 500 pM dNTPs y 

2,5U de polimerasa PfuUltraTM  high-fidelity DNA Polymerase (Stratagene). Las condiciones 

de PCR fueron las siguientes: 92°C por 5 minutos, 30 ciclos de 920  por 10 segundos, 51°C 

(ITS/DotB) a 58°C (ChaP.s/DotB) por 30 segundos y 68°C por 12 minutos. Los resultados del 
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PCR fueron visualizados cangando 10 p1 de cada reacciOn en un gel de agarosa al 1% teñido 

con Gel Red. 

Se seleccionó el producto amplificado de mayor tamaño y los 40 p1 restantes fueron 

cargados en un gel de agarosa al 1% para purificar Ia banda con el kit E.Z.N.A Gel Extraction 

Kit (Omega Biotek). El ADN purificado fue utilizado como templado para PCR con los 

cebadores de ITS (RTS1/RTS4) y de DotB (Forward/Reverse) para comprobar que esas 

secuencias estuvieran contenidas en ese fragmento de gran tamaño. Una vez visualizado el 

resultado en un gel de agarosa, el producto del LR-PCR fue parcialmente digerido con 2 

unidades de Ia enzima de restricciOn Sau3Al (New England Biolabs) por 10 minutos a 37°C. 

Posteriormente, se realizO una librerla genOmica con la digestion de Sau3Al en el vector 

pBluescript SK+ (Fermentas) previamente linearizado con Ia enzima de restricciOn BamHI 

(Promega) y desfosforilado con Fosfatasa Alcalina (Promega). La IigaciOn fue realizada en 20 

p1 en presencia de Ia enzima T4 ADN Ligasa (Promega), incubando a 22°C por 4 horas. 

Posteriormente, el producto de ligaciôn fue usado para transformar células 

quimiocompetentes de E. co/i TOP10 (descrito anteriormente) y luego sembrado en placas 

LB suplementadas con 100 pg/mI Ampicilina (Amp) en presencia de X-Gal. Las colonias 

blancas resultantes fueron seleccionadas y resembradas en medio liquido LB suplementado 

con 100 pg/mI Ampicilina para la posterior purificaciOn de plásmidos, tal como se describiO 

anteriormente. Los plásmidos purificados fueron enviados a secuenciaciOn en Macrogen Inc., 

Corea. 

Los resultados de Ia secuenciaciOn fueron analizados utilizando los programas BLASTN, 

BLASTX y ClustalW, tal como fue descrito anteriormente. 

6.3.6 Büsgueda de genes de secreción en el plâsmido de P. salmonis 

En el Laboratorio de Genética e Inmunologia Molecular de la Pontificia Universidad Católica 

de Valparalso existe evidencia de un megaplãsmido (pPsal-GlM) en P. sa/monis (Marshall et 

al., manuscrito en preparaciOn). Como ha sido mencionado en Ia introducciOn, el SSTIII 

puede estar codificado en el cromosoma bacteriano o bien en un plásmido en Ia region 

Ilamada Isla de Patogenicidad. Por este motivo se explorO Ia posibilidad de que el plásmido 

pPsal-GlM codificará los genes que componen Ia maquinaria de secreción del SSTIII 

51 



Para lograr este cometido, se realizaron 4 cultivos en matraces con 50 ml de medio MCi. Se 

iniciO un cultivo de 25 ml de medio MCi con una colonia extraida de agar sangre y Se, 

incubO por 24 horas a 23°C y 100 rpm de agitación. Posteriormente, 4 matraces con 50 ml de 

medio MCi fueron inoculados con 5 ml de este cultivo y se incubaron por 24 horas bajo las 

mismas condiciones anteriores. Luego, los cultivos fueron centrifugados a 6000 rpm por 20 

minutos y el pellet procesado para Ia extracciôn plasmidial utilizando el kit E.Z.N.A Plasmid 

Midi Kit (Omega Biotek) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La concentraciOn del 

ADN fue cuantificada en un espectrofotómetro Nanodrop-1000 y posteriormente fue 

visualizado en un gel de agarosa al 1% tenido con GeiRed. 

Con Ia finalidad de eliminar cualquier contaminante con ADN cromosomal, al producto del 

midiprep fue sometido a una gradiente discontinua de Cloruro de Cesio (CsCl) de tres fases 

(59%, 44% y 35% de CsCl) en presencia de bromuro de etidlo (tubos de 15 ml), segün 

protocolo descrito por Sambrook (2001). La gradiente fue centrifugada por 20 horas a 18°C y 

a 28000 rpm (155800 g) en una ultracentrIfuga Sorvall® WX Ultras Series (Thermo), 

utilizando un rotor SuperSpin 630. La separaciOn del ADN cromosomal del ADN plasmidial 

fue visualizada en un transiluminador de UV. El ADN plasmidial fue extraldo con una jeringa, 

procurando no arrastrar ADN cromosomal. El bromuro de etidio fue removido de Ia muestra 

realizando lavados con Alcohol Isoamilico, segün protocolo descrito por Sambrook (2001). El 

ADN fue precipitado con etanol absoluto a 4°C por 12 horas, posteriormente centrifugado a 

13000 rpm a 4°C, tavado con etanol 75% y resuspendido en 200 p1 de agua libre de 

nucleasas. La concentración de ADN fue cuantificada en un espectrofotOmetra Nanodrop-

1000, y posteriormente fue visualizado en un gel de agarosa al 1% teñido con GelRed. 

Finalmente la muestra fue enviada a secuenciación a Ia companIa SeqWright, EEUU, y 

procesada por el método de pirosecuenciación Roche 454. 

Los resultados de Ia secuenciaciôn de pPsal-GIM fueron analizados con el servidor Softberry 

(http://linux1.softberry.com/berry.phtml),  utilizando el algoritmo FgenesB. FgenesB es un 

software que permite predecir genes (ORFs, Open Reading Frames) y operones bacterianas 

y está basado en el modelo de cadena de Markov para seleccionar regiones codificantes y 

sitios de término (Tyson et al., 2004). Los productos de los ORF's predichos por FgenesB 

fueron utilizados para ser analizados con el programa BLASTP 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi),  que permite comparar una secuencia de pratelna con 

las similares encontradas en bases de datos, usanda el mismo principio de BLASTN y 

BLASTX. Se seleccionaron las secuencias de protemnas que tuviesen un porcentaje de 
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cobertura superior at 80% con las secuencias problema y con un valor "e" no superior a -30. 

Posteriormente, las secuencias seleccionadas fueron sometidas a un alineamiento multiple 

de secuencias con las secuencias problema con el programa ClustalW y los resultados 

fueron procesados con el software Jalview. 

6.3.7 Secuenciación parcial del genoma de P. salmonis 

Como se mencionó anteriormente y debido a ciertos problemas relacionados con Ia 

estrategia de utilizar PCR con cebadores degenerados, en especial por Ia amplificaciOn de 

algunos productos inespecIficos, se optO por otras estrategias para Ia büsqueda de genes 

relacionados con los sistemas de secreciôn. En conjunto con el Dr. Karl Klose, durante Ia 

pasantla de este trabajo de Tesis Doctoral, en el South Texas Center for Emerging 

Infectious Diseases de Ia Universidad de Texas, San Antonio (UTSA) en EEUU, se comenzó 

a trabajar en Ia secuenciación del genoma de P. salmonis. 

Para realizar Ia secuenciación del genoma se utilizô ADN de P. salmonis de Ia mejor calidad 

posible, para este propOsito se utilizô el método de extracciOn de ADN E.Z.N.A Bacterial DNA 

Kit (Omega Biotek). La secuenciaciOn tue realizada en un secuenciador GS-FLX 454 

(Roche), el que utiliza Ia tecnologIa de pirosecuenciación. 

Los resultados de la primera ronda de secuenciación fueron analizados en Ia plataforma 

RAST (Rapid Anotation Using Subsystem Technologies) (http://rast.nmpdr.orW). RAST es 

una plataforma automatizada que permite analizar genomas de bacterias y archeas, 

identificando proteinas codificadas, ARNt y ARNr, asignando funciones a los genes 

predichos, logrando armar rutas metabôlicas. Además, los genomas en análisis de Ia 

plataforma RAST pueden ser utilizados para realizar comparaciones con otros genomas que 

se encuentren en Ia plataforma SEED del sistema RAST (Aziz et al., 2008). De esta manera, 

se iniciO Ia bUsqueda de genes homOlogos a diferentes sistemas de secreciOn en el genoma 

de P. salmonis. Utilizando a plataforma RAST, se realizaron comparaciones con otros 

organismos del grupo Gammaproteobacteria, especificamente con F. tularensis, L. 

pneumophila, C. burnetii, V. cholerae, P. aeruginosa y E. co/i, entre otros. Esta comparaciôn 

tue realizada con Ia finalidad de determinar el grado de conservaciOn de Ia organizaciOn 

genOmica de P. salmonis con otros organismos del grupo Gammaproteobacteria, en relaciOn 

a los sistemas de secreción. Adicionalmente, algunas regiones de ADN que contenlan 

operones relacionados con los sistemas de secreción fueron evaluadas con FgenesB de 
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Softberry, con Ia finalidad de corroborar los datos obtenidos por RAST. Finalmente, las 

secuencias de proteinas de sistemas de secreción predichas por RAST y FgenesB, fueron 

analizadas por BLASTP y ClustaiW como fue descrito previamente, para Ia determinaciôn de 

los porcentajes de similitud con secuencias homólogas encontradas en las bases de datos. 

Adicionalmente, los resultados de genes de diferentes sistemas de secreciôn obtenidos por 

RAST fueron analizados con SoftBerry para corroborar los datos. 

6.4 EVALUACION DE LA EXPRESION DE LOS GENES DE SECRECION/VIRULENCIA EN 

PISC!RICKETTSIA SALMONIS 

Con Ia finalidad de determinar que los genes de secreción encontrados en el genoma de P. 

salmon/s estaban transcripcionalmente activos y que además, contenian diferentes patrones 

de expresion en diferentes condiciones ambientales, se determinO el nivel de expresión de 

éstos a través de RT-PCR y RT-PCR en Tiempo Real (QRT-PCR). Los genes involucrados 

en los sistemas de secreciôn tipo I y II fueron evaluados netamente por RT-PCR 

convencional, en cambio los genes del SSTIV fueron avaluados por QRT-PCR) debido a que 

éste es uno de los sistemas que mãs relaciOn tiene con Ia patogenicidad bacteriana y mâs 

aun, porque se ha visto que responden a diferentes condiciones ambientales (Boschiroii et 

al., 2002). 

Adicionalmente, ciertos genes importantes en Ia cascada de expresión de los genes 

flagelares fueron evaluados por RT-PCR convencional. Cabe mencionar que se ha 

propuesto que Ia motilidad bacteriana podria ser considerada como otro factor determinante 

en Ia virulencia, especificamente relacionado con Ia adherencia a las células blanco (Giron et 

al., 2002). 

6.4.1 EXPRESION GENES SSTIV DOT/ICM 

La evaluaciOn de Ia expresión de los genes del sistema Dot/lcm fue realizada en 4 

condiciones diferentes: 

A) InfecciOn de las Ilneas celulares RTSII y Sf21 

La Ilnea celular RTS11 es derivada de células del sistema inmune de trucha arcoiris 

(Oncorhynchus mykiss) y estã formada por dos poblaciones celulares, monocitos en 
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suspensiOn y macrOfagos formando monocapa (Ganassin y Bols, 1998). La linea celular 

RTS11 fue mantenida rutinariamente en botellas de cultivo de 25 cm2  en medio Leibovits L-

15 (Gibco), suplementado con 15% de suero fetal bovino (FBS) (Gibco) a pH 7,3 y a 2000. 

Previamente ha sido descrita Ia capacidad de P. salmon/s de infectar la linea celular Sf21 

(insecto), obteniéndose altos tItulos bacterianos después de 15 dias post-infecciOn (Birkbeck 

et al., 2004). La Ilnea celular Sf21 fue mantenida en botellas de cultivo de 23 cm2  con medio 

Grace's Insect Culture Medium (Biological Industries) suplementado con 20% FBS a pH 7,2 y 

a 20°C. 

Se realizO una cinética de infecciOn en las Imnea celulares RTS1 1 y Sf21 de 24, 48 y 72 

horas, con Ia finalidad de determinar Ia expresiOn de los genes dot//cm en tiempos tempranos 

de infección. Para elto, una colonia de P. salmon/s crecida en agar sangre fue usada para 

inocular 3 ml de medio MCi, los que fueron incubados a 23°C y 100 rpm hasta liegar a una 

0D600  de 0,4 (14 horas aproximadamente). Posteriormente 100 p1 del cultivo de P. salmon/s 

fueron usados para infectar botellas de RTS11 y Sf21, las que fueron cosechadas para Ia 

extracciOn de ARN a las 24, 48 y 72 horas post-infecciOn. Para cada tiempo de infecciOn se 

realizaron 2 replicas biolOgicas. En cada punto de Ia cinética de infecciOn las células fueron 

recolectadas desde las botellas de cultivo con un "cell scraper" y se centrifugaron en su 

mismo medio a 1500 rpm (300 g) por 10 minutos a 4°C. El pellet resultante fue procesado 

para Ia extracciOn de ARN con el agente Trizol® (Invitrogen) segUn indicaciones del 

fabricante. 

Para Ia sintesis del ADNc se utilizaron 2 pg del ARN extraldo de las lineas celulares 

infectadas, los que fueron tratados con Ia enzima DNAsa RQ1 (Promega), en un volumen de 

reacciOn de 10 p1, por 30 minutos a 37°C para eliminar cualquier posible contaminaciOn con 

ADN. Después de haber inactivado a Ia DNAsa a 65°C por 10 minutos se comenzO a realizar 

sintesis del ADNc con el kit de sintesis Affinity Script QPCR cDNA Synthesis (Agilent), 

utilizando random primers (hexámeros). La reacciOn de sintesis fue realizada en un volumen 

final de 30 p1 que contenian: 2 pg de ARN, lx de cDNA Synthesis Master Mix, 3 ng de 

random primers y 5U de AffinityScript RT/ RNase Block enzyme mixture. La reacciOn fue 

realizada en un termociclador utilizando las siguientes condiciones de temperatura: 25°C por 

5 minutos y 42°C por 45 minutos. Posteriormente el ADNc fue guardado a -80°C hasta su 

posterior uso. 
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La cuantificaciOn del nümero de copias de los genes dot//cm fue realizada por QRT-PCR 

utilizando cuantificación absoluta de Ia expresión genica, debido a que aUn no se ha descrito 

un marcador genético en P. salmon/s que mantenga estable su expresiOn en diferentes 

condiciones para poder ser utilizado en cuantificaciOn relativa. Como gen housekeeping" se 

utilizO la secuencia ITS del operOn ribosomal. Se determinO Ia expresion de los genes dotB, 

dotA, icmE e icmK, para los cuales se diseñaron cebadores que generen un producto de 300 

pb (ver Tabla 5 con los cebadores). 

Tabla 5: Cebadores utilizados para QRT-PCR de los genes dot//cm. 

Gen Blanco Nombre cebador Secuencia 

dotB Ps-DotB-For 5-GOT ACA TOT OAA TTT OTT GAO OAT TTC-3' 

dotB Ps-DotB-Rev3 5'-GOA TTA GTG OCG ACG AU ACA GG-3' 

dotA Ps-DotA-Forl 5'-OAO TOG GOA MT TM GOA GU GAG-3 

dotA Ps-DotA-Revl 5'-GOG ACA TM GTT GGA TCA AGA MT UC T-3' 

icmE Ps-lcmE-F 5'-GOO TTG GU MG TGT GAO CGT TG-3' 

icmE Ps-lcmE-Revl 5-GOT GTO All ACO TGC ATT AGA TCA TAG-3' 

icmK Ps-IcmK-F 5-GOG OCA GAG OAG AlA OAT OAG TAT AAA G-3' 

icmK Ps-lcmK-R1 5'-GOC ACC GGA ACA TCT AAG OCT TTT AA-3' 

Para generar la curva de calibrado los genes dotB, dotA, icmE e icmK, al igual que ITS, 

fueron previamente amplificados por FOR y clonados en el vector pOR2.1 TOPO TA, como 

se describiO anteriormente. Una vez purificados por Miniprep los plásmidos que contenian los 

diferentes marcadores, se cuantificO Ia concentración de ADN en un espectrofotOmetro 

Nanodrop-1000. Se realizO una curva patrOn desde 109  a 101  nUmero de copias de cada 

plásmido, calculando Ia cantidad de ADN necesario para generar el stock de 109  copias 

utilizando el programa Finnzymes disponible on line (http:!/www.finnzymes.fi/iava  applets-

Icopy number calculation. html ), que se basa fOrmula descrita por Whelan etal., 2003 para el 

cálculo del correcto nUmero de copias: 

N°deCopias = 
6,02 x 

1023, (copias / mol) x cant/dadA DN(g) 

LongitudADN(pb) x 660(g I mo/I pb) 
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Donde, 6,02x1023  es el nümero de Avogadro y 660 equivale a Ia masa molar de un par de 

bases de ADN. 

Para el QRT-PCR se realizó una diluciOn 1:10 del ADNc para evitar saturaciOn de Ia reacción 

por exceso de templado. Además, las muestras fueron cargadas en duplicado, tanto los 

ADNc como las diferentes concentraciones de Ia curva patrOn. La reacciOn de QRT-PCR fue 

realizada en un volumen final de 20 p1 que contenia: 1 p1 de muestra, lx de Brilliant Ill 

SYBR® Green QRT-PCR Master Mix (Agilent) y 300 nM de cada cebador. El QRT-PCR fue 

realizado en un equipo CFX96 Real Time PCR System (Biorad), utilizando el software CFX 

Manager 2.1 (Biorad). Las condiciones de temperatura y tiempo del PCR para los 4 genes 

dotlicm fueron las siguientes: 95°C por 3 minutos, 40 ciclos de 94°C por 15 segundos, 57°C 

por 15 segundos y 60°C por 20 segundos. Para el caso del ITS las condiciones de PCR 

fueron las siguientes: 95°C por 3 minutos, 40 ciclos de 94°C por 15 segundos, 51°C por 15 

segundos y 60°C por 20 segundos. 

En el análisis de datos, los valores de °T  para cada diluciOn fueron medidos en duplicado 

para las curvas de calibrado, haciendo un promedio de cada uno de ellos. Los valores 

promedio de CT de cada punto fueron graficados contra el logaritmo del nümero de copias 

del templado inicial (10 - 101). Cada curva patron fue generada por una regresiOn lineal de 

los puntos graficados (Log N°copias v/s Promedio CT).  Todos los análisis de datos fueron 

realizados utilizando el software CFX Manager (Biorad). La eficiencia de amplificaciOn del 

PCR de cada curva patron (E) fue calculada usando Ia pendiente obtenida en los gráficos, 

utilizando Ia ecuaciOn descrita por Rasmussen etal. (2001): 

E = 10 /?endiente  -1 

Para el análisis de las muestras, Ia cuantificación absoluta permitiO determinar el nümero 

exacto de copias de ARNm de cada gen al extrapolar los valores de CT con los de Ia curva 

de calibrado a través de Ia ecuaciOn de Ia recta. Los datos de nUmero de copias de las 

muestras problema fueron finalmente graficadas en Excel. 
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B) Crecimiento de P. salmonis a diferentes pH 

Debido a que Ia acidificaciOn del fagosoma en el macrofago podrIa ser un factor importante 

que gatille Ia expresiOn o sabrexpresiOn de los genes de secreciOn, se determinO el 

comportamiento de éstos a pHs ácidos 

Para ello, se inicio un cultivo de 3 ml de P. salmonis a partir de una colonia extralda de agar 

sangre, se incubô por 16 horas a 23°C y 100 rpm de agitaciOn. Este precultivo fue utilizado 

coma inôculo para iniciar un nuevo cultivo en 50 ml en medio MCi, que fue incubado por 24 

horas baja las mismas condiciones mencionadas. Posteriormente, los 50 ml de cultivo de P. 

salmonis fueron usados para iniciar un tercer cultivo en un matraz de 1 litro que contenIa 150 

ml de medio MCi, incubando por 12 horas baja las condicianes ya descritas de temperatura 

y agitaciOn. Del cultivo anterior se tomaron 150 ml, los que fueron divididos en 3 tubas de 50 

ml cada uno y centrifugados a 6000 rpm, 4°C por 20 minutos. Después de descartar el 

sobrenadante un tuba fue resuspendida en 50 ml de medio MCi a pH 7,0, el segundo se 

resuspendió en 50 ml de medio MCi a pH 5,5 y el tercero en 50 ml de medio MCi a pH 4,0. 

Luego, fueron traspasados a matraces de 250 ml. De esta forma se dio inicia a Ia cinética 

para determinar los niveles de expresión de los genes de secreción a diferentes pH y 

distintas tiempos de crecimienta. Los cultivos fueros incubados a 23°C y 100 rpm de 

agitación, tomando muestras de 4 ml por matraz a las 2, 4, 6 y 24 horas de incubaciOn. Las 

muestras de cada punto de Ia cinética fueron centrifugadas a 6000 rpm por 20 minutos y el 

pellet procesado para la extracciOn de ARN con el agente TrizoLS® (Invitrogen) segUn 

indicaciones del fabricante. Posteriormente el ARN fue cuantificada en un espectrofotômetro 

Nanodrop-1000 y fueron guardados a -80°C hasta su posterior uso. 

Para Ia sintesis del ADNc se utilizaron 2 pg del ARN e'ctraido de cada uno de las puntos de 

Ia cinetica, fueron tratados con Ia enzima DNAsa RQ1 (Promega), en las mismas 

condicianes descritas anteriormente. Después de haber inactivado a Ia DNAsa a 65°C por 10 

minutos se realizO Ia sintesis del ADNc con el kit de sIntesis Affinity Script QPCR cDNA 

Synthesis (Agilent), utilizando random primers (hexâmeros). La sIntesis fue realizada con las 

mismas candiciones descritas anteriormente. 

La cuantificación del nUmero de copias de los genes dot/icm fue realizada por QRT-PCR, 

utilizando cuantificaciOn absaluta de Ia expresión génica para determinar el nümero de 

transcritos de cada gen. En este caso, Ia secuencia del ITS también fue utilizada coma gen 
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"housekeeping", 10 que permitiO determinar el comportamiento de Ia expresión general de 

genes en cada punto de Ia cinética en los tres pH utilizados. 

La cuantificaciOn fue realizada utilizando una curva patrOn con los genes clonados en el 

vector pCR 2.1 TOPO TA, tal como fue descrito anteriormente. El QRT-PCR se realizO en un 

equipo CFX96 Real Time PCR System (Biorad) en reacciones de 20 p1 que contenFan 1 de 

muestra, lx de Brilliant Ill SYBR® Green QRT-PCR Master Mix (Agilent) y 300 nM de cada 

cebador. Las condiciones de PCR para cada gen, al igual que el método de cuantificación y 

el análisis de resultados, fueron las mismas descritas para Ia cinética de infecciOn en las 

lIneas celulares. 

6.4.2 EXPRESION DE GENES DE LOS SSTI Y GENES FLAGELARES 

La expresiôn de genes flagelares, SSTI y SSTII fue visualizada por RT-PCR convencional, 

con Ia finalidad de determinar Si éstos se encuentran transcripcionalmente activos en P. 

salmon/s. 

A) Expresión de genes flagelares 

Debido a que Ia expresiOn de genes flagelares es una compleja cascada que involucra una 

amplia gama de genes reguladores, incluyendo a varios factores sigma y a otras proteinas 

reguladoras hasta Ilegar a los genes estructurales del sistema flagelar, se seleccionaron a 

tres genes reguladores y a dos genes estructurales del flagelo para determinar su expresiOn 

en P. salmonis. 

Se inició un cultivo de P. salmon/s en 3 ml de medio MCi usando como inOculo una colonia 

crecida en agar sangre. El cultivo fue incubado a 23°C por 16 horas y a 100 rpm de 

agitaciOn, y se utilizO para inocular 25 ml de medio MCi. Posteriormente, se realizaron dos 

nuevos cultivos en 25 ml de medio MCi, los que fueron inoculados con 3 ml provenientes del 

cultivo anterior. Ambos cultivos fueron incubados por 16 horas con las mismas condiciones 

de temperatura y agitaciOn anteriores. 

Para el RT-PCR se tomaron 5 ml de cada uno de los cultivos y fueron centrifugados a 6000 

rpm por 20 minutos a 4°C. El pellet resultante fue procesado para Ia extracción de ARN con 

el agente Trizol LS® segUn indicaciones del fabricante. El ARN fue cuantificado en un 

espectrofotometro Nanodrop-1000 y fue guardado a -80°C hasta su uso. 
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La sintesis del ADNc fue realizada utilizando 2 pg de ARN, los que fueron previamente 

tratados con 2 unidades de Ia enzima DNAsa RQ1 (Promega) a 37°C por 30 minutos. Una 

vez inactivada Ia DNAsa a 65°C por 10 minutos el ARN fue utilizado para sintesis con Ia 

enzima reverso transcriptasa M-MLV (Promega). En primer lugar, el ARN fue mezclado con 

0,5 pg de random primers" e incubados a 70°C por 5 minutos. Posteriormente, se realizO Ia 

reacciOn de sintesis del ADNc en un volumen final de 25 p1, que contenia: 2 pg de ARN, 0,5 

pg de random primers, 200U de M-MLV RT, 200 nM de dNTPs y lx de buffer M-MLV. La 

reacciOn fue incubada por 1 hora a 37°C y posteriormente el ADNc fue guardado a -80°C 

hasta su uso. 

El ADNc fue utilizado como templado en un PCR convencional para visualizar la expresiOn 

de los genes flagelares f/iA (Factor Sigma-28), flhF (protemna reguladora), firA (protelna 

reguladora), flaB (proteina de anclaje de flagelina) y el gen de flagelina. Como control de Ia 

expresiôn se utilizó el gen de la protemna inmunogénica ChaP.s (HSP60) (Marshall et al., 

2007). Los cebadores utilizados para Ia amplificaciOn por PCR de los genes flagelares y de Ia 

proteIna ChaP.s están en Ia tabla 6. Las reacciones de PCR fueron realizadas en un 

volumen de 25 p1 que contenia: 1 p1 de templado, lx buffer de PCR, 3 mM de MgCl2, 125 nM 

de cada cebador (Forward y Reverse), 425 pM de dNTPs y 5U de Taq DNA Polimerasa 

(GoTaq-Flexi DNA Polymerase, Promega). Las condiciones para PCR de los genes 

flagelares fueron las siguientes: 94°C por 5 minutos; 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 

57°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto; y 72°C por 5 minutos. Para ChaP.s las 

condiciones de PCR fueron: 94°C por 5 minutos; 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 60°C 

por 30 segundos, 72°C por 1 minuto; y 72°C por 5 minutos como extension final. Como 

control positivo del PCR se utilizO ADN de P. sa/monis extraldo por el método de Chelex-100 

y como blanco o control negativo se utilizó agua libre de nucleasas. Los resultados de los 

PCR fueron visualizados en geles de agarosa al 1% tenidos con GelRedTM. 



Tabla 6: Cebadores utilizados para RT-PCR genes flagelares y ChaP.s 

Gen Blanco Nombre cebador Secuencia 

fl/A FliA-F 
fl/A ,. FliA-R 
fIrA FIrA-F 
firA ) FlrA-R jjJ 
f/hF FIhF-F 
f/hF FIhF-R 
flaB FlaB-F 
flaB FlaB-Ri 
fla gel/na Flagellin-F 
fle gel/na Flageflin-Ri 
chaP.s FF9 
chaP.s R4 

5- GTG AAG CGG GOT GM AAG TAT GCT-3' 
5'-C TTA CTC TCC AU CAT CTG TM CCG-3' KA 
5'- GTT AAG CAG AGA GTG GTT ATT G-3' 
5-C TCA GGC ITT IGA CAG CTC TTC GCT-3' In 
5'-G MA AU MA CGG ITT UT GCA G-3' 
5-C TCA TAG CAC TTC TOT TCC ATG TTC-3' 
5'-GCG ATG GGA AU TOT AU MT ACO MC-3' 
5-OCT MA ACA CCA GCC CU MA GCA-3' 
5'-GCA TGG CAC TU CAG TTG TM CCA AO-3' 
5-OTT GAO CAG TCC CCA AAG TAG CAG-3' 
5-GAT GTC AGO MA AGA AGT GOG CTT-3' 
5'-G MC TGA TTC TM TGT GGG TAG TM TTC-3 

B) SSTI: 

Para el SSTlse realizó un RT-PCR de los genes to/C (proteina de membrana externa a 

porina), hlyD (proteina de canal intermembrana) y h/yA (a-hemolisina). 

Para ello se realizO una cinética de infecciOn en Ia Ilnea celular RTS11 

(monocitos/macrOfagos) por 24, 48 y 72 horas, tat coma fue descrito para la expresiOn de los 

genes dot//cm (SSTIV) en Ia secciôn anterior. Coma control de expresión de éstos genes se 

utilizO un cultivo de 3 ml de P. sa/monis en medio MCi, generado a partir de una colonia 

crecida en agar sangre. Se incubá 24 horas a 23°C y 100 rpm. Las células RTS11 

infectadas fueron cosechadas con un "cell scraper" y fueron centrifugadas en su propio 

media a 1500 rpm. Se procesô el pellet con el agente Trizol ® (Invitrogen) para Ia extracciOn 

de ARN. El cultivo lIquido de P. salmon/s fue centrifugado a 6000 rpm por 20 minutos y el 

pellet procesado con Trizol LS® (Invitrogen). Posteriormente, se efectuó un RT-PCR, donde 

Ia sIntesis del ADNc fue realizada con random primers y con Ia reverso transcriptasa M-MLV 

(Promega) en las mismas condiciones de reacciOn, temperatura y tiempos de incubaciOn 

antes descritos. Una vez terminada Ia sintesis, el ADNc fue utilizado coma templado para 

una amplificación por PCR, con cebadores disenados para amplificar los genes to/C, hlyC y 

h/yA. Coma control de expresion se utilizO el gen de la proteina inmunogénica ChaPs. El 

PCR para ChaP.s fue realizado baja las mismas condiciones de temperatura y tiempas 

descritos anteriormente. El PCR para los genes del SSTI fue realizado en 25 p1 baja las 

siguientes condiciones: 94°C por 5 minutos; 35 cclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 
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segundos, 72°C por 1 minuto; y 72°C por 5 minutos. Finalmente, los resultados fueron 

visualizados en geles de agarosa al 1% teñidos con GelRedTM. 

6.5 GENERACION DE ORGANISMOS KNOCK OUT PARA EVALUAR IMPORTANCIA DE 

GENES DEL SSTIV EN LA PATOGENICIDAD 

Con Ia finalidad de determinar Ia relevancia de los genes dot//cm en Ia virulencia y 

patogenicidad de P. salmonis, se evaluO el efecto del knock out de los genes dotB (ATPasa) 

e icmE (proteina transmembrana) en Ia capacidad infectiva de Ia bacteria. Para realizar el 

knock out de estos genes de secreciOn se seleccionó un sistema denominado TargeTronTM 

(Sigma-Aldrich), que ha sido ensayado con éxito en F. tularensis, bacteria filogenéticamente 

cercana a P. salmon/s y que comparten varias caracterIstica en comün. 

Cabe mencionar, que a Ia fecha no se han reportado procedimientos que permitan Ia 

transformaciOn de P. salmon/s con algUn elemento genético extracromosomal, por 10 cual Ia 

primera estrategia a realizar ha sido estandarizar una técnica que permitiera La 

transformaciôn del patOgeno con un vector plasmidial. 

Se ha reportado que ciertos organisrnos patógenos intracelulares no reconocen secuencias 

promotoras exogenas (Rodriguez et al., 2008), por tanto, para asegurar Ia expresiOn de los 

genes reporteros ha sido necesario generar cassettes de expresión con secuencias 

promotoras endOgenas. En F. tulanesis y C. burnett/ se ha utilizado ampliamente Ia 

secuencia promotora del operón groES-groEL (HSP10-HSP60) (Rodriguez et al., 2009) con 

notable éxito. En P. salmon/s no está disponible en bases de datos püblica Ia regiOn 

promotora del operOn HSP10-HSP60 (GroES-ChaP.$), ni siquiera de otro gen u operon, lo 

cual nos ha conllevado a identificar secuencias promotoras por dos vias diferentes. 

6.5.1 BUSQUEDA DE SECUENCIAS PROMOTORAS EN EL GENOMA DE P. SALMONIS 

Para cumplir este objetivo se realizaron dos estrategias, una correspondiO al PCR RAGE 

(Rapid Amplification of Genomic Ends) y Ia otra fue realizar una libreria genOmica para hallar 

regiones promotoras de otros genes u operones. 
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A) RAGE (Rapid Amplification of Genomic Ends) 

Esta técnica fue utilizada para encontrar las regiones promotoras del operón bicistronico 

conformado por los genes de las protéinas GroES y ChaP.s y también para el operón 

ribosomal 16S-23S. El RAGE es una técnica basada en el PCR, fue desarrollada por 

Cormack y Somssich (1997). Se basa en el mismo principlo de Ia técnica RACE (Rapid 

Amplification of cDNA Ends) (Ohara etal., 1989). Básicamente consiste en cortar con una o 

más enzimas de restriccián el ADN genómico total, para luego poliadenilar, mediante Ia 

enzima terminal transferasa (TdT), los extremos 3' de los fragmentos generados. Después, 

se amplifica el material poliadenilado con un cebador oligo dT, que hibrida con las colas poli 

A, y otro cebador diseñado para hibridar con uno de los extremos del gen codificante al cual 

se le quiere conocer sus regiones regulatorias. Posteriormente, los amplicones se someten a 

un segundo PCR, esta vez con un cebador de "anclaje", que se encuentra incluido en el oligo 

dT ya mencionado, y otro cebador especifico para el gen en cuestián, distinto al anterior 

(Figura 5). Esto genera amplicones especificos, los cuales pueden ser clonados y 

secuenciados. 

Figura 5: Esquema técnica del RAGE. 
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ADN de P. salmon/s purificado por el método de extracción fenólica fue utilizado para este 

procedimiento. Para ella se realizaron 5 reacciones de digestion (3 pg de ADN) en un 

volumen final de 100 p1, utilizando 30 unidades de las enzimas de restricciOn BamHl 

(Promega), EcoRl (New England Biolabs), Kpnl (New England Biolabs) Hindlll (Promega) y 

Ndel (Promega). Las reacciones de digestion fueron incubadas a 37°C por 14 horas, para 

obtener carte total del material genOmico. Luego, Ia reacciOn fue detenida por inactivacion de 
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Ia enzima a 65°C por 15 minutos, (Liu y Baird, 2001). Las digestiones fueron visualizadas en 

un gel de agarosa al 1% teñido con GelRedTM, y se las reacciones de digestion con las 

enzimas EcoRl y Hindlll. Posteriormente, el ADN digerido fue purificado con el Kit MSB® 

Spin PCRapace (Invitek), con la finalidad de eliminar el remanente de nucleasas y limpiar de 

sales la muestra. Después de haber sido cuantificado el ADN en un espectrofotOmetro 

Nandorop-1000, se tomaron 500 ng de ADN digerido, se denaturó por 5 min a 100 °C, y se 

realizO Ia reacciOn de poliadenilaciOn en 20 p1, contenIan: 0.5 mM de dATP y 50U de 

Terminal Transferasa TdT (Promega), se incubO por 90 minutos a 37°C y finalmente, 10 

minutos a 72°C. Por ültimo, 5 p1 de Ia reacción de poliadenilaciOn equivalente a 100 ng del 

ADN fueron utilizados para el primer ciclo de PCR (RAGE1), en una reacciOn de 50 p1 que 

contenia 2 pM del cebador del gen seleccionado (ChaP.s o 16S, ver tabla 7), 2 pM del 

cebador oligo d(T) (5'-ACCACGCGTATCGATGTCGATTTTTTTTTTTTTTTTT-3'), 400 pM de 

dNTP's, 3 mM de MgCl2 y 5U de GoTaq Flexi DNA polymerase (Promega). Las condiciones 

para el PCR fueron: 94°C por 5 minutos; 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 60°C por 30 

segundos y 72°C por 1,5 munutos; 72°C por5 minutos. Luego, 1 p1 del RAGE1 se usa como 

templado para un segundo PCR (RAGE2), en una reacciOn de 50 p1 de volumen total, 

utilizando las mismas condiciones de PCR que en el RAGE1, excepto por Ia presencia de un 

segundo cebador del gen seleccionado (ver tabla 7) y de 2 pM de un cebador de anclaje 

(anchor primer) (5'- GACCACGCGTATCGATGTCGAC-3'). Finalmente, los productos 

amplificados fueron visualizados en geles de agarosa al 1% teñidos con GeIRedTM, y 

posteriormente clonados en el vector pCR2.1 TOPO TA, coma se ha descrito anteriormente, 

para su posterior secuenciación. 

labIa 7: Cebadores utilizados para el RAGE de ChaP.s y 16S. 

Cebador Secuencia Gen Blanco 

16s-F1 5'-GCT TCA GIT TOO TAA AGT TAT 000-3 16s 

16s-.F2 5-ACT CAC COG TCC GCC ACT CGT C-3' 16s 

OhaPs-R9 5'-GAA GCG CAC TTC UT TGC TGA OAT-3' ChaP.s 

GroES-R2 5'-CGG TCA TGT MT GGA CGG AU TTC AT-3' groES 

Los resultados de Ia secuenciaciOn fueron analizados en una primera instancia con el 

programa BLASTN, con Ia finalidad de determinar silos productos amplificados contenian Ia 

region 5' de los genes en estudio. Posteriormente, los resultados positivos fueron alineados 

con ChaP.s y 16S a través del software ClustaiW, coma fue descrito anteriormente. 
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Debido a Ia poca cobertura de amphficacion obtenida con el RAGE para ChaP.s se realizO un 

segundo RAGE. Como templado se utilizO ADN de P. salmonis digerido con las enzimas de 

restricción Ndel, BamHl y Kpnl. El RAGE fue realizado con las mismas condiciones 

descritas anteriormente, salvo que los cebadores especificos para ChaP.s fueron cambiados 

por cebadores diseñados sabre Ia secuencia del gen de Ia HSP10 (GroES). Los resultados 

obtenidos del RAGE2 fueron clonados en el vector pCR2.1 TOPO TA y enviados a 

secuenciaciOn. 

Los resultados de las secuencias fueron analizadas con BLASTN y ClustalW. 

Adicionalmente, los datos fueron analizados en el servidor Softberry 

(http://linux1.softberry.com/berry.phtml),  especIficamente con el algoritmo Bprom, que 

permite Ia predicciOn de posibles secuencias promotoras bacterianas. 

B) Librerla qenómica de P. salmonis 

Con Ia finalidad de hallar otros posibles promotores de genes de P. salmonis, se utilizO una 

segunda estrategia que consistió en generar una libreria genómica en el vector pBluescript 

SK+ (Fermentas). Se utilizaron 5 pg de ADN de P. salmonis purificado por el método de 

extracciOn fenOlica, que fueron parcialmente digeridos con lOU de Ia enzima de restricción 

Sau3Al en una reacciôn final de 150 p1. La reacción de digestiOn fue incubada por 30 

minutos a 37°C y Ia enzima inactivada a 65°C por 15 minutos. Se procedio a una extracciOn 

con Fenol:Cloroformo:alcohol-isoamilico y el sobrenadante fue precipitado con etanol trio, 

lavado con 75 % ETOH y finalemente el pellet resuspendido en 15 p1 de agua libre de 

nucleasas. El vector pBluescript SK+ (3 pg) fue linearizado con 20U de Ia enzima BamHl en 

una reaccián de 50 p1, e incubada por 12 horas a 37°C, para luego ser tratado por 1 hora a 

37°C con la enzima Fosfatasa Alcalina (Promega). El ADN plasmidial linearizado fue 

purificado con el kit MSB® Spin PCRapace. Los dos ADN digeridos y purificados fueron 

visualizados en un gel de agarosa al 1% teñido con GelRedTM.  Posteriormente, 600 ng de 

ADN de P. salmonis digerido y 300 ng de pBluescript SK+ linearizado fueron ligados en 

presencia de Ia enzima 14 ADN Ligasa (Promega), en una reacciOn de 20 p1 que fue 

incubada por 16 horas a 16°C. Finalmente, Ia mezcla de Ia reacciôn de ligaciOn fue usada 

para transformar por electroporaciOn células electrocompetentes de E. co/i TOP10 

(lnvitrogen). La selección de los transformantes se efectuO en agar LB suplementado con 

Ampicilina 100 pg/mI en presencia de X-Gal (Promega). En total 200 colonias blancas fueron 
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analizadas par PCR con los cebadores M13-F y M13-Rev, se seleccionaron solamente 

aquellas que tuviesen un inserto de tamaño mayor a 500 pb. Las colonias seleccionadas 

fueron crecidas en 5 ml de caldo LB con Ampicilina 100 pg/mI para realizar Ia purificación 

plasmidial (E.Z.N.A Plasmid Midi Kit, Omega Biotek) y proceder con el serviclo de 

secuenciaciOn (Macrogen Inc.). 

Los resultados de las secuencias fueron analizados con los programas BLASTN y BLASTX, 

y permitieron seleccionar una secuencia de 992 pb que contenia dos genes putativos. La 

secuencia seleccionada fue posteriormente analizada en el servidor Softberry, con los 

programas FgenesB para determinar la presencia de dos posibies ORFs y con Bprom para 

buscar una region promotora dentro de ella. 

6.5.2 CONSTRUCCIÔN DE LOS VECTORES DE EXPRESION 

Con Ia finalidad de probar diferentes orIgenes de replicaciOn de piásmidos en Ia bacteria, se 

utilizaron dos plásmidos para clonar el cassette de expresiOn. Uno de los vectores fue 

pCR2.1 TOPO TA (invitrogen) y el otro pCU18 (Rasko etal., 2007). 

A) Construcción del cassette de expresión 

Para Ia construcciOn del cassette de expresiOn se utilizO coma gen reportero cat 

(Cloranfenicol acetil-transferasa) que entrega Ia resistencia al antibiOtico Cioranfenicol. 

Para comenzar Ia construcciOn del cassette se diseñaron cebadores dirigidos a amplificar al 

gen cat y a la regiOn promotora del operOn GroES-ChaP.s de P. salmonis, utilizando Ia 

herramienta "Oligo Calculator" (http://www.basic.northwestern.edu/biotoois/oiiqocalc.htmi). 

Los cebadores fueron diseñados con sitios de restricciOn para permitir Ia ligaciOn entre el 

promotor y el vector, en el sitio Ndel (CATATG), y del cassette con el vector en el sitio Sail 

(GTCGAC). Los cebadores utilizados están listados en Ia tabla 8. 
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Table 8: Cebadores utilizados para Pa construcciOn del cassette de expresiOn. 

Gen blanco Nombre Secuencia cebador 

cat CAT-F 5-GCG CAT ATG GAG AAA AAA ATO ACT GGA TAT ACCAC-3' 

cat CAT-R 5'-GTA CTC GAG hA CGC CCC GCC CIG CCA CT-3' 

groES-ChaP.s GroES-EL-F 5'-GTT GTC GAO OAA TTC AGO ATO AAG CTC TGT 0-3 

groES-ChaP.s GroES-EL-R 5'-GCG CAT ATG TCA TTC TTC TOG TM MG ATG A-3' 

Tanto Ia secuencia promotora de P. salmonis, coma el gen cat fueron amplificados por FOR 

con los cebadores enunciados en Ia table 8. Coma templado para el promotor se utilizO ADN 

de P. salmon/s extraldo por el método de Chelex-100. Para el FOR del gen cat se usa como 

templado el vector pDNR-LIB (GenBank: DQ666274.1). Las reacciones de FOR se realizaran 

en un volumen final de 50 p1, que contiene: lx buffer de FOR, 3 mM de MgC12, 125 nM de 

cada cebador (Forward y Reverse), 425 pM de dNTPs y 5U de Taq DNA Polimerasa 

(GoTaq-Flexi DNA Folymerase, Promega). Las condiciones de FOR en ambas 

amplificaciones fueron las siguientes: 94°C por 5 minutos; 35 ciclos de 94°C por 30 

segundos, 57°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto; y 72°C por 5 minutos. Posteriormente, 

5 p1 de cada reacciôn fueron visualizados en un gel de agarosa al 1% teñida con GelRedTM. 

Luega, los amplicanes fueron purificados con el kit MSB® Spin PCRapace (lnvitek), segUn 

indicaciones de manufactura, y el DNA fue finalmente cuantificada en un espectrafatámetra 

Nanodrop-1 000. 

Posteriarmente, 1 pg de ADN de Ia region pramotora de ChaP.s y 1 pg de ADN de cat fueron 

tratadas con Pa endonucleasa de restricciôn Ndel. El sitia Ndel estã incluido en cada cebador. 

La reacciOn de digestion fue realizada en un volumen de 50 p1 en presencia de lOU de Ndel, 

incubando a 37°C por 4 horas, para luego detener Ia reacciOn a 65°C por 10 minutos. 

Finalmente, el ADN fue purificado con el kit MSB® Spin PCRapace (Invitek). Después de 

haber cuantificado Ia concentraciOn de ADN se utilizaran 500 ng de cada ADN para ser 

ligados entre si en una reacciOn de IigaciOn de 25 p1 en presencia de 2U de T4 DNA Ligasa 

(Pramega), incubando por 16 horas a 16°C. Finalmente, 1 p1  de Ia reacciOn de ligaciOn fue 

utilizada coma templado para FOR, usanda el cebador Forward de Pa region pramotora y el 

Reverse de cat, con Ia finalidad de amplificar por completo el cassette ya ligado (Promotor 

GraES-ChaP.s + cat). La reacciOn de FOR fue realizada en 50 p1 baja las mismas 
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condiciones descritas para Ia amplificaciôn de ambas secuencias y los resultados fueron 

visualizados en un gel de agarosa 1% teñido con GeiRed, 

B) Construcción del vector de transformaciOn 

Se utilizaron dos vectores de transformaciOn, un vector de clonamiento comercial que fue 

pCR2.1 TOPO TA (lnvitrogen) y el vector pCU18, donado gentilmente por el Dr. Karl Kiose 

de Ia Universidad de Texas en San Antonio, EEUU. 

pCR2.1 TOPO TA: 

Este vector plasmidial contiene dos orIgenes de replicaciOn diferentes para poder ser usado 

en una amplia variedad de hospederos (pUC ori y fi on). Para Ia construcción de este vector, 

se clonO el cassette de expresión (Promotor GroES-ChaP.s + cat) generado en la secciOn 

anterior. El clonamiento fue realizado en un volumen de 5 p1, segün indicaciones del 

fabricante, los que fueron posteriormente transformados en células quimiocompetentes de E. 

co/i TOPO 10, tal como se describiO en secciones anteriores. La selección de los clones 

positivos se realizO por PCR usando los cebadores M13 forward y reverse. Con el don 

positivo, se realizô un cultivo de 50 ml de medio LB suplementado con Kanamicina 50 pg/mI, 

y se incubO por 12 horas a 37°C. A partir de 2 ml de cultivo, se hizo un stock del don a -80°C 

en 15% de glicerol. El resto del cultivo fue utilizado para Ia extracciOn plasmidial por medio 

utilizando el kit de Midiprep E.Z.N.A Plasmid Midi Kit (Omega Biotek) segün indicaciones de 

manufactura. Los resultados fueron visualizados en un gel de agarosa teñido con GelRedTM 

y Ia concentraciOn de ADN fue cuantificada en un espectrofotOmetro Nanodrop-1 000. 

pCU18: 

EL vector pCU18 de (5768 pb) fue creado por la fusion de 2 plásmidos, el vector de 

clonamiento comercial pUC18 y un plásmido de amplio rango de hospederos aislado de 

Staphylococcus aureus, el pC194 (Rasko, 2007). Este vector ha sido probado con éxito en 

diferentes hospederos, incluyendo E. co/i, F. tularensis y V. cholerae (Dr. Karl Klose, 

comunicación personal). 

Para Ia construcciôn del nuevo vector se hizo crecer Ia cepa de E. co/i TOP1 0 utizada como 

reservorio de pCU18 en 5 ml de medio LB suplementado con 100 pg/mI de Ampicilina por 16 
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horas a 37°C y 100 rpm. El cultivo fue utilizado para Ia extracciOn plasmidial con el kit 

E.Z.N.A Plasmid Mini kit (Omega Biotek) segUn indicaciones del fabricante. Una vez 

cuantificada Ia concentraciOn del ADN purificado, se utilizaron 3 pg de pCU18 para ser 

linearizados con 20U de Ia enzima de restricciOn Sa/l (Promega) en una reacción de 100 p1 

incubada por 16 horas a 37°C, Ia que fue posteriormente tratada con Ia enzima Fosfatasa 

Alcalina (Promega) por 1 hora a 37°C. Luego, el vector linearizado y desfosforilado fue 

purificado con el kit MSB® Spin PCRapace (Invitek), cuantificada su concentración y 

guardado a -20°C hasta su uso. 

El cassette de expresión fue extraido desde el vector pCR2.1 TOPO TA mediado por una 

digestiOn con Ia enzima Sail (Promega), en una reacciOn de 100 p1 que contenia: 20U de 

SaIl, 3 pg de pCR2.1 TOPO TA/GroES-ChaPs+cat) y lx buffer R. La reacciOn fue incubada 

por 16 horas a 37°C, y luego de inactivar Ia enzima a 65°C por 15 minutos, los 100 p1 de Ia 

reacciOn fueron cargados en un gel de agarosa al 1% teñido con GelRedlM.  Posteriormente 

a banda correspondiente al cassette de expresiOn fue cortada desde el gel y el ADN 

purificado con el kit E.Z.N.A. Gel Extraction Kit (Omega Biotek), segün indicaciones del 

fabricante. Se cuantificO el ADN purificado en un espectrofotómetro Nanodrop-1000. 

Se realizO una reacciOn de IigaciOn de 25 p1 en presencia de Ia enzima T4 DNA Ligasa 

(Promega), utilizando 300 ng del vector pCU18 linearizado y 600 ng del cassette purificado, 

se incubO 16 horas a 16°C. Posteriormente, se utilizaron 15 p1 de Ia reacción de IigaciOn para 

transformar células quimiocompetentes de E. co/i TOP10. Las células fueron sembradas en 

placas LB Ampicilina 100 pg/ml e incubadas por 16 horas a 37°C. Se seleccionaron 20 

colonias, para ser analizadas por PCR con los cebadores que amplifican Ia regiOn promotora 

GroES-ChaP.s con Ia finalidad de determinar el clonamiento del cassette de expresion en el 

vector. Para ello se realizO un PCR "colony picking" en 15 p1 de volumen de reacciOn para 

cada colonia, bajo las mismas condiciones descritas anteriormente. Finalmente, se 

seleccionO una don positiva, que fue cultivado en 50 ml de medio LB suplementado con 

Ampicilina 100 pg/ml, e incubado por 12 horas a 37°C. Se realizO el stock del don con 2 ml 

de cultivo en 15% de glicerol y se guardO -80°C. El resto del cultivo fue utilizado para Ia 

extracciOn plasmidial por medio utilizando el kit de Midiprep E.Z.N.A Plasmid Midi Kit (Omega 

Biotek) segün indicaciones de manufactura. Los resultados fueron visualizados en un gel de 

agarosa teñido con GelRedTM  y Ia concentraciOn de ADN fue cuantificada en un 

espectrofotOmetro Nanodrop- 1000. 



6.5.3 TRANSFORMACIÔN DE P. SALMONIS 

Coma se mencionó anteriormente, a Ia fecha no existe una metodologia que permita Ia 

transformación de Ia bacteria P. salmonis, por lo cual, se buscaron diferentes estrategias de 

transformaciOn, todas ellas basadas en experiencias realizadas en patOgenos intracelulares 

facultativos u organismos cercanos filogeneticamente a P. salmonis. 

A) Transformación guimica (guimiotransformación): 

Se procedió a Ia preparaciOn de células quimiocompetentes de P. salmonis iniciando un 

cultivo de 3 ml en medio MCi, se incubO por 24 horas a 23°C y a 100 rpm. Posteriormente, 

este cultivo se utilizO para inocular un matraz con 50 ml de medio MCi, el que y fue 

nuevamente incubado por 12 horas bajo las mismas condiciones descritas. El cultivo fue 

centrifugado a 6000 rpm por 20 minutos y el pellet resultante fue resuspendido suavemente 

en 25 ml de 0,1 M de CaCl2  estéril y frIo e incubado por 30 minutos en hielo. Luego, se 

centrifugo nuevamente a 6000 rpm por 10 minutos y el pellet fue resuspendido en 2 ml de 

0,1 M de CaCl2  y 15% de glicerol. Utilizando el mismo protocolo anterior, tamblén se probó 

hacer células competentes con 0,1 M de MgCl2 y 0,1 M de FeC12. 

Para Ia transformación con las tres modalidades de células competentes se utilizO 1 pg de 

cada vector (pCR 2.1 TOPO TAlGroES-ChaP.s-cat y pCU18/GroES-ChaP.s-cat), los que 

fueron mezclados con 200 p1 de P. salmonis quimiocompetente (4 reacciones de 

tranformación independientes por vector), incubando en hielo por 30 minutos, para luego 

realizar un shack de temperatura a 30°C. Luego, se incubO nuevamente en hielo por 2 

minutos, y se adicioná 500 p1 de medio MCi sin antibiôtico a cada uno de los viales de 

transformaciOn por vector. Dos viales fueron incubados por 4 horas y los otros por 12 horas 

a 23°C y a 100 rpm. Después de Ia incubaciOn en el shaker, los cultivos fueron sembrados 

en placas de agar sangre que contenIan 5 pg/mI de Cloranfenicol, monitoreando el 

crecimiento de colonias transformantes cada dos dIas. Adicionalmente, un vial de P. 

salmonis quimiocompetente fue incubado, en ausencia de plásmido, en las mismas 

condiciones anteriares y sembrada en una placa de agar sangre sin antibióticos, con Ia 

finalidad de determinar la viabilidad celular después del tratamienta. 

70 



B) Electroporación 

Para Ia electroporaciOn se utilizaron dos protocolos diferentes. El primero fue descrito para L. 

pneumophila y F. tularensis y el segundo para V. cholerae. 

Protocolo 1: 

En este caso las células electrocompetentes fueron preparadas iniciando un cultivo de 3 ml 

en medio MCi a partir de una colonia de P. salmonis crecida en agar sangre. El cultivo fue 

incubado por 24 horas a 23°C y a 100 rpm. Este cultivo se utilizO para inocular un matraz con 

50 ml de medio MCi, y se dejó creciendo por 12 horas en las mismas condiciones descritas 

anteriormente. El cultivo fue centrifugado a 6000 rpm a 4°C por 20 minutos y el pellet 

resultante fue resuspendido en 25 ml de sacarosa 0,5 M estéril y fria, centrifugando 

nuevamente a 6000 rpm por 5 minutos repitiendo el paso anterior 3 veces. Después de una 

nueva centrifugaciOn a 6000 rpm y a 4°C el pellet fue resuspendido en 2 ml de sacarosa 0,5 

M con 25% de glicerol. 

Para Ia electroporación, se utilizO 1 pg de cada vector, que fueron mezclados con 200 p1 de 

P. salmon/s electrocompetentes (4 reacciones por vector). Para Ia electroporaciôn se utilizO 

una cubeta de de 0,2 mm (Biorad) y fueron electroporadas en un equipo Gen Pulser® II 

Electroporation System (Biorad) con las siguientes condiciones: 2,5 Ky, 600 0 de resistencia 

y 25 uF de capacitancia. Se hicieron 4 replicas por cada vector y una electroporacián sin 

vector como control. Una vez realizada Ia electroporaciOn, las bacterias fueron 

resuspendidas en 500 p1 de medio MCi sin antibiOtico. Se procediá a incubar 2 tubos por 

vector por 4 horas y 2 tubos por 12 horas a 23°C y 100 rpm, en las mismas condiciones. 

Seguido a Ia incubación las bacterias fueron sembradas en placas de agar sangre en 

presencia de 5 pg/mI de Cloranfenicol, monitoreando el crecimiento de colonias 

transformantes cada 2 dIas. 

Protocolo 2: 

Al igual que en los casos anteriores, se iniciO un cultivo de P. salmon/s en 50 ml de medio 

MCi, el cual fue incubado por 12 horas a 23°C y a 100 rpm. Posteriormente, el cultivo fue 

centrifugado a 6000 rpm a 4°C por 20 minutos. El pellet fue resuspendido suavemente en 25 

ml de buffer de electrocompetencia frio y estéril (272 mM de sacarosa y 2 mM de MgCl2) 
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para luego centrifugar nuevamente a 6000 rpm por 5 minutos, resuspendiendo nuevamente 

en buffer de electrocompetencia, repitiendo este paso 3 veces. El pellet de Ia ültima 

centrifugaciOn fue resuspendido en 2 ml de buffer de electrocompetencia 

Para Ia electroporación, se utilizó 1 pg de cada vector que fueron mezclados con 200 p1 de P. 

salmon/s electrocompetentes (4 reacciones por vector). Se utilizaron cubetas de 

electroporación de 0,2 mm (Biorad) y fueron electroporadas en un equipo Gen Pulser® II 

Electroporation System (Biorad) con las siguientes condiciones: 2,4 Ky, 100-1000 C) de 

resistencia y 25 uF de capacitancia. Se hicieron 4 replicas por cada vector y una 

electroporación sin vector como control. Inmediatamente después de Ia electroporaciOn las 

bacterias fueron resuspendidas en 500 p1 de medio MCi sin antibiôtico, incubando 2 tubos 

por vector por 4 horas y los otros dos por 12 horas, todos a 23°C y 100 rpm. Después de Ia 

incubaciOn las bacterias fueron sembradas en placas de agar sangre en presencia de 5 

pg/mi de Cloranfenicol, monitoreando el crecimiento de colonias transformantes cada 2 dias. 

C) BiobalIstica: 

La BiobalIstica básicamente consiste en introducir material genetico exOgeno a células 

mediante alta velocidad de pequeñas partIculas de oro o tungsteno, las que perforan las 

paredes celulares y membranas y entran en las céluias sin destruirlas (Klein etal., 1987). La 

BiobalIstica fue en un principio descrito para Ia transformaciOn en células vegetales y 

eucariotas en general, pero también ha sido aplicada a bacterias con notable éxito, como es 

el caso de Bacillus megaterium (Aune, 2010). 

Para realizar este procedimiento, en primera instancia se realizaron cultivos de P. salmonis 

para obtener alta biomasa celular. Se comenzO con 4 cultivos de 3 ml en medio MCi a partir 

de colonias crecidas desde placas de agar sangre, incubados por 16 horas a 23°C y a 100 

rpm. Estos cultivos fueron el preinoculo para inocular matraces con 50 ml de medio MCi que 

fueron incubados por 24 horas en las mismas condiciones anteriores. Los cultivos fueron 

posteriormente centrifugados a 6000 rpm por 20 minutos y los pellets resultantes de cada 

uno de ellos fueron resuspendidos en 10 ml totales de medio MCi. La suspension de 

bacterias fue utilizada para sembrar 20 placas de agar sangre, agregando 500 pi en Ia parte 

central de Ia placa, las que fueron incubadas por 48 horas a 20°C para aumentar Ia masa 

celular. 
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La obtenciOn de los plasmidos a transformar (pCU 1 8+cassette y pCR2.1 TOPO TA+cassette) 

se obtuvo a partir del cultivo de los stocks en 20 ml de medio LB suplementado con los 

antibiOticos correspondientes y se incubaron durante toda Ia noche a 37°C y a 250 rpm. 

Posteriormente, Ia purificaciOn plasmidial se realizO utilizando el kit E.Z.N.A Midi Kit (Omega 

Biotek), segUn indicaciones del fabricante. El ADN obtenido fue cuantificado por 

espectrofotometria en un equipo Nanodrop-1000 y guardado a -20°C hasta su usa. 

La transformaciôn fue realizada en un equipo Biolistic PDS-1000 (Biorad). Para el 

bombardeo se utilizaron particulas de Tungsteno M5 (Biorad), tratadas previamente con 3 pg 

de cada vector, segün indicaciones del fabricante. Las bacterias fueron bombardeadas con 3 

pg de ADN adherido a 600 pg de tungsteno a 1100 p.s.i. de presión y a 6 cm de distancia del 

extremo del lanzador de particulas. Se realizaron tres disparos por placa, bombardeando 10 

placas por cada vector. Posteriormente, las placas fueron incubadas a 20°C por 48 horas 

para estabilizar las bacterias y luego fueron resembradas en placas de agar sangre 

suplementadas con 5 pg/ml de Cloranfenicol e incubadas por 20 dias a 20°C monitoreando 

Ia aparición de colonias cada dos dias. Adicionalmente, una alicuota de las bacterias 

bombardeadas fue sembrada en medio MCi en presencia de 5 pg/ml de Cloranfenicol e 

incubadas a 23°C y 100 rpm de agitaciOn hasta observar turbidez en los cultivos. Como 

control se bombardeO una placa sin vector pero con tungsteno M5, Ia que fue posteriormente 

resembrada en una placa de agar sangre yen medio MCi, ambos sin antibiOticos. 

D) Conjuqación: 

La conjugaciOn fue realizada con el vector pCU18 sin el cassette de expresiOn, pero con Ia 

region de movilidad MOB (genes tra) del plásmido pRP4. El vector pCU18+MOB fue 

transformado en células quimiocompetentes de Ia cepa donadora de plásmido para 

conjugaciOn E. co/i DAPAA-pir. Las bacterias transformantes fueron seleccionadas en placas 

LB Ampicilina 100 pg/ml suplementadas con 50 mM de DAPA. Una vez seleccionadas las 

colonias transtormantes, se tomO una de ellas y se hizo crecer en 5 ml de medio LB 

Ampicilina 100 pg/ml suplementado con 50 mM de DAPA a 37°C y 250 rpm de agitaciOn por 

12 horas. Posteriormente, se realizá una siembra homogénea en una placa de LB Ampicilina 

100 pg/ml suplementada con 50 mM de DAPA. Se tomó un inOculo de P. salmon/s crecida 

por 4 dias en una placa de agar sangre a 20°C, Ia que tambien fue resembrada por arrastre 

con una tOrula (generando una linea recta del largo del diámetro de Ia placa) en una placa de 
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agar sangre suplementada con 50 mM de DAPA. Después de 24 horas de incubación del 

cultivo, se sembrO en Ia misma placa Ia cepa E. co/i DAPA-A-pir que contenia a 

pCU18+MOB, generando una cruz con Ia linea sembrada de P. salmonis, produciendo un 

contacto entre ambas bacterias en Ia parte central de Ia placa, Ia que fue incubada par 12 

horas a 20°C. Finalmente, con una tôrula estéril se tomO Ia parte central del cultivo (mezcla 

P. salmonis y E. co/i DAPA-  A-pir) y se resembró en una placa de agar sangre en en ausencia 

de DAPA y suplementada con 5 pg/mI de Cloranfenicol, Ia que fue monitoreada para el 

crecimiento de colonias transformantes de P. salmonis cada dos dias. Previo a Ia 

transformaciOn de P. salmonis mediada par conjugaciOn, el vector fue ensayado baja las 

mismas condiciones experimentales en la bacteria Franc/se/Ia tularensis, comprobando Ia 

eficiencia de Ia conjugaciOn. 

6.5.4 KNOCK OUT UTILIZANDO EL SISTEMA TARGETRON® 

TargeTron® Gene Knock out System (Sigma-Aldrich), se basa en Ia aplicación de Ia genética 

reversa mediante un intrOn m6y11 del grupo II, que se encuentra tanto en bacterias coma en 

mitocondrias y cloroplastos. Estos intrones son retro-elementos sitio especificos, que utilizan 

un mecanismo de movilidad denominado "retrohoming", pudiendo movilizarse 

autOnomamente (Chen et al., 2005). Este elemento genetico móvil presenta una protelna 

codificada par el intrôn (IEP), que tiene actividad de transcriptasa-reversa, de RNA splicing 

(Madurasa) y también de endonucleasa. La movilidad comienza cuando Ia lEP facilita al 

intrOn adoptar una conformación catallticamente activa para promover el "splicing", 

resultando en Ia formaciôn de un complejo intrOn-IEP (RNP). El complejo RNP reconoce 

especificamente Ia secuencia de ADN blanco y promueve Ia integraciOn por "splicing" inverso 

del intrOn de ARN en una de las hebras de ADN al que va dirigido. Luego el IEP corta la otra 

hebra de ADN (complementaria), usándola coma partidor para Ia transcripción-reversa del 

intrOn recién insertado. La copia de ADNc resultante es integrada en el ADN genOmico 

celular par recombinaciOn 0 Ufl mecanismo de reparaciOn (Karberg et al., 2001). Esta técnica 

ha sido utilizada con éxito para Lactococcus lactis, Clostridium perfringens, Escher/chia co/i, 

Salmonella enter/ca, Vibrio parahemolyticus, Agrobacterium tumefaciens, Serratia 

marcescens, Franc/se/la tularensis y Pseudomonas aeruginosa, en donde Ia estabilidad se 

mantiene en un 100% par un alto nümero de generaciones (Frazier et al., 2003; Chen et al., 

2005; RodrIguez et al., 2008). 
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Debido a problemas asociados a Ia transformaciôn eficiente de P. salmonis, se optó por 

generar un modeto de Knock out para el gen de Ia proteina ChaP.s, el que se encontraba 

clonado en el vector pBluescript SK+ (Fermentas) y resguardado en Ia cepa E. co/i TOP10 

(Invitrogen). Cabe mencionar que el intrOn contiene un cassette de expresiOn que entrega 

resistencia at antibiOtico Kanamicina, por tanto, los transformantes fueron seleccionados en 

presencia de ese antibiOtico. 

A) Construcción del vector de Knock out 

Para el diseño de los cebadores que redirigirán Ia inserciOn del intrOn at gen ChaP.s, se 

realizO el el analiss de Ia secuencia con el algoritmo de diseño de cebadores de TargeTron 

(http://www.siqma-qenosys.com/tarqetronf),  indicado POI el fabricante de este sistema de 

mutagénesis. Se seleccionaron dos sets de cebadores, aqueltos con el el mayor puntaje, y 

por ende con Ia mayor probabilidad de generar una inserciOn del intrOn en el gen de ChaP.s. 

Los cebadores utilizados están listados en Ia tabla 9. La inserciOn del intrón fue escogida 

para dos posiciones dentro de Ia secuencia de ChaPs, una entre los nucleOtidos 272 y 273 y 

Ia otra entre los nucleOtidos 1021 y 1022. 

Tabla 9: Cebadores utilizados para Ia modificación del intrOn en la secuencia de ChaP.s 

Nombre Secuencia (5'-3') 

1021/I BS AAAAAAGCTTATAATTATCCTTAGGTGACCAA.AATGTGCGCC CAGATAGGGTG 
1021/EBS 1 d CAGATTGTACAAATGTGGTGATAACAGATAAGTCCAAAATGCTMCTTACCTTTCTTTGT 
1021 sIE BS2 TGAACGCAAGTTTCTAATTTC GATTTCACCTCGATAGAG GAAAGTGTCT 

273/I BS AAAA,AAGCTrATTTATCCTTAAATACCGTCGCCGTGCGCCCAGATAGGGTG 
273/E BS 1 d CAGATTGTACMATGTGGTGATAACAGATAAGTCGTCGCCGTTMCTTACCTTTCTTTGT 

273/EBS2 TGMCGCAAGTTCTAATTTCGGTTGTATTCCGATAGAGGWGTGTCT 

La modificaciOn del intrón fue redirigido a las regiones de ChaP.s seleccionadas por sistema 

de PCR con 4 cebadores, de los cuales 3 de ellos (IBS, EBSid y EBS2) entregan Ia 

secuencia de sitios de reconocimiento para ChaP.s y el Ultimo es un cebador universal (EBS) 

del intrOn. El PCR para ambas sitios de inserción en ChaP.s fue realizado, utilizando coma 

templado ADN del intrOn suministrado en el kit, en una reacciOn de 50 p1 de volumen total en 

presencia de Ia enzima JumpStart REDTaq ReadyMix, segün indicaciones del fabricante. Las 

condiciones de PCR fueron: 94°C por 30 segundos; 30 ciclos de 94°C POI 15 segundos, 

55°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos; y 72°C por 2 minutos de extensiOn final. Los 

50 p1 de cada reaccián de PCR fueron cargados en un gel de agarosa al 2%, para 
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posteriormente cortar Ia banda de ADN correspondiente a 350 pb y purificarla con el kit 

E.Z.N.A Gel Extraction Kit (Omega Biotek). Posteriormente, el intrón modificado fue digerido 

con 20U de Ia enzima Hindlll y lOU de BsrGI, en una reacción de 20 p1, incubando 30 

minutos a 37°C, luego 30 minutos a 60°C y finalmente, 80°C por 10 minutos. El ADN digerido 

fue purificado con el kit MSB® Spin PCRapace (Invitek), segün indicaciones de manufactura. 

Este ADN fue utilizado en una reacción de ligaciôn en presencia de T4 DNA Ligase 

(Promega) con el vector pACD4K-C (Targetron Vector), previamente linearizado con las 

mismas enzimas de restricciôn. La ligaciOn fue realizada por 16 horas a 16°C. Finalmente, el 

producto de Ia Iigación fue transformado en células quimiocompetentes de E. co/i TOP10 y 

sembradas en placas LB con 25 pg/mI de Cloranfenicol en presencia de X-GaI (Promega). 

Las colonias blancas fueron seleccionadas, su ADN plasmidial purificado y digerido con las 

enzimas Hindlll y BsrGl para determinar Ia correcta inserciôn del intrón. Se resguardaron los 

clones positivos al igual que el ADN plasmidial. 

B) Knock out 

Para el Knock out, se realizO una transformaciOn doble con el vector pBluescript SK+ChaP.s 

y los vectores de knock out, utilizando 50 ng de cada vector en células quimiocompetentes 

de E. co/i TOP10. Las bacterias fueron sembradas en placas LB suplementadas con 

Ampicilina 100 pg/mI y Cloranfenicol 25 pg/mI, con Ia finalidad de seleccionar aquellas 

colonias que tuviesen ambos plásmidos. El vector pACD4K-C contiene Ia region operadora 

del operón /ac, por lo cual Ia expresiOn del intrOn debe ser inducida con IPTG (Isopropil 

TiogalactOsido). 

Una vez seleccionadas las correspondientes colonias, se hicieron crecer en 5 ml de medio 

LB suplementado con Ampicilina 100 pg/mI y Cloranfenicol 25 pg/mI por 12 horas a 37°C. 

Posteriormente, 2 ml de medio LB suplementado con Ampicilina 100 pg/mI fueron inoculados 

con 100 p1 de los cultivos anteriores y se incubaron por 2 horas con las mismas condiciones 

ya descritas. La inducciOn de Ia expresiOn del intrOn fue realizada con 10 p1 de un stock de 

IPTG a 100 mM, incubando los cultivos por dos horas a 30°C y 250 rpm de agitaciOn. 

Posteriormente, 200 p1 de los cultivos fueron utilizados coma inOculo para sembrar 5 ml de 

medio LB suplementado con 25 pg/mI de Kanamicina y fueron incubados a 37°C por 12 

horas, con Ia finalidad de seleccionar las bacterias en las que el intrOn se insertó en el gen 

blanco. Se usó un asa de loop para tamar un inOcu!o de los cultivos y sembrarlos por 

estrIas en placas LB suplementadas con 25 pg/mI de Kanamicina e incubadas a 37° por 16 
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horas. Para validar Ia inserciOn del intrOn en Ia secuencia de ChaP.s se realizO un PCR de 

colonias utilizando el cebador FF9 (Forward) de ChaP.s y el cebador EBS-universal 

(Reverse) del intrOn en un valumen total de 15 p1. Las siguientes fueron las condiciones de 

PCR utilizadas: 94°C por 5 minutos; 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 58°C por 30 

segundos, 72°C por 1.5 minutos; y 72°C por 5 minutos, Los resultados fueron visualizados 

en geles de agarosa al 1% teñidos con GelRed. 
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7. RESULTADOS 

7.1 CRECIMIENTO DE P. SALMONIS EN CULTIVOS LiQUIDOS 

Se probaron 4 formulaciones diferentes de medios de cultivo liquido para el crecimiento de P. 

salmonis. 

La primera formulaciOn utilizada fue un medio cuya formula se basO en los componentes del 

agar sangre, pero se reemplazó Ia sangre de cordero por un lisado de sangre de trucha. El 

crecimiento en este medio de cultivo fue relativamente bajo, llegando a üna 0D600  de 0,272 a 

los 13 dIas de incubación (Figura 6). 

CrecimientoP. salmonis en DMEM-F12 yBB 
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En el caso del cultivo en medio marina, Ia absorbancia a una 0D600  de 0,260 se alcanzO a las 

32 horas de crecimiento, pero en tiempos posteriores los valores de absorbancia 

comenzaron a descender, terminanda en 0,199 a las 44 horas de incubaciOn (Figura 7). Un 

resultado similar se obtuvo en el crecimiento de P. salmonis en medio MCi, en el cual el 

mayor valor de absorbancia se alcanzó a las 36 horas y fue de 0,4, para luego descender 

Ilegando a 0,37 a las 44 horas de incubación (Figura 7). 
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Fiqura 7: Curva de crecimiento de P. 

salmonis en Media Marina (MM) y MCi. El 

mayor crecimiento se obtuvo alrededar de 

las 40 horas de incubaciOn en ambas 

medios. 
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Coma se pudo observar en las figuras 6 y 7 en los 4 medios utilizados se logro el crecimiento 

de P. salmonis. En DMEM-F12 y BB el mayor crecimiento se obtuvo a los 12 dIas 

aproximadamente, a diferencia de MM y MCi en los cuales se logró el mayor valor de 

absorbancia a las 40 horas. MCi fue el medio de cultivo en el que se obtuvo el mejor 

resultado de crecimiento, asi coma también es el medio con menor costa para Ia producción 

de biomasa de P. salmonis, por ese motivo fue seleccionado para el resto de las 

experiencias realizadas en este trabajo. 

7.2 GENES DE SECRECIóNNIRULENCIA EN EL GENOMA DE P. SALMONIS 

7.2.1 Genes del Sistema de Secreción Tipo I (SSTI) 

Mediante la estrategia basada en PCR con cebadores degenerados se buscaron los genes 

estructurales hlyfl (proteina de fusion de membrana) y h/yB (ATPasa, transportador ABC) del 

SSTI en el genoma de P. salmonis. Con los cebadores dirigidos a hlyD se obtuvo un 

producto de aproximadamente 500 pb del tamaño esperado (Figura 8). En este caso fue 

necesaria realizar un gradiente de temperatura para Ia obtenciOn un producto amplificado 

Unico, debido a que el usa de cebadores degenerados usualmente genera productos 

inespecIficos, determinando que 61°C es Ia mejor tempratura de annealing de los cebadores. 

MK I 2 3 4 5 6 C- 
Figura 8: Gradiente de PCR para Ia 

amplificaciôn del gen lilyD del SSTI con 

4 
cebadores degenerados. Gel agarosa al 1%. 

MK: Marcador de ADN de 100 pb. 1-6: ADN de 

P. salmonis amplificado a diferentes 

temperaturas (58 a 62°C) de "annealing". 

Después del clonamiento de Ia secuencia amplificada en el vector pCR2.1 TOPO TA, ésta 

fue enviada a secuenciaciOn. Los resultadas de Ia secuenciaciOn, par medio del del 

algoritmo BLASTN (limitando el análisis bacterias) no mostraron homofogla con genes del 

SSTI. 
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Al realizar el análisis de Ia secuencia con el algoritmo BLASTX, que traduce Ia secuencia de 

ADN y Ia compara con otras secuencias de proteEnas de Ia base de datos, se obtuvo como 

resultado que Ia proteina putativa codificada en Ia secuencia de P. salmonis amplificada 

contiene dominios conservados con proteinas de Ia familia HlyD (Figura 9). El principal 

ejemplo de proteinas de esta familia es HlyD, Ia que forma pane del SSTI y forma un canal 

periplasmático entre el transportador ABC o ATPasa (HlyB) y Ia proteina de membrana 

externa (porina a TalC), pero otros componentes importantes de esta familia son las 

colicinas, CvaA (SSTV) y las proteinas de bombas de resistencia a drogas. 

Cd Length: 423 Bit Score: 15748 [-value: 2.51 e-46 

15 SC ES 

P. salmonis :;IsETTE:::.Q?s::DTN:NAT.SIIKEITIAps_sAs:GI:::ME:s:wsTRID:R:::HIT:AxS.T::IMT 3: 
HlyD family RLLRS. DTv2sLRvErLG QET..E:. pIE::FsA 

sc: 110 I2C 130 14 
*....I....*....I,...* ......... 

P. salmonis : lIFT: sIssrIQT:SAsIsLTPE-SNSF:i<AI:KL: - c;sL1sQ1111:S::rQA:II:sKKsLLc11::::ERsI :5: 
HlyD family 

- FPYPI :IILNI JMS5PDFTDF.RSG5YRVRSI 1:.TLGI S MGES ::P. IiKT2ERIVIES11S :TDCV :€• 

P. salmonis CCI ESIFTR 64 
HlyD family .;: QEL11S. 123 

Fiqura 9: Resultado de BLASTX del alineamiento de secuencias pare determinar dominios 

conservados entre la proteina putativa HlyD de P. salmonis y una proteina de Ia Familia HlyD 

Los asteriscos indican los aminoácidos implicados en el dominio conservado HlyD. 

Al analizar los datos de identidad entregados por BLASTX se observó que Ia secuencia de 

P. salmonis solamente tiene similitudes en su secuencia aminoacIdica con otras proteinas 

HlyD del SSTI de otros organismos, no encontrándose similitud a algün grado de homologia 

con proteinas que no tuvieran relación con el SSTI, coma es el caso de Ia colicina que 

también pertenece a Ia familia HlyD. En Ia Tabla 10, se muestran las proteinas que tuvieron 

un mayor grado de homologia con Ia secuencia parcial de Ia proteina HlyD de P. salmonis, 

seleccionando a aquellas con mayor puntaje, con un valor e superior a -30. 
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Tabla 10: Mayores homologias de hlyD de P. salmon/s encontradas por BLASTX. 

GenBank N° Organismo % Identidad Valor "e" 

BA175751.1 Azospirillum sp. B510 41 2,00E-32 

CAM77161.1 Magnetospirillum giyphiswaldense MSR-1 43 9,00E-31 

YP_001425441 .1 Coxiella burn etii Dugway 38 2,00E+30 

EAS66398.1 Vibrio angustum S 14 44 3,00E+30 

Una vez seleccionadas las secuencias de protelnas con mayor grado de similitud a Ia 

protelna putativa HlyD de P. salmon/s (Tabla 10), se realizO un alineamiento mUltiple de 

secuencias con el programa ClustaiW, que permitiO comparar las 5 secuencias al mismo 

tiempo. A diferencia del resultado que entregá BLASTX en que aparecen los resultados 

individuales entre P. salmon/s y cada proteina. Los resultados fueron procesados con el 

software Jalview, con Ia finalidad de mostrar los grados de conservación existente entre las 

secuencias (Figura 10). 

20 30 40 50 60 70 

yD-Vangus1l-f36 - ------ -- - EDRVKRTTVVSPVTGT OK I HVNTVGGV IOPGMPLVE VRTEDTLL I EAK PKO IGFLRPGLPAVIS 70 
HIyD-P.saKf-136 1 - - - - - - - - - QKRLODTNINAPVTGI IKDIJIAPSS-VVAPGGVLMEIVPMEDPLVVSTRIDPRDIGKIHTGAKATIIM69 
HIyD.Cburne0i1l-145 1OVOFAIQK2KYHLANTVVRAPIAGTVINMKI.TEGKVLAAGGFAMNIVPLNAPL0AEIRIRP:.DIGFIIGDPVLVIVT7S 

HIyD.M.gnphy/I-147 1 OVOETISRLEDRVTR_ IESPSHGYIKGLTVKNOGAVIOPGGLVSEIVPVN0ELRVEAKVLPRDVGHL--VGOKVRI VT 70 
H1yO-Azosp/1-148 1 OLREARGKLDDRVOPLSVLSPVRGLVQDLRVNTIGAVVPEGGVLMQIVPVDHEWVEAHVTPRDV2HL0VOOEATV [79 

80 92 '30 10 120 3Q 140 

HIyD-Va0usfl-136 71 A DFTSGGLHCTLETISATIODKEGNSFYQVRIRTD0SSLKGPNGEALPI IPGMTATVDI ITGK 136 
HIyD-PsaUf.136 791 DFTRGSISG1IQtSASTSLTPEG'PE'KA IKL000SL-GP- -OOLPLLPGMTVDADI ITGKKSLL 136 
HIyD-CbjrneiW1-140 AY-FTOFGGIPGKL HLSAT0LLDEKQ2PYYLGV8LEDV- . .G[KENKI IPGMTVi.ADI ITGEKSLI 145 
HIyD-Mgnphylf-147 El TYOF- YGSI0Gk:LEILSASTFLNEKGEPFFKAQVSLEONYV-GSDPGNFVVTPGMTVAEI I1GDKT[ 147 
HIyD-4zospfl-148 TYD.YGAITGT[QPISATTFLDEQRRPYYAVVALSRNHV-GRDDARHPVLPCMTTOVELATGERSL[ 148 

Figura 10: Alineamiento multiple de Ia secuencia aminoacidica de HIyD de P. salmon/s predicha por 

BLASTX con las secuencias de organismos con mayor similitud (Tabla 10).. Alineamiento realizado 

POI ClustalW y procesado por Jalview. La intensidad de los colores muestra el grado de conservación 

de los aminoãcidos. Los colores indican aminoãcidos de propiedades similares. 

Cuando se amplificã el gen hlyB se obtuvo como resultado muchos fragmentos inespecificos, 

incluso después de haber hecho una gradiente de temperatura para determinar Ia 

temperatura áptima de alineamiento del set de cebadores (Figura 11). Estos amplicones 

fueron clonados en el vector pCR2.1 TOPO TA, pero al analizar los resultados de Ia 

secuenciación no se encontraron homologias con el gen hlyB, tanto por BLASTX como por 
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BLASTN. Adicionalmente, se diseñó un nuevo set de cebadores degenerados para amptificar 

esta secuencia, pero nuevamente los resultados fueron negativos. 

MK 1 2 3 4 

 

Fiqura 11: Gradiente de PCR para Ia amplificaciOn 

del gen h/yB del SSTI con cebadores degenerados. 

Gel agarosa al 1%. MK: Marcador de ADN de 100 

pb. 1-5: ADN de P. salmon/s amplificado a diferentes 

temperaturas (59 a 62°C). 

Después de analizar los resultados de Ia secuenciación parcial del genoma de P. salmon/s 

en el servidor RAST se buscaron secuencias que tuvieran relación con el SSTI. En el 

contig00617 se encontró Ia presencia de una secuencia homologa al gen hlyD. Para 

comprobar ese resultado, Ia secuencia fue analizada en el servidor SoftBerry con el software 

FgenesB. FgenesB busca posibles OREs en ese contig, entregando también Ia secuencia de 

Ia protemna putativa. El resultado de FgenesB entregó el mismo ORFè obtenido mediante 

RAST en el contig00617, el que posteriormente fue analizado BLASTP para confirmar Ia 

identidad de Ia proteina predicha, obteniéndose nuevamente un alto grado de homologla con 

Ia proteina HlyD de otros organismos. Este hallazgo confirma Ia presencia de esta proteina 

en el genoma de P. salmon/s, corroborando el resultado obtenido anteriormente en Ia 

secuenciacián del producto amplificado con los cebadores degenerados diseñados a 

amplificar el gen hlyD. 

De los resultados del RAST también se buscaron otras posibles proteinas relacionadas con 

el aparato de secreción del SSTI, encontrándose en el contig00039 Ia secuencia de Ia 

proteina ToIC (proteina de membrana externa o porina). Este contig también fue analizado 

con FgenesB y posteriormente con BLASTP para comprobar Ia identidad de Ia secuencia, 

obteniéndose un alto grado de homologla con proteinas TalC del SSTI de diferentes 

organismos (Tabla 11). 
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Tabla 11: Mayores homologlas de la protelna putativa ToIC de P. salmon/s obtenidas par el 

análisis con BLASTP. 

GenBank N° Organismo % Identidad Valor "e" 

EEF79527. 1 Met hylophaga th/ooxidans DMS01 0 38 1 ,00E-78 

EAX32128.1 Coxiella burnetiiMSU Goat Q177 35 8,00E-73 

ABQ56510. 1 Leg/one/la pneumophila Corby 35 1 OOE-70 

EHQ51357.1 Ectothiorhodospira sp. PHS-1 34 2,00E-76 

Una vez seleccionadas las cuatro mayores homologias en BLASTP, estás fueron sometidas 

a un alinearniento mUltiple de secuencias con ToIC de P. salmonis usando ClustaiW, con el 

fin de visualizar el grado de conservación entre ellas. Los resultados fueron procesados con 

Jalview (Figura 12). 

ToC.t'oo\ OAWAENI Il)VFEISISSDPOI.I9EAASROAVG[LDDQAJ --- ---- ANFLPQVDLTANTGKIWVDASSOSFGGOTEYNOIIGYTLSIVQ81 
To,ePs --- ATDIMEIYRTALERDAOLR1AEAOFRAALEORPQAR ------- SVLLPOIEG--SLGYAYTDTDR ... GGNFDYRTSSF[LSLNQ73 
ToiC-Cb'r? LLYAEDLVOVYCQALASDPTFOKAHADWtSARONI.PIAMSGTGTPGSGI.1PYVD11A0L0R1FQR16A6SssvSGyfN0HNYQv1v1089 
ToCL.p.nEc HAFATDLMDIYOQALENDTIIKEAYDTYMSSTEAIPQAR ------- AALVPOVGLGSOAGRNYQDAVRGAFSANOVYGSYLW3VKASQ8I 
TO'C-3a/ OSLAVDI.ITAYOOALOKDPT1KAAAATYQA000ITPIAR --- ---- AGLLPOIVGIANTQGNROSPSAP -----ERVNSHGFSLTLTO138 

TOIC-Mt'oc PLVRROHFVQKEOADIAIEGADASYVAAEOSLIVRVS[YFGVLGAEDDLT[ALAERE91AK0LE0100R1DVGM8111DT1190AAF168 
roIc-Ep,' TLVDIIRNVVAL10AD1GIAOATAVRDA1F1()GLJLRVA[AY1(,VLAAODNLS1ARAKEAIGRQLEOAFRRFEV(;1IAI1I)VKrAQAOF 161 
ToiC-C.burr'e- PtFNYATWcAlSSAS1SVKAATATYIEAAODLIFR1AKAYDVLDAYUOLQFILAQKESEyHQLVjAOEKF6V(jLIApTGVyOA3ASy177 
TOiC-Lpneo.? ALFNYOAWAOVAOAKASVKAAOASINDA9QNL ILRTAKAYFOVLKDTLQFAEAhKRANtcROYDQATORFOV6LDAITSVYEAKAAY169 
ToiC-P3ai SIFSYSNW(TL4CJSYPOVA6AAAI)YESAKOSI I1VAO1YLDILOAEI)F1KAAOANEOALAETLKQSOORFNVGIVA1DVOTTRASY226 

To-it1,oc DLANAAVIAAENALANANEOI.RETS6KYIHELTGLOSD-SPLVSPEP[DINOWSOTALVONPSLMVAKSNVDSAAQTI[LOKSGI-IYP254 
To4-ES1 DLAVAEEIA8LNRLDLAGEEI.MVITGOFHEALALLSER-MPLVSPEPGNMDOSWOTAIEAMLALIARRFGTEAAAEEIKRORAGHYP-247 
TO,'C-C.be- DOAIAO{IQDRNNLDHOLENLRAIT6OEYRSL9SLKKS-IPLVIPHPRNIDAWTAVAEROSFAIOS4LYTMIAORETVKETAAORYPT264 
ToIC-.Lp.eQ,-,i DOSIATVIAARNNQIHOSENLRKLTNHVYETLAPL([)SKIPLVKPPNUVNOWII)1GLIONYKLYAAKYNLEVAKENVKAISAGNWP256 
To/C-P.&. ESAIATRVOAENTVANNOEALAEETGVIOKNI PMRYD.II'L1hPMF'NNIDNWA9ALKGNPALASARYOODAGNOAVGIAAGAFIP- 312 

... SLDLVA . - - OKNYASOSDG - NSGSSI  - - - 114TFAIGL0FNLPIYA6GAVVS14IREAGYRL00AMONI[00RRSVTRQTRLSFNG332 
TLGLSASYTDRQFIINAPGGQAASNFLO - - -SRDIQVGIOLRVPVYT6GRTTSITREARESFDAAREELELTEROTVROARSAFLS 329 

TOC-CbL.:-. ITGTFSYGAO - -ORGFPPSISGPPTTGFFIDTTTTTATAGINLNFPVFOGGFVTIISTRQFFYNYISASDOLNFTHROVVF1OTROAYLG3SO 
TO/C.-Lpneo,.--- VISLOSN- -AS(JVHNNASG-- -NNVfIPSKOIOANIAIAMNFPVFOGGLVOAQTRQAOYNFOSTSEKL[QTYROVIVNSRIAFNT336 
To/C-F.sa. -- -TLDGTATYTRAASNASAAG ------- -SOSSLAOSGOLSAIWNLFOGGIDYATVKQASYTAKATASNYVNTERSTTTKTRODFLS389 

ThéG-M.rf,00 VMSG!SRVOALKQAVVSNEKALESTQAGYEVGTRITVDVIF)ARRNLISARRDYARSRVOYIINTLRLKOAAGIVTIEDIVOINSWL -418 
ToiC-EPiS VNAGISRVNALEQALESTRASFEAAEAGFEVG1RIAVDVILELROVERAER[1YAEARVAYLLDTLRLt6QAAGTLSEODLL9INTV& - 415 
ToIC-Cb,e- VDSGIScIRAOROAI ISAQHKLE#TOAGYVVGIRTMVDVLDAVTSLYOA000WATDRYSYIII4I IiLKOOAGTLCpHDI.AOINTW--436 

ITDGISKVKADROTVISVONSLOSTEAOF[VGTR1MVDVVNAOOILF[AOEULARDOYDLINSILTLKYLAGTLNVNOLEQNSIM--422 

VIAGIGTVNAYKOAVISSESSLKSFQAGYAVGILI IVNVLDAOKKLFOSRSSYAUUKYOYI II)ILNLKADIGSLAIQDLKKINSIM.0V417 

Figura 12: Alineamiento mUltiple de Ia secuencia amirioacidica de ToIC de P. salmon/s predicha par 

RAST y FgenesB con las secuencias de los organismos con mayor similitud encontrados en el 

análisis de BLASTP (Tabla 11). Alineamiento realizado por ClustaiW y procesado par Jalview, Ia 

intensidad de los colores indican el grado de conservaciOn de los aminoácidos. 
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Al continuar Ia büsqueda de genes relacionados con el SSTI en los resultados de Ia 

secuenciación del genama de P. salmon/s se encontrO que el contig00010 contenha otro gen 

de alta relevancia y que se encuentra relacionado directamente el SSTI. Este nuevo 

marcador corresponde a un efector o proteina de exportación, Ia toxina a-hemolisina, que en 

varios organismos cercanos filogenéticamente a P. salmon/s es secretada pos el SSTI. El 

contig00010 fue posteriormente analizado en Softberry, con el algoritmo FgenesB, para 

corroborar Ia presencia de este ORF en Ia secuencia. La secuencia aminoacidica entregada 

par FgenesB, correspondiente al gen putativo de Ia a-hemolisina, fue analizada por BLASTP, 

obteniendo coma resultada que Ia proteina putativa contiene un dominia conservado Ilamado 

BON, que se encuentra presente en proteinas de protección osmótica, en algunas secretinas 

y en las hemolisinas, que en general son proteinas bacterianas secretadas. La función de 

ese dominio estaria implicada en Ia union a las membranas fosfalipidicas. Adicionalmente, el 

análisis de BLASTP entregO como resultado que Ia proteina de P. salmon/s tiene un alto 

grado de homologha a algunas a- hemolisinas y a otras proteinas relacionas con la uniOn a 

fosfolipidos (lipoprotelnas) (Tabla 12). 

Tabla 12: Mayores homologias de Ia proteina a-hemolisina de P. salmon/s encontradas par 

el análisis con BLASTP. Las mayores similitudes corresponden con otras a-hemolisina, coma 

también con ciertas proteinas de unián a fosfolIpidos a lipopratebnas. 

GenBank N° Organismo/Proteina % Identidad Valor "e' 

EGM68490.1 She wanella sp. HN-41 (a-hemolisina) 36 2,00E-33 

EFP94699.1 Vibrio caribbenthicus (a-hemolisina ) 30 1,00E-31 

ADN74545. 1 Ferrimonas balearica (Lipoproteina) 34 3,00E-30 

A13088523. 1 Aeromonas salmonicida (Lipoprotein) 32 1 ,00E-30 

Se seleccionaron las proteinas, entregadas par BLASTP con mayor homologha a Ia a-

hemolisina de P. salmon/s y cuyo valor e fuera superior a -30. Al igual que en los casos 

anteriares, éstas fueron utilizadas en un alineamiento mUltiple de secuencias junta a Ia a-

hemolisina de P. salmon/s para Ia determinaciOn del grado de canservaciOn entre éstas 

(Figura 13). 
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10 20 in 40 50 60 70 80 

Herr Shvane&/l-177 1 --------------- MLLO3CAGAVMVG- -AVS6AMMANDERTVKTOLDDTNTDF. ITSALLECEDLKKQ- - - -TNITGVSVNGNVLMIG072 
Lcprot-Fba/c'l-191 I MNALPIRLLATLL IVTSLSI3CAGVIMAG- -AVGGAVMVNDRRSFTTQFDDHGLDVAVTAALDEODGLKNQ - -- - SRIIOVISMNRRVLLVGQO5 
Hemo-V.cantjM-166 1 --$NI1RTVTLLECLFLLN3CAOLFVAG- -AATTVDVATOTRT11 WJDNNIEFE lAG- ISNKPPFRGH - - - -SRIHANSFSC-TVLL 13002 
Lc4-A.sa8njn,cd'l-192 1 -MKKQTLLLGLLAGTLLL3CAAVVVGG- -MGTAKASGDRRTLGAGDQAIELKAANbLADNKPLSTA- - - -SKISVYSNNC-PVLLVGQB4 
Herrcsa9'1-193 1 --------------- 

JO Ic 12L HO 150 CC 70 LU 

Hemo-Shewane9'1-177 71 APNSMLRDKAIKVVcLK.3L,e IHN0IRI3NPTF1R5ND1WvTTKVK3RMLNCKDLDVTRlKVITENGEVFLLGLlHp-33A3LAJIAR17i 
Lpro-FbaJclf-l91 86VPN1LKDRAVQIARAI4TDVA(1/HD0LRIGNPVGFTP5NDTMTTKVKSYF3ONELDAIRIKVITEt1GEVFLLGLVOPEAOL AVE VARI7K 
Herno-Vcanbt/I-186 83ADSE0LSEDIEKVRALKGVIHNQLRI-CPISF30ISKDSTTKVKS3LLTDSELNGINIKVIT[DGEVFLIGKVTSK0A.DIA5EIAR173 
L2q'c'-AsaJmomcrJ,'1-192 85 TPSDAYKLEAGKVVAR I DGVHVYNELHLGFVN I GiiSNDSWI TSKVRADMLGAKNFD5KVKVV1ENGEVFL I GLVTRcGCC)AVE I AR 1 (5 
HerrP5aY1-193 77 IANQTYKOQITRIALAVK.PRVYNQLTL3APOTSQ. COSWITTKVKTRMVG- -KVDFRVKVVT61VVLLGI TPEAAAATQVAR174 

00 200 

Her -ShewaeeJJ'1-177 162 NTAGVRKVVKVFEYVE 177 
Lopro-FbaJ1-191 177 TTSGVRKV I KVFEL 191 
Hemo-Vcanb'1-18 174 NI SGVKOV I KAF 106 
L.eprnI-A sal cvia/1-192 176 HVSGVKRV I KAFE FA 02 
Herr-PsaV1-192 165 TTDGVPKVVKVFDY I K<LSPEEAKL 103 

Figura 13: Alineamiento mUltiple de secuencias entre Ia proteina a-hemolisina de P. salmonis 

predicha por RAST y FgenesB y las proteinas de mayor similitud encontrados por el análisis con 

BLASTP (Tabla 11). Alineamiento realizado por ClustaiW y procesado por Jalview, los colores 

muestran el grado de conservaciôri. 

Se analizaron los contigs que contenian los genes de las proteinasToiC, HIyB y a-

hemolisina, pero Ia secuencia del gen h/yB, que codifica para el transportador ABC o 

ATPasa (HlyB) del SSTI no fue encontrado. Posteriormente, se analizaron contigs de tamaño 

pequeño por BLASTX y FgenesB (inferiores a 600 pb), los que no habIan sido reconocidos 

por el servidor RAST, pero tampoco se encontró algün homólogo a dicho gen, concluyendo 

que en estos contigs obtenidos hasta el momento de Ia secuenciación parcial del genoma de 

P. salmonis, no está presente el gen h/yB. 

Por consiguiente, a modo de resumen, como se observa en Ia Figura 14, se encontraron tres 

genes relacionados con el SSTI en el genoma de P. salmonis. Dos genes de ellos 

estructurales, hlyD (proteina de fusion de membrana) y To/C (proteina de membrana 

externa). El tercer gen corresponde al de una proteina efectora (a-hemolisina), Ia que es 

secretada por este sistema. 
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Figura 14: Esquema general de Ia estructura del 

SSTI. Resaltados en rojo (flecha y cuadros) están 

indicadas las proteinas codificadas por los genes 

encontrados en el genoma de P. salmonis. En 

azul se muestra Ia protelna HIyB (ATPasa), que 

hasta el momento no se ha detectado en el 

genoma de P. salmonis. 
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7.2.2 Genes del Sistema de Secreción TiDo II (SSTIlVPili Tioo IV 

Respecto a los genes del SSTII, se diseñaron cebadores degenerados para Ia amplificación 

de dos de sus genes estructurales. Uno de ellos fue para pulE, que codifica para Ia ATPasa, 

y el otro pulD, que corresponde al gen que codifica para Ia proteina estructural del pili de 

secreció n. 

En el caso del gen pulE, se obtuvo un producto amplificado de aproximadamente 400 pb 

(Figura 15), que fue clonado en el vector PCR2.1 TOPO TA y enviado a secuenciaciôn. 

MK C- 1 2 

 

Fiqura 15: PCR de Ia amplificaciOn del gen pulE del 

SSTII con cebadores degenerados. Gel agarosa al 1%. 

MK: Marcador de ADN de 100 pb. C-: Blanco a control 

negativo de PCR. 1 y 2: ADN de P. salmonis 

amplificado a diferentes temperaturas de "annealing. 

El análisis de Ia secuenciación del producto amplificado y clonado fue finalmente calculado 

en un tamaño de 440 pb. En una primera instancia el programa BLASTX, arrojó coma 

resultado que Ia protelna putativa codificada en esa secuencia contenia un dominio 

conservado con las proteinas de Ia familia PulE (SSTII), pero también contiene un dominia 

conservado con Ia ATPasa (PuB) del Pili Tipo IV. EL Pili Tipo IV es una estructura 

filamentosa de adhesion presente en muchas bacterias patágenas y qué también participa 

en Ia movilidad independiente de flagelo que se da sabre superficies sOlidas y cuyos genes 

estructurales comparten alta homologla con los genes del SSTII (Flores-Herrera, 2003). Al 

analizar los resultados de similitudes de secuencias entregados por BLASTX se comprobó 

que la secuencia comparte una alta homologia con protelnas de Ia familia PilB, a pesar que 

los valores "e" obtenidos de los análisis fueron relativamente altos (Tabla 13). 



Tabla 13: Mayores homologlas encontradas por el análisis con BLASTX a Ia secuencia 

amplificada con cebadores degenerados dirigidos al gen pulE (SSTII). Los mayores 

porcentajes de similitud corresponden a Ia proteina PuB (Pili Tipo IV). 

GenBank N° Organismo/Protelna % Identidad Valor "e" 

ACE83223.1 Cellvibr/ojaponicus Ueda107 (PuB) 30 3,00E-17 

ACV26126.11 Kangiella koreensis DSM 16069 (PuB) 27 2,00E-16 

BA095543.1 Vibrio vulnificus (PuB) 28 5,00E-15 

AAN53499.1 Shewanella oneidensis MR-i (PuB) 29 1,00E-15 

Una vez seleccionadas las 4 secuencias con mayor grado de similitud, éstas fueron 

utilizadas para realizar un alineamiento multiple de secuencias con el producto de los 

cebadores para pulE de P. salmonis, con la finalidad de visualizar el grado de conservacióri 

entre las secuencias (Figura 16). Se puede observar que el grado de conservación no es 

muy alto y además Ia secuencia de P. salmon/s contiene un gap de al menos 15 

aminoácidos con respecto a las otras secuencias analizadas. 

Pi34-koree" FGYPYFDLSSI AFENI PKDVIDLKLMOAHRAVPLYKRGTRLFVAVSOATNLKSLEE 56 
Pi1B-Son.d -- - - -  LDLAEFDVSAI PEEFLNKKLI EKHRCLPLFKRGNRLYIATSDPTNIAALEE 51 

FGTPVFDLGALNKDTIPQkLVDEKLIRKHQTLPLSRRGNRLFLAVA0pTDLHALDE56 
PllB-Vrf FGLPRTDLNOYDYQELCNOLGLRELITRHQALPLOKsNAGLIL4vADpTNIQAEDD64 
Pll.6-PsaJ LGLTELDLNQINTHTIDLGPVPVHWVRKHRLLPFYYKNsKHLIAI SQYODLTVLKS 63 

Pi!6--koree' IRFQTGCSVEAVLVEPNKLESVVGKL EEKEN-ETLSDFDDSDLL3NIDLDAVDPEA 111 
PUB-S.one,d FOFSAGLHAEAI LVEEDFLAKALEKVLEEDITGLDLSGMDEAALAGI EITDTDKRN 107 
Pf'B-CJac I KFNTGI NTEAVLVEADKLKST I EKYLSSQEEPLSLGDGLDSDLEDLDVET I DTNA 112 
?fiB-Uvu!,' FRFATGVQVE I VLADCOELOAAIRRLYCKS IKOSQGSGLKE IHQDELANLVEVSDD 120 
?18-Psa LTLLTGHYFHPVLCETDALOSAVQHLLOOEKLKTKLTTAKNS - - - - - - - - - - - - - - 105 

P!i3-I<-koree' EQEMDDKAAGEDAPVVKFVKOML ISA I RKGASDLHFEPYEKKVRVRFR I OG I LH - - 165 
Pi/B-Soneid EETTGE--SSDDAPIVIYINKILTDAIRKGASDLHFEPYEKRYRIRFRIDGIL - - - 158 
PifB-CJa'on S-TGDESTEADEAPIVKYINKVLLOAIKGGSSDIHFEPYEKSYRVRFRTDGVL - - - 164 
P,~ 34 vu.-nf EVESIEDLSODESPVSRFINQILLDAVRKGASDIHFEPYENQYRVRLRCDGILVE- 175 

-- - - - - - - - - - - - - VSOHINQLILHAIEORASDIHLEPYEODYRIRLRIDGKLLHS 147 

Fiqura 16: Alineamiento mUltiple de secuencias entre la secuencia de protelna putativa PilB de P. 

salmon/s predicha por BLASTX y las proteinas de mayor similitud encontrados en el anãlisis 

realizado con el mismo programa (Tabla 13). Alineamiento realizado por ClustaiW y procesado 

por Jalview, Ia intensidad de los colores indican el grado de conservación entre los aminoácidos. 
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Respecto a Ia amplificaciôn del gen pulD, no se obtuvo producto de amplificacion con los set 

de cebadores degenerados diseñados. Por tal motivo, se efectuó una bUsqueda de genes 

del SSTII en los resultados obtenidos del análisis con RAST del genoma de P. salmon/s. 

En diferentes contigs se encontraron dos genes estructurales del Fiji Tipo IV, que tiene un 

alto grado de conservación con el SSTII. En el contig0879 RAST hizo Ia prediccián de vanos 

genes metabólicos y al final de Ia secuencia se detectó Ia presencia del gen p//Q truncado 

(proteina de membrana externa) debido lo fragmentado de Ia a secuenciaciOn del genoma. 

Los resultados por FgenesB, genera los mismos ORF putativos en Ia secuencia, se 

seleccionô el ORF final, se analizO por BLASTX y Ia secuencia aminoacIdica predicha fue 

evaluada por BLASTP. La secuencia tiene un alto grado de similitud con el gen pllQ, tal 

como habia sido predicho por RAST (tabla 14), además de presentar dominios conservados 

con proteInas de Ia misma familia, entre las que se encuentran las secretinas. Las 4 

secuencias con mayor grado de homologia fueron seleccionadas para realizar un 

alineamiento multiple de secuencias con Ia protelna putativa PiIQ de P. salmonis, los 

resultados fueron procesados con Jalview (Figura 17). 

Tabla 14: Mayores homologias encontradas por el análisis con BLASTX y BLASTP a Ia 

secuencia piIQ (Pili Tipo IV) predicha pos RAST y FgenesB. 

GenBank N° Organismo/ProteIna % Identidad Valor "e" 

ADE16899.1 Nitrosococcus halophilus Nc4 (PiIQ) 46 4E-108 

ABE53556.1 Shewanella denitrificansOS217 (pilQ) ' 44 4E-100 
AAZ25362. 1 Co/well/a psychresythraea (PiIQ) 43 1 E-99 

ABQ56281 .1 Leg/one/la pneumophi/a cepa Corby (PiIQ) 43 3E-97 



LVTSD1VEGNIIRLO[)VPWDQALDLILOAKCjLDKRIEGNILMVAPS{LLAIRESO[)LKNKO1VIELAPLYSIFLOINYAçA 82 
'2Cp' LI ISDIVTGNI1LRL00VPWl3OALsI ILKVKGLDKRMOGNILMVAPSDELAAREAOSLQAKOOVFELATLYSEYLOINYAKA 82 

Lpetno.h MVVSDKV000I1LRtNF)IPJOALDIILT1OGL0KRRKGNVMLIOIKASMIThME[EOLKSOQTIEKLEPIRSDLIQINYAKA 82 
P,-N.haW LVASDTVOGNVIIRLKNVPWDOALDI ILKH(GL0MRRT60VILVAPAAEIA0RERLELEARIOMEELAPLHSEFIOVNFAKA 82 
Pi'-P.2a!rn MVINDDVOCIMSLHLKKVIW3OALNVILMAEDLT[NROGNILI IKKP(6LILKKANNKLNKR1c -------MFSLFVNVHYGRA 75 

PjO-Sdejirfl 101 AELLI4SEDSSLLSTRGSVAVDOR1NJLLVKDTADI II3NI HRL IEVLDIPIIOVL I[SRMVTVKDOVSEDLGI RW(il T[)O 164 
PtCp3Jc. AEFSELIKNDTSI1S0RGSVSVDR1NTLLIR0TAKSIEDIKRMITII0VPVROVVIEARMVTVK0NMN1EL6IRWGVTPT 164 
-Lpnem, AOIAVLIKDKONSLLSDRGKISVDARTNTIWIODIGTKIEEVRELIKOLOIPVKOVLIEARIVEVTKDFSODIGIRWGVSRP 164 

PK?-Nha?op SDLAALIOEENT1LSPRGHViLDER1NiLLVMDTADRLA91RILVARLOjpVRcjVLIESRIVlANS0FsKQL6IRfGISR 164 
P,-Paim EKIAMILIE3S6KlISJOGIVSFDORTNVLLIH0YIORIKIlKKMIKA[OppvpQvMI6ApIvIANSfE0tGvKFCIsGG 157 

-S.denr7 OCT ------ KGTSGSLTGSOt4IAN ---------CVVPSIODRLNVNLPAAASNHTS-IAFHVAKLAflGfIL9LELsALE 227 
.,-Cpsych DGE ------FATSGSIFGASSAIIGTRGVJTPGVGOVPTIGDGLNvNLpVANAAGI -----IAFO4IARLAN61ILIliflSAIE 235 
P,()Lppeurno.je ---------THISCJL6GANELARG ----- TAPANVVPLRRLNLDLAAAPLTGATPASVGIALAKLNDNILLDLELSALE 231 
P90-N.haA0p EDTGGAFDEVVtSGSLHGTTOIIN --------- RETIELOORMNVNLPVTRQDAAR-IALALTKLPLGNLLELELSALO 233 
Pk2-P3arn GST ------VATAGSISGTNAIRO ---------GESPGlAERLNVSLP1MA0SAATCLGIFALAVAKLpGNLLLDLELOALE 224 

P-Sden?j OENIGEIIASPRITTSNOKAAYIEOGVEIPYVOSTSSGATSVT1KKAVLSLRVTPOITPDNRVILDLEITO0SO6KT 304 
'O-Cp'ch KENKGEVIASPRITTANQKEAYIEOGVEIPYOEAASSGATATOFKIAVLSLTVTPHITPDDKIILDLVVTO01IS -------310 
PiLpe'mo., SEGRAELISSPRLITTNOOAAVIESG6EIPYO1AISSGATAVAFKKAVLSLKVTPOITPDGKILM0LOINO0JPS ------- 306 
P!#-Nhafp AFGRC,FVISNPRVITSNQNEALIIOI31EIPFOOAISS6A1SVSFKtAV1SFKVVPOITPD0RIIMDLTVNP(DSVC, ------- 308 
Pi-P.3alm SECEAEVISTPKLLTAHDOEAIIEOGEFIPYLESISSGAASVSIKICAVLGLTVTPHI TPDOHI ILT IRLSIDSRSALSAGDG 306 

#D-S deogrf VDTPTGPAVAIDTOFlICTOVLVDNCE1IVLGCIYO0NLISRVSKVPIIG0IPYVGFLFRNTTDKNERoLLIFvTpKlvt 384 
O-Cp3/c1 •OIJSGFAPAIDIQRICTOVLVMNGET IVLGGIYO0AI I STVSMIPILGDIPYLC,tFRNSSOLNEKKELLI FVTPRIVT6H 391 
''-Lpneurno,h -POTFL6VPAII1KEIQTNVLVNNGOTIVLGGIThODINFVINRIPFFGELPVVGILFSNROITLKNEELLIFITPRIIT 385 

haloo - -OVFNGVPSUDIREVATOVLVDNGO1VVLGGIYEOEONRASRRVPFICDLPYVGTLFRDKSEVNNKOELLIFVIPKI I--- 385 

GSSANVLPPAIDTRVIKTOALVK0GE1IVI66IYEOEKORVVRRVPFLAULPGIGWLrOSRSOS1LNIELIIFVTPKIMSAY 388 

Figura 17: Alineamiento multiple de secuencias entre la secuencia de proteina putativa PilQ de P. 

salmonis predicha por RAST y FgenesB y las protelnas de mayor similitud encontradas en el 

análisis con BLASTX y BLASTP (Tabla 14). Alineamiento realizado por ClustaiW y procesado por 

Jalview, Ia intensidad de los los colores indican el grado de conservaciôn de los aminoácidos. 

Al continuar la bCisqueda se encontrO que en el contig00029, RAST realizó la predicciôn de 

un ORF que tenla alto grado de similitud con el gen fimT, que codifica para una protelna de 

anclaje del Pili Tipo IV. El contig fue analizado por FgenesB, para luego corroborar los 

resultados de RAST con BLASTP, encontrando que Ia proteina putativa codificada en el ORF 

tiene cierto grado de similitud con Ia protelna FimT (Tabla 15), además de contener un 

dominio conservado que está presente en proteinas de Ia familia GspH del SSTlI, al cual 

pertenece FimT. 

Tabla 15: Mayores homologias encontradas por el análisis con BLASTP a Ia protelna 

putativa FimT (Pill Tipo IV) predicha pos RAST y FgenesB. 

GenBank N° Organismo/Protemna % Identidad Valor "e" 

AEP31126.1 Glaciecola nitratireducen.s FR1064 (FimT) 29 8E-32 

EHY76878. 1 Pseudomonas stutzeri (FimT) 29 1 E-31 

ABZ75711.1 Shewane/la halifaxensis (FimT) 31 2E-31 

EGM18316.1 Pseudomonas aeruginosa (FimT) 33 4E-31 
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Las 4 secuencias con mayor grado de similitud a la proteIna putativa FimT de P. salmon/s 

fueron utilizadas para realizar un alineamiento mUltiple de secuencias, con Ia finalidad de 

determinar el grado de conservación entre éstas (Figura 18). Se observá que en el extremo 

amino de Ia protelna el grado de conservación es mayor, ya sea por Ia presencia de 

aminoácidos idénticos u homólogos (misma carga, por tanto, no altera Ia función del sitio 

activo). 

FrnT-Psa SLOGFSLIEVLIVLTLLSSLILLSLpTLFHLKEQQlHQQAAsQLEQLIKLGREoAL71 
FimT-P.aur SQRAFTLTELLFALALLGI LGSLALPGMAAWLDGNRERSVLHELSAS IOLGRTHAV56 
FimT-Pstu ---GYTLFELLIALAVFSILMGIAIPAVsAwQERQQLQsLoAGLFHMTsKARyLAM53 
FimT-Sha,'f ---GFTLIELMVTLVVATlLIVIAVPSLSQFYEAQRAKSAIRVIQQTLQYARNsAI53 
F,rnT-Gnjr: ---GTTLIELMVVIGILAIVGTLGVP$FLSIITKARITSETNQLNSLIRFTRFTA53 

FjrnT-Pa YOQNTVTLCPTANGTHCHTNWQLPLMLFLDQNQNNQRDHEEPMITTFTLpHS IQLT127 
FirnT-Pauruc AYORPVTLCPSTDGRHCGSDWGEGWLLAEOGG --------ERLLVGRALAKKERLRIO4 
F,mT-Ps?ur TSI-fNRVTLCPLTQQGLC0QSWSGSISSFTDINGNRRLDAGEDILGTLyLpDsISLy109 
FmT-S.haY SFGVRVTVCPASDS-CSKDWRLGLTVFTDSGDKNQIDDTDKILLOTSPFNPQDIV108 
FmT-G.mtral DQQQTAVLCPADNYSQCSEDWNAPKIVFIDSNYNNEREPLEpLLMSMpKSTANNQj109 

FimT-P.sa, WN --- RGNHLSFYGASGIAASNGTLSFCT--PQLSRQ--FlLNRQGRLRQTTQpcT176 
FimT-Paurjc WN --- RSNHLRFLpSGQLNIHNGRFLLCGR-HTVAWQ--LjLNRQGRLRTAs - - -- 1 
FimT-P.stu WRGMMPNNSIHFSSQGVTFVSNGTMSLCPA-RAGARTGAMvITRQGRIRVSSD - --161 
FimT-Shelf SYN --- RTSVRFHSDGLASGSNGTLRYCPSSATSPYSKAVIVNQAGRVR -------154 
'-mT-,.'ra YS --- RNKTIKFYESG-VTASPASLRICPASOEANYARLLTVSLQGKIK -------154 

Figura 18: Alineamiento mUltiple de secuencias entre Ia secuencia de proteina putativa FimT de P. 

salmon/s predicha por RAST y FgenesB y las proteinas de mayor similitud encontradas en el anãlisis 

con BLASTP (Tabla 15). Alineamiento realizado por ClustaiW y procesado por Jalview, Ia intensidad 

de los colores muestran el grado de conservación de los aminoácidos. 

En resumen, como se observa en Ia figura 19 se ha detectado en el genoma de P. salmon/s 

Ia presencia de genes estructurales del Pili Tipo IV, el cual comparte homologla estructural y 

de secuencia de sus partes con el SSTII, pero no se encontraron secuencias relacionadas 

con el SSTII. 

  

Figura 19: Esquema general de Ia 

estructura del Pill Tipo IV. Resaltados en 

circulo rojo están indicadas las proteinas 

cod ificadas por los genes encontrados en el 

genoma de P. salmonis (P116, FimT y P110). 

Cabe mencionar que las proteinas externas 

del pill son exportadas al periplasma por Ia 

maquinaria Sec, para que el resto de las 

proteinas del pill funcionen como un SSTII. 

 

PilE. PIIV. P11W, PlIX, FinU 



7.2.3 Genes del Sistema de Secreción Tipo Ill (SSTIII)/Genes Flagelares 

Para (a obtención de genes relacionados con el SSTHI en el genoma de P. salmonis, se 

utilizaron 3 estrategias diferentes. La primera y Ia segunda, al igual que para los demás 

sistemas de secreciOn, fueron basadas en el diseño de cebadores degenerados para PCR y 

secuenciación parcial del genoma de Ia bacteria. La tercera fue Ia bUsqueda de los genes del 

SSTIII en el plásmido crIptico de P. salmonis, realizando Ia secuenciaciôn de éste. Los 

resultados obtenidos con las tres estrategias utilizadas se detallan a continuación. 

A) Cebadores deqenerados/secuenciación del genoma de P. salmonis 

Se diseñaron cebadores degenerados dirigidos a amplificar el gen de Ia ATPasa LcrD, el 

mónomero de Ia aguja de secrecián MixA y los efectores IpaB, IpaC e IpaD. 

Utilizando los cebadores dirigidos a amplificar el gen de Ia ATPasa del sistema, se obtuvo un 

producto amplificado cercano a los 200 pb (Figura 20), sin existir amplificaciones 

inespecificas. 

 

MK 1 2 3 

Figura 20: Gradiente de PCR para Ia amplificaciOn del 

gen IcrO (ATPasa) del SSTIII con cebadores 

degenerados. Gel agarosa al 1%. MK: Marcador de 

ADN de 100 pb. 1-3: ADN de P. salmonis amplificado 

(150 pb aproximadamente). 

200 pb 

La secuencia amplificada de aproximadamente 200 pb, fue clonada en el vector pCR2.1 

TOPO TA y enviada a secuenciacián. Los resultados de (a secuenciacián fueron analizados 

por BLASTN (nucleOtidos) y BLASTX, obteniéndose que el producto amplificado comparte 

alta homologla con el gen fihA, que codifica a una protelna implicada en Ia biosIntesis del 

flagelo (Tabla 16). 
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Tabla 16: Mayores homologlas encontradas por BLASTN al producto obtenido de Ia 

ampiificaciôn con cebadores dirigidos a amplificar el gen /crD del SSTIII. 

GenBank N° Organismo/Gen % Identidad Valor "e" 

CP000469.1 She wane/Ia sp. (f/hA) 74 5E-32 

CP002771 .1 Marinomonas posidonica (fihA) 73 2E-29 

0P003069.1 Vibrio cho/erae 01 (fihA) 73 2E-21 

CR378665.1 Photobacterium pro fundum SS9 (fihA) 72 6E-22 

Las secuencias nucleotidicas con mayor grado de similitud aI gen putativo fihA de P. 

sa/monis obtenidas por BLASTN fueron seleccionadas para realizar un alineamiento mUltiple 

de secuencias con ClustalW (Figura 21-A). Del análisis con BLASTX se obtuvo que Ia region 

amplificada está contenina en la region inicial de f/hA, especificamente entre los primeros 

150 aminoácidos de Ia proteina. Las secuencias aminoacidicas obtenidas por el análisis 

fueron también seleccionadas para un alineamiento mUltiple con ClustalW (Figura 21-13). 

fihA'-V.choY1-31 ---- ------------------- --------- -----------------  CCATTAGATTT1I 
A i.A-P-prof/1-125 ----------------------------- ------------------------- -GATTTS 

fIhA -M. posidl  I -I TP ATTGCTTTGGCCATCGTTG -TGTTGTTGGTGGCCATTTATTCAATGCGTCCTTTAGATTT 59 
f/nA-P saVI-179 ATTGCCTTGGCCTT - ATTGGTCTTATTAGTGGTGATTTTGCGGGTAAACCTTTAGATTT 59 
f/hA-ShewaneI/a0-!7 4TTGCCTTGGCTTTGATTGTTCTTCTT-GTCGCGATTTATACCGCAG4CCCTTAGACTT59 

f/M-'-V.choY1-13 TGCGGCGTTTCCAACGGTACTGCTGATCGCGACCTTGCTACGCTTGGCACTGAACGTTGC71 
fhA-P-profI1-125 TGCTGCATTTCCAACTGTATTGTTAATTG CCACTTTATTGCGAITGCCCTTAACGTTGC 65 

4-A/.poid1-17c TGCTTATTTCCGACCGTTTTATTGGTTT CCACCCTGATGCGATTGGCTTTGAATGTCGC 119 
f/hA-P saVl-179 TGCCGTTTTTCCAACGATTTTATTAGTAGCGACTTTATTACGGJTGGCCTTGAA[GTcGC 119 
f!hA-Shewane/ia'- TGCTGCGTTTCCAACTGTTTTACTGTTGCA4CAcTGcTAcGAcTcGCAcTTAACGTGGC 119 

f/hA-Vcno'l-13/ GTCAACGCGAGTCGTTTTGCTGTACGGTCAJGAAGGTCCAGGTGCGGCGGGTAACGTTAT 131 
f/hA-P-proft'1-125 CTCGAC I CGAGTTGTTTTCTCTATGGCCATGA4GGCCCTGATGCGGCAGGGCAAGTGAT 125 
fihA..npoid'1-17 GTCTACTCGAGTTGTGTTGCTAAATGGTCATGAAGGCGGTGATGCGGCTGGAAAGGTGAT 179 
fir,A-P saVl- 1 7f, ATCGACGCGAGTGGTTTTGCTTGAAGGTGATACAGGcccTGATGCcGCAGGTAAGGTGAT 119 

ATCGACCCGAGTGGTGTTACTCGAAGGTCACAATGGTGGTGATGCCGCGGGTAAGGTGAT 179 

49 
B 

1 IYAGKPLDFAV[PTI LLVATLIRLANVASTRVVLEGDTGPDAAGKVI 49 
-49 1 IYSNRPLDFAA1PTVLIATLLRALNVASTRVVLEHNGGDAAGKVI 49 

F!nA-N.rosornonas'1-49 1IYTKNPIDFAVFPTRLITTLLR!SL.NIASTRVVL.LEGHTGPDAAGKVI 49 
1 MYTMKPLDIAMPSVLLFSTLLRLSLNVASTRVVLLEGHTGPDAAGOVI 49 
1 MFTRKPLDFAAFPAVILFATLLRLSLNVASTRVVL.LHGHTGPDAAGKVI 49 

Figura 21: Alineamiento multiple de secuencias entre Ia secuencia FIhA de P. salmonis, 

amplificada con los cebadores degenerados para IcrD y las secuencias de mayor similitud 

encontradas en el análisis con BLASTN (Tabla 16) y BLASTX. Alineamiento realizado por 

ClustalW y procesado por Jalview. A: Alineamiento se las secuencias nucleotidicas de los 

resultados obtenidos por BLASTN. Verde: T, Café: G, Celeste: A y Rosado: C. B: Alineamiento de 

las secuencias aminoacidicas predichas por BLASTX, Ia intensidad de los colores indican el grado 

de conservación de los aminoãcidos entre las diferentes secuencias. 
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Estos resultados indican que la secuencia amplificada no corresponde a un gen del SSTIII, 

sino que a un gen implicado en Ia biosintesis flagelar, fihA, que se encuentra altamente 

conservado entre los diferentes organismos que fueron comparados. En todos los análisis 

realizados Ia mayor homologia de Ia secuencia de P. salmonis fue con fihA, sin encontrar 

simUitud con IcrD (ATPasa SSTIII). 

En las amplificaciones realizadas con los cebadores degenerados diseñados contra los 

genes mixA, ipaB, ipaC e ipaD del SSTIII no se obtuvieron productos amplificados, por Ia que 

continUa Ia bUsqueda de genes de este sistema en los resultados de Ia secuenciación parcial 

del genoma de P. salmonis. Al realizar este análisis no se encontró la presencia de genes 

homólogos al SSTIII, pero si se corroboró el hallazgo anterior, ya que RAST hizo Ia 

predicciôn de genes flagelares en diferentes contigs, incluido al gen fihA. Los resultados 

fueron analizados por FgenesB para corroborar los ORFs encontrados. Las proteinas 

putativas predichas pos FgenesB fueron analizadas pos BLASTP, demostrando que éstas 

tienen un alto grado de similitud con genes flagelares. Posteriormente, los contigs que 

contenian los genes flagelares fueron procesados con el software CLC-Wokbench, que 

realizô un nuevo un análisis de ORFs, arrojando Ia misma predicción antes obtenida con 

RAST y FgenesB (Softberry). Los resultados fueron procesados y esquematizados con CLC-

Workbench para ilustrar Ia organizacián de los operones flagelares de P. salmonis. 

El contigoo127 es de 3700 pb de longitud y de acuerdo a los análisis contiene dos ORFs 

putativos. El primero corresponde al gen fihA (componente de Ia maquinaria de exportación 

flagelar). El segundo ORF corresponde a f/hF, gen implicado en Ia regulacion de los genes 

tipo Ill de Ia cascada de expresiOn de genes flagelares (Figura 22). 

500 1.000 1.500 2.000 2.500 3.000 3.500 
ContigOO 127 I I I I I 

FIhA FIhF 

Figura 22: Esquema de Ia organización del contig00127 que contiene a los genes fihA (2030 pb) y 

flhF (1100 pb), ambos codificantes de proteinas reguladoras para Ia expresiOn de otros genes de Ia 

cascada de genes flagelares. Las flechas indican Ia orientaciôn de los genes dentro del contig. Los 

nümeros indican a los nucleótidos en el contig. Figura procesada con CLC-Workbench. 
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Por otro lado, el contig00060 (6146 pb) contiene 7 ORFs putativos, que corresponden a los 

genes flagelares: fliJ, fill (ATPasa), fl/H (protelna de ensamblaje H), fiG (proteina motora G) 

y fliF (Protelna del anillo M), se encuentran formando un operón, al igual que en otros 

organismos como V. choierae. Cabe mencionar que los ORFs de los genes putativos fl/H y 

fliF aparecen divididos en dos, debido que en Ia secuencia aparece un codón de término 

(TAA) que los trunca, probablemente a un error en Ia secuenciación, puesto que cuando 

termina uria parte de cada gen, continua inmediatamente Ia otra sin haber espacio 

intergénico a inserción (Figura 23). 

1.000 2.000 3.00U 2.0CC 5000 6.000 

FIF  FIiJ Flil 

FIiH H 

FIiG11 FHF 

Contig00060 

Figura 23: Esquema de Ia organizaciOn del contig00060 que contiene a los genes fliJ, fill, fl/H, fiG y 

fliF, que codifican para proteinas estructurales del sistema flagelar. Las flechas indican la 

orientación de los genes dentro del contig (orientación negativa). Los nümeros indican a los 

nucleôtidos en el contig. La figura fue procesada con CLC-Workbench. 

Al continuar el análisis de los contigs obtenidos por Ia secuenciaciOn parcial del genoma de 

P. salmonis, se encontró que en el contig00009 (11234 pb), RAST realizó Ia predicción de 11 

ORFs que codifican para diferentes protelnas relacionadas con el aparato estructural del 

sistema flagelar, especificamente las protelnas FlgB-K. El contig fue nuevamente analizado 

por FgenesB y CLC-Workbench, obteniendo los mismos ORFs antes predichos. Al hacer un 

análisis en BLASTP de las protelnas putativas codificadas por los ORFs seleccionados por 

FgenesB y CLC-Workbench, se obtuvo el mismo resultado anterior predicho por RAST, que 

el contig contiene 11 ORFs que corresponderlan a los genes flgB, flgC, figD, figE, f/gF, f/gG, 

flgH, fig!, flgJ y flgK (Figura 24). El gen figl está truncado por un codôn de término, similar a 

fl/H y fliF (Figura 23), hacienda suponer que corresponde a un error en Ia secuenciación. 
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Contig00009 2.000 COO 60CC 8000 10000 
I I I I 

FIgB Figi 
FIgC FIgD FIgE FIgF FI9G FIg1-I Figi FI9J FIgK 

Figura 24: Esquema de Ia organización del contig00009 que contiene a los genes flgB-K, que 

codifican para proteinas estructurales del sistema flagelar. Las flechas indican Ia orientaciôn de los 

genes dentro del contig. La organización es similar a otros organismos coma V. choierae. Los 

nUmeros indican a los nucleótidos en el contig. La figura fue procesada con CLC-Workbench. 

El contig00387, al ser analizado par RAST, FgenesB y CLC-workbench mostró contener dos 

OREs putativos, que corresponden a los genes fleN (regulador de Ia siritesis flagelar) y f/iA 

(factor Sigma-28) (Figura 25). Estos genes son importantes en Ia regulacián de Ia expresión 

de Ia maquinaria flagelar y están al inicio de Ia cascada de expresión. Adicionalmente, se 

puede ver que estos genes en P. sa/monis están sobrelapados, en donde los Ultimos 4 

nucleOtidos de fleN son los iniciales de f/iA. 

so.: Coo 

hA (Sigma-28) 

Cortig0038 I 

Figura 25: Esquema de Ia organización del contig00381, que contiene a los genes reguladores de Ia 

expresion de Ia maquinaria flagelar fleN y f/iA. Las flechas indican Ia orientación de los genes dentro del 

contig. Se observa un sobrelapamiento de los genes. Los nUmeros indican a los nucleOtidos en el contig. 

La figura fue procesada con CLC-Workbench. 

Finalmente, el análisis entregado por RAST de las secuencias del genoma de P. salmonis 

permitiO dilucidar otro par de genes flagelares, motA y motB, que codifican para las protelnas 

motoras de rotaciOn flagelar MotA y MotB, respectivamente. El contig00095 que las contiene 

también tiene otras enzimas no relacionadas con Ia biosIntesis flagelar y una protelna 

hipotética, sin dominios conservados encontrados (Figura 26). Los resultados obtenidos par 

RAST fueron también comprobados con FgenesB/BLASTP y CLC-Workbench. 
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1. 2.000 3. 0C 4.0 

Contig00095 Proteina hipotética 
MotB MotA Dimethylallyltransferase GTP cyclohydrolase I 

H >1 
Figura 26: Esquema de Ia organización del contig00095 que presenta los genes de las proteinas 

motoras de rotación flagelar MotA y MotB. Las flechas indican Ia orientaciôn de los genes dentro 

del contig. Los nümeros indican a los nucleótidos en el contig. La figura fue procesada con CLC-

Workbench. 

Los resultados demuestran que el genoma de P. salmonis contiene casi por completo los 

genes del sistema flagelar. Los análisis realizados, no permitieron obtener coma resultado a 

genes relacionados con el SSTIII, por to tanto, se inició Ia büsqueda de éstos en el plásmido 

crIptico de Ia bacteria. 

B) BUsgueda de genes del SSTIII en el plásmido de P. salmonis 

Debido a que no encontraron genes del SSTIII en el cromosoma de la bacteria, se realizá 

una bUsqueda de éstos en el plásmido, ya que se ha descrito que este sistema puede estar 

codificado en el cromosoma o bién en plásmidos de virulencia. 

Para ello, el plásmido fue purificado desde Ia bacteria utilizando un kit de midiprep, con Ia 

finalidad de obtener una concentraciOn elevada de éste. Los resultados fueron visualizados 

en geles de agarosa al 1% (Figura 27). 

MKI 2 

Figura 27: PurificaciOn del plásmido de P. 

salmonis. Gel agarosa at 1% MK: Marcador 
- de ADN de 1 Kb. 1: Plásmido P. salmonis 

J (pP.sal). 2: ADN cromosomal de P. salmonis. 



C ro m o so ma 
Plâsmido 

Una vez obtenido el ADN plasmidial de P. salmonis, éste fue sometido a una purificaciôn por 

una gradiente discontinua de CsCl/Bromuro de Etidio, con Ia finalidad de elimiriar toda 

contaminación posible con ADN cromosomal (Figura 28). 

Fiqura 28: Gradiente discontinua de 

CsCl/Bromuro de Etidio visualizada 

bajo luz UV. 

Se puede observar claramente Ia 

separación entre el cromosoma (banda 

superior) y el plásmido de P. salmon/s 

(banda inferior). 

Los resultados de Ia secuenciación parcial del plásmido de P. salmon/s fueron analizados en 

primera instancia en el servidor Softberry, con el algoritmo FgenesB. Posteriormente, las 

secuencias aminoacIdicas predichas por FgenesB fueron sometidas a un análisis con 

BLASTP con Ia finalidad de determinar las identidades de éstas. De los resultados obtenidos 

se pudo concluir que al menos en los contigs obtenidos no hay genes que tengan relaciôn 

con el SSTIII, como tampoco con otros posibles mecanismos de virulencia. Para comprobar 

los resultados, las secuencias fueron analizadas en el servidor RAST, obteniendo los mismos 

resultados anteriores, lo que indicarla que P. salmon/s no contiene el SSTIII, por lo que otro 

sistema estarla siendo el responsable de Ia virulencia en Ia bacteria. 
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7.2.4 Genes del Sistema de Secreción Tipo IV (SSTIV) 

Existen 3 tipos de SSTIV, de los cuales, SSTIV-A y IV-B están implicados directamente en Ia 

virulencia, ya que facilitan Ia secreciOn de moléculas efectoras. 

SSTIV-A (VirB/D4 homóloqo) 

Para el SSTIV-A se diseñaron cebadores degenerados que permitieran Ia amplificacián de 

los genes virBil (ATPasa), virD4 (ATPasa), virB2 (monómero del pili de secreción) y virB5. 

Al utilizar los cebadores diseñados para PCR no se obtuvo amplificación para ninguno de 

ellos, por ese motivo nuevos sets de cebadores fueron diseñados, pero los resultados fueron 

de igual forma infructuosos (Figura 29). 

MK 1 2 3 4 C- 

c-  
MK 5 6 7 8 C- 

C:C :3 Figura 29: Amplificacion de los 

genes del virBil, virD4 y virB2 

del SSTIV-A. Gel agarosa 1%. 

MK: marcador ADN 100 pb. 1-

2: virBil; 3-4: virD4 5-6: virB2; 

7-8: virB5; C-: Blanco 

Coma en todos los casos anteriores, los genes fueron buscados en las secuencias del 

genoma de P. sa/monis analizadas por el servidor RAST. No se encontraron secuencias 

relacionadas con el SSTIV-A en el genoma de Ia bacteria, por lo cual, se pod na señalar que 

no hay un homologo al sistema VirB/D en el genoma de P. salmonis. 

SSTIV-B (Dot/Icm homólogo) 

Para el sistema Dot/lcm, igualmente se diseñaron cebadores degenerados dirigidos a 

amplificar los genes dotB (ATPasa), icmK (protemna de membrana externa), IcmF (proteina 

transmembrana) e icmS (protelna citoplasmática). 
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Para los genes dotB e icmK se obtuvo un amplicOn de 300 pb y 200 pb, respectivamente 

(Figura 30). Estos amplicones fueron clonados en el vector pCR2.1 TOPO TA y enviados a 

secuenciacián. 

MK 1 2 3 MK 4 5 6 

,,-, -_,_---.• 

-P - 
- 

Figura 30: Amplificaciôn de los genes icmK y 

dotB del SSTIV-B con cebadores 

degenerados. Gel agarosa al 1%. MK: 

Marcador de ADN de 100 pb. 1-3: icmK (200 

pb) 4-6: dotB (300). 

Con respecto a los genes icmS e icmF se obtuvieron amplificaciones inespecIficas, tanto al 

utilizar una gradiente de temperatura para PCR, como al usar diferentes sets de cebadores 

(Figura 31), pero de igual forma, las secuencias fueron clonadas y enviadas a secuenciacion. 

  

MK 1 2 3 4 5 6 7 

A 

  

Figura 31: Amphficacion inespecifica de los genes icmS (panel A) e icmF (panel B). Gel 

agarosa al 1%. MK: Marcador de ADN de 100 pb. 1-7: ADN de P. salmoinis en gradiente 

de temperatura (56-62°C). 

Las secuencias obtenidas fueron analizadas por BLASTN y BLASTX. El análisis del producto 

amplificado para dotB par BLASTN, demostrá tener alto grado de homologia con el gen dotB 

(Dot/lcm) de otros organismos filogenéticamente cercanos a P. salmonis. Ademâs, el anãlisis 

realizado par BLASTX demostrô que Ia proteina putativa codificada par Ia secuencia 

amplificada tiene alto grado de similitud con Ia proteina DotB (Tabla 17). 
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Tabla 17: Mayores homologlas ericontradas por BLASTX para el gen dotB del SSTIV-B. 

GenBank N° Organismo/Protelna % Identidad Valor "e" 

EDP46591 .1 Rickettsiella grylli (DotB) 69 2E-40 

CBJ 10695.1 Legionella Ion gbeachae NSW1 50 (DotB) 69 5E-39 

CP000890.1 Coxiella burnetii RSA (DotB) 68 5E-38 

AE017354.1 Legionella pneumophila (DotB) 68 3E-38 

Las cuatro secuencias con mayor grado de identidad con esta nueva proteina putativa DotB 

de P. salmonis fueron sometidas a un alineamiento multiple de secuencias con ClustalW, con 

Ia finalidad de determinar el grado de conservación (Figura 32). 

cL-L.o.eLi?:oo ATGSGKSTLLASIIRELIETSDSNRKVLTYESPIEFVYDEIETISAVV 118 
DozB-L.!ongL ATGSGKSTLLASIIRQLIEFEDSHRKVLTYESPIEFVYDEIETISAVV117 
DotB-Cbjrne ATGSGISTLLAA I I RELAEAPDSHRK I LTYEAP I EYVYDSLTTPTASV 117 
flotB-Psa/ ATGSGKSTLLASLVANSLEQVDSHLKVLTYESPIEYVYDNVHKPSSIV48 
Do5-R.grvi/! ATGSGKTTLLAAIIRDLAEKEDSHRKILTYEAPIEFVYDSISMPSAII 116 

DotB-Lpneumc; SQSEIPRHLPNFADGVRNALRR<PRLIMVGECRDAETISAALEAALTG 166 
Do6-L.!onQb SQSE I PRHLPSFADGVRNALRRKPRL IMVGECRDAET I SAALEAALTG 165 

DotB-C.burneti CQSEI PRHLNSFAAGVRNALRRKPHAI LVGEARDNETI SAVLEAALTG 165 
DotB-P.sa SQCEIPKHLPSFAAGVRNALRRKPGLILVGEARDKPTLEAVIEAALTGS6 

DotB-grv!' SQSE I PRHLPSFAAGVRNALRRI PRL I LVGESRDPET I TAS I EAALTG 164 

Figura 32: Alineamiento mUltiple de secuencias entre Ia nueva proteina putativa DotB de P. 

salmonis y las proteinas con mayor porcentaje de similitud encontradas en el anãlisis con 

BLASTX (Tabla 17). Alineamiento realizado por ClustalW y procesado por Jalview. 

Para icmK, el resultado BLASTN mostrO que Ia secuencia comparte alto grado de similitud 

con el gen de Ia proteina lcmK del sistema Dot/lcm. El análisis con BLASTX también arrojó 

que Ia proteina putativa codificada en Ia secuencia amplificada comparte similitudes con 

lcmK (Tabla 18), lo que indica Ia presencia de este gen en el genoma de P. salmonis. 

Tabla 18: Mayores homologlas encontradas por BLASTX al producto obtenido de Ia 

amplificaciôn con cebadores dirigidos al gen icmK del SSTIV-B. 

GenBank N° Organismo/Proteina % Identidad Valor "e" 

EHL29524.1 Legionella drancourtii LLAP1 2 (lcmK) 49 1E-30 

AAS91991.1 Legionella pneumophila (lcmK) 49 3E-30 

EDR35502. 1 Coxie/la burn etii RSA (lcmK) 46 5E-29 

EDP46565.1 Rickettsiella grylli (lcmK) 41 3E-28 
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Las 4 secuencias con mayor porcentaje de similitud fueron utilizadas para un alineamiento 

mUltiple de secuencias con ClustaiW (Figura 33), mostrando un alto grado de conservación 

entre Ia secuencia de P. salmonis y las otras proteinas lcmK. 

!cmk-L.drac VNLSPGSTPPVIRLAQGFVSSLVFLDSTGA30 
'mK-L.pneurnof VNLSPGSTPPV I RLSQGFVSSLVFLDSTGA3O 
IcmK-C.burnetii VNLSPGATPPIIRLSSGFVTSLVFLDSSGA30 
fCmK-R.gr1ih VQLEPGATPTVIRLAEGYVTTLAFLDSTGQ30 
icmK-P.sa/ VGLKPGGVQPIVRIAKGMITSIVMTDQSGR30 

icmK-L.drac PWPISAYDLGDPGAFNIQWDKTSNTIMIQ 59 
icmK-L.oneu' PWP I AAY DLGDP S S FN I OWDKT S NT LM I Q 59 
icmK-C burn PWP I QAY D LGDP KS FN I QWNKKDNT L L Va 59 
!crnK-R.c. PWPVENYDIGNPQAFNIQWDKKSNLLMIQ 59 

VWPISSYSLGDPAAFNVQWNQASGVLMVQ 59 

Figura 33: Alineamiento mUltiple de secuencias entre Ia proteina putativa 

lcmK de P. salmonis y las proteinas con mayor porcentaje de similitud 

encontradas en el anãlisis con BLASTX (Tabla 18). Alineamiento realizado 

por ClustalW y procesado por Jalview. 

Las amplificaciones con los cebadores degenerados dirigidos hacia icmS e icmF, no tuvieron 

éxito, ya que los productos amplificados una vez secuenciados, no tenhan relaciãn con genes 

dot/icm. 

Previo a Ia obtención de Ia secuenciación parcial del genoma de P. salmonis y con Ia 

finalidad de obtener otros genes relacionados con el aparato de secreción del sistema 

Dot/lcm se realizô un LR-PCR, utilizando una combinaciôn de cebadores dirigidos a dotB, 

ChaP.s e ITS (ver detalles en materiales y métodos). Se Iogra amplificar un producto cercano 

a los 10 kb con los cebadores dotBIlTS (Figura 34-A). El producto fue digerido parcialmente 

con Ia enzima Sau3AI y los fragmentos resultantes fueron subclonados en el vector 

pBluescript SK+ para su secuenciaciôn (Figura 34-B). 
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MK  t 2 MK 1 2
Fgura 34: LR-PCR con cebadores 

r-> dotB/ITS. Gel agarosa al 1%. MK: 

Marcador ADN 1 Kb. Panel A: 1-2:LR-

PCR de P. salmonis. Panel B: 1-2: 

Digestion con Sau3AI. 

A B 

Posterior a Ia secuenciaciôn de los clones y análisis par BLASTX se obtuvo un fragmento de 

410 pb que codifica para una protelna con alto grado de similitud con Ia protemna lcmE del 

sistema Dot/lcm (Tabla 18). 

Tabla 19: Mayores homologlas encontradas par BLASTX al fragmento Sau3Al derivado del 

LR-PCR (dotB/ITS). Las mayores similitudes fueron encontradas con Ia protelna lcmE del 

sistema Dot/lcm. 

GenBank N° Organismo/Protemna % Identidad Valor "e" 

CAA75165.1 Leg/one/Ia pneumophila (lcmE) 45 5E-33 

CBJ 13218.1 Legionella Iongbeachae D-4968 (lcmE) 45 6E-32 

EDP45922.1 Rickettsie/Ia giylli(lcmE) 41 2E-30 

EDR35505.1 Coxiella burneti/RSA (lcmE) 36 1E-30 

Una vez obtenida Ia identidad de Ia secuencia proveniente de Ia digestion Sau3Al del LR-

PCR, se seleccionaron las 4 secuencias con mayor porcentaje de similitud para Ia realizaciãn 

del alineamiento mOltiple de secuencias con ClustalW (Figura 35). Demostrando que existe 

un alto grado de conservación entre Ia protelna putativa lcmE de P. salmonis con Ia de otros 

organismos cercanos filogeneticamente. 
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--OKMVITFNTMSIPGEKTISISAyAIDpNTApTALSSRTNHHYM45 
!C.TE-LJoPb --NKMVITFNTMSIPGAPKTISISAyAIDpNJARTALSSKJNNHyLM45 
IcmE-Psai --DKIVISFDHMSLPALDHSISIKAYAINATTAONALASDVDNHyLL 45 
/cmE-R.g.i.1'i OGOKIILSFNTITIPHLSKSVAINTVAtDENTARTMsSDTNNHyW1. 47 
!cmFC.bu'rt,i -DKKV(LKFNlLNVPSFDHTFGlNAVAIDPDTARTAIAKSVNSHyLj 46 

/cmE-L.onevmc RGSLFASSFLOGFGNAFOSANTT IT I GGTGGGNN I TVANG - VGRST 91 
/cmE-L.iongb RGSLFASSFEGIGNAFOSANTTVTIGGTGTGNNVTIANGVGRST 91 
IcmE-P.a/ RYGGIFASFLOGFGNAFOSANTTIT IGGTGGGNNITVANG-VGRST 91 
icrnE-R.gr!!i RYGTLFASAFLOGYGOSFLI3YGN -----NYSGAVVIP4PSNOPIDISP 89 
'cE.C.burnefi RGSLFtSAFLSGLS0GII0SGS ------ TEDCFFGICHROYSKLNTB7 

cE-Lpnewro LENAVIG-LATVGKAWSQOAOQIFNTPTTVEVYSGTGLGILFTQDv. 136 
,cmE-Liongb IENAVIA-I.AOVGKTWGQOAOVIFNTPPTVEVYSGTPVGVLFTODVK 13/ 
!cmE-10.3a! LENAVIGLATVGKWSQOAO0LFNTPTTVEVYSGTGLGILFTQDV 136 

RORVFVG-LGQVGEOYASALRNVFNJPPTVKIYSGTPMGILFLSDL 134 
AQYIALG-MGNVGEQATVMGNNFNRApTIRvpGGTGIG[LFMsDI - 132 

Figura 35: Alineamiento mUltiple de secuencias entre Ia proteina putativa IcmE 

de P. salmon/s y las proteinas con mayor porcentaje de similitud encontradas en 

el análisis BLASTX (Tabla 19). Alineamiento realizado por ClustaiW y procesado 

par Jalview. La intensidad de los colores indica el grado de conservaci6n de los 

aminoácidos. 

Una vez obtenidos los resultados de Ia secuenciación parcial del genoma de Ia bacteria, se 

realizO Ia bUsqueda de los genes del sistema Dot/lcm en el análisis efectuado par RAST. En 

el c0nt1g00229 (2335 pb) RAST realizO Ia predicciôn de un ORF relacionado con el sistema 

Dot/lcm, especificamente el gen dotA, que codifica para Ia protelna Ia protelna globular de 

membrana externa DotA. El contig fue sometido al análisis con FgenesB y posteriormente, a 

BLASTX y BLASP, corn probando que el gen encontrado en ese contig tiene un porcentaje de 

similitud a dotA (Tabla 20). 

Tabla 20: Mayores homologlas encontradas par BLASTX al gen putativo dotA predicho par 

RAST. Las mayores similitudes fueron con la protelna DotA del sistema Dot/lcm. 

GenBank N° Organismo/Protemna % Identidad Valor "e" 

EHL29908.1 Leg/one/Ia drancourt//LLAP12 (DotA) 33 1E-24 

ABX79068. 1 Coxiella burnetii RSA (DotA) 31 1 E-24 

AAP75479.1 Leg/one//a pneumophila (DotA) 29 2E-22 

EDP46828.1 Rickettsiella gyIIi (DotA) 27 3E-20 

Las secuencias con mayor porcentaje de similitud a DotA de P. salmon/s fueron utilizadas 

para un alineamiento multiple con el programa ClustaiW, mostrando que el grado de 

conservación de ésta, entre los diferentes organismos no es muy alto y ademas, aparecieron 
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varios "gaps' en el alineamiento, lo que se corresponde con el resultado donde el porcentaje 

de similitud con P. salmonis es relativamente bajo (Figura 36). 

f4-Ldran 1-MSLAMPIAMAWVGVMVSIGFTTAYVIPILPyMIFTFGALGWIMsvIfAMvAApI 54 
DM-Lpr,eirro,- 1-.-.. MPIIMAWIGTMVSIGFVTAYYU'VLPYMIITIGSFAWLIAVIEAMVAAF'I 50 
£'o.4-Cburnel,, 4 IKPLLMVVAVGIWG -- --TGFVLAYYVPIYPYMLVTIGVIGWI IVVUEAMVAAP1 54 
OM-PgrjI!i 39 IGILGAAVAfGISGVVSIGSISYYVPIIPFFtT1GAITW1AvVLfAvLAAp1s3 

1MSAWIPIA(VVLGSLlTAASFVVMMPIIPYFtfWAGTJVWAISIL[GIVAApL 55 

D'tA-Ldran 55VAIGVTHPGItDAFGKGEAAIMPINVfLRpSMMIIGyIAAIALsyvGvwILNsG 109 
Do:A-L.pnewrop 51VALGVTHPGNEAFGKGEFAIMIIVNVFIRPSLMIlGYIAAIAISyVGVWtLN4G 105 
DoZ4-C.burn&,, 55 IAFGTHPEGHDFLGEAKOGGMLILGV1IRpvLUVVGLIAGMILsyvALRIvvyT 109 
Dot-R9r1I1j 94 VALGITHP€GHOFLGKAEOSIMLIASVFLRPMLMVIGL I FGI ILSYVALSVFNRG 148 
DotA-P-aJ 56VALALVYP€GHEILGHGSPAIKIALNIIFRPVtMVIGVIAAMATYVLIrYSAOG 110 

EoA-Ldran 110 FD - TAIGFVO - -GOC3RSAAMWASDLPSGS- -GGYSUWAGIYAFFFSILTYTTMV 158 
O4-Lpieu"op 106[O-HAISVIOSQQGKDTSGKGWTGDYOSTALEGGYTGWAGVYA[FFSILIYTsMY 159 
OotA-Cbtdmet.. 110 FSGLAVDIFANTPSSGPASGSIIMSNSMATAGSVjGA(VSLMVFPLVLIIFTMLV 164 
DotA.P9cylli I49IA-IAVOILTEYN ------------------ ---GDLISIIYOLAMMAIYTAAI 180 
DotA-P,",' 111 1LVAI'LILNNFS ---------------------ASGNVNGIVSCfLIIYASFM 144 

Do14-Ldrar, 159VIVOKSIILISVLpflKVLRWIGGNp[STGOFSAQWAG0VOEGAATKTGDAQGA212 
Qo1A-Lprie,mop I60LIIVOKAfTLIAI1LPDKVLRWIGGsPESFGoETMoWGEEAKGyGAEKApGoKGA214 
DotA.Ob,.r!'t.. 165 VVVTTOSFSIIFALPDNVMIIWIGIPGORSEYDRMATQLESKVGFASSTGRSGG. 217 
Ct4-Rgr,.i. 181 IAIVNRSIAMIYFVPNKVLRWIG6POESGHE(SMIOSIRGQIiFNDAITTGOQASK 235 

145MMAFSKCISVIYIIPDKVFDWIGASAGHRAGAEEVQOLOGKA.GMGsOAGoSMGS 198 

Figura 36: Alineamiento mUltiple de secuencias entre Ia proteina putativa DatA de P. 

salmonis y las proteinas con mayor porcentaje de similitud encontradas por BLASTX 

(Tabla 20). Alineamiento realizado por ClustalW y procesado por Jalview, donde el grado 

de conservaciOn de los aminoácidos está representado por Ia intensidad de colores. 

Adicionalmente, el análisis realizado por RAST determinó en tres contigs de tamaño no 

superior a los 1500 pb Ia presencia de los genes dotB, icmK e /cmE, lo que corroboró los 

resultados anteriormente obtenidos con Ia estrategia de amplificación con cebadores 

degenerados y con LR-PCR, además de entregar la secuencia completa para cada uno de 

los genes antes mencionados. Los productos de los ORFs correspondientes a los genes 

dotB, icmK e icmE fueron sometidos un análisis con el algoritmo BLASTP, con Ia finalidad de 

confirmar que las proteinas codificadas por esos ORFs tuevieran relación con el sistema 

Dotllcm. Una vez comprobada Ia identidad de las tres proteinas éstas fueron alineadas con 

proteinas con mayor porcentaje de identidad obtenidas del análisis con BLASTP (Figura 37). 

Además, el análisis con BLASTP de Ia protelna DotB de P. salmonis reveló ésta contiene 

dominios conservados con proteinas de Ia familia P-loop NTPases, especificamente los 

motivos Walker A y B, (sitios de union a ATP), representados por las secuencias 

GATGSGKS y LILVGE respectivamente, las que se encuentran altameñte conservados con 

sus homologos en otros organismos, los que se encuentran señalados con asteriscos en Ia 

Figura 37-A. Por otro lado, se logrO determinar que Ia protelna IcmE de P. salmonis contiene 

dominios conservados con Ia protelna de conjugación Trbl, similar a su homologa en L. 

104 



pnemumophlla, Ia que contiene similitud de secuencias con la protelna Trbl codificada en al 

plásmido RK2 IncP (Figura 37-C). 

Lp'e''ua MIILPDIIIIEA I AP;.)Er,IVFITGATGSGkSTLLI IPELIET0DSIIRVVLTYE0EEFYDEIETISAovsQsEIpHLprw1T 

LDLPAIVDAIAPCfEGVV'YVT0ATGSG:STLL.I IPELAEAPDSHPLT1EFIEYVYD0LTTFTA0V0QSEIPRF4LIISF1 
ISQSEIPPHLPSFI07 

MDLD0GLYESLIVP0GVVVISGATGSDSTLLASLI ASFLI IDSHLf I LTYEOF EYI YDIIVDI- VSS,,'SOSE PI-4LF8F82 

Lpr&:'ohia 
0Djrei: A&VR.NALPPPHLVGEAPDIIETI0AYLEAA.LTGHP, TTLHS&VAETIPRLV0.;FFAEEPIGPTIDI IETLRLI IR18 

a -o°s AGVNALPPF FIOL I LVGE-FiDI PTLEAv IEASLTGHPV1TTHS1IGVVDSFRP.MVIILF..AEEp0: LYOLIETVRV I I1L164 

neJropt?a LVPTVD[FPJALIREYLVFDEEVPDI LLEGDPIlE/TSATRI LVPUI GOLMTtDI MKFEOGI ISEPV1KL I I .AGAI  E iCC- - 263 
b:m; LVPSVDGI P'ALFEFLVFIEEIPDLLLD0DFE0ITA'RPLVEHGOPM0./DVE<FIGGLISEPLYVIL.3,A0[ ------  

LVPSLDC RI LFEFLVFD0TLRDHLLD LETMSATTRRLLIJDYGOPM00D,CPKFDGLISEPVFF1PLMU TIIILODO - 219 
a'onfs LVPTITOTP,TVIEEYLVITDDII DCLYRSTAEIIMT:ALF<DILFI FGRPLTEDIQLKLDAGVITEHTAPFYILTPIIGOEMEM 45 

CT)CQ2.: MTH3LYPLSREQ I/LP0M0)TE rAl A3TFDTPPF ETATSOF- VI-IL5PG3TPV IP.LACGF' SSLVFLDSTG.P9W ISA OLD 199 
mopa MTPNLYFLIIPEOVVI LF SI YET9E Al AATPGTPPI- PTTS0E- VrILSPG -9TPPVIRL00GFVSSLVFLDSTGP?P I AA DLG 83 

MTS-MLPMSPEO II PLPALF1K)T0AAATTPGTPPRPT 6.9SF - V0LEPGTFTVIPLEGYVTTLAFLDSTGSPPVEII DIG 148 
TI RNMMP LSPDQ I F'TLH r LFD0300AAAirPGFPI'PTS S -.. I - VI-IL0PGATFP RL - GFVT.9LvFLDsSGP9P I CA OLD 183 

-1a!mon.- Mk IJNIJFPLSPEO I HOSI- DL(OV0F I AEAFAGS.PSES06S II FVGL poo;or I RI l GM I IS I VMTD0SGFvW I 36 ILG 94 

.dra'rcoirr1 DPGF1.JI)fiDF TSNT IMIQALI LYFIrGIILAFLRGLIITPVMLTL IPDQl'VDYFDLRV0GrGFIIAI JMPMEEGIPFSASELLL 183 
L.p.e,-mop.5.a DPSSFNIOVDF TSNTLMIOAfl LVII GNLAVPLRGLIITPVMLTL FGQI.AIDYF:VDLRVQGrGP1IAI- SMFTEEGIPPSAI-IDLLL 167 

rIP03Fi4I1'DlH SIJLLMIOATSLYII:GNLAVSLPHLETPVMVTL SGQK.A./DVP2DLRI PI3IIGPHAI'ALLGPII- LPORAIIPVLL 231 
0 br3e2- DFF SFNIOS1I1I DI-ITLLVQAL5HV GI4LAVVL)GLDTPVMLTLMPGQRAVDP2DLVPGLGprIA1J- PDLDGLPTESPELL 265 

.sa':rion3 DFFNV II0-SG0LM' DCLI -  CYG0I-1I G I LL6GLD7PVMLSL -2LGQK6AOYLD, IRVOG OSESE- - - AI-IALOTOHAPAML I 165 

Lcirarrcorrtii HVLOGVPPPGSI RLAVSGGDAPAWJ .OIJDPMYVFIIILTI LSPGLSMTSA- DGTHA EMOI'SF V LLV-SS-HGF VMOLF VEGL- - 353 
Spnr'rophYa HVLEGVPPPGSPPL2VSGGDARAWLSIJEI- MYVRTIILT I L$PGWLASMTSA- -DGTHA EM0 SPVLLVSVHGIVMQL VEOL- - 

FIVLEGVPFPI- 1IVLI VSGGLAOAWLMDIIHLYLPTFLTL lSPA%I ASMSSE- - DGMSA EMFO T P L  I LOFE0000 I CLI -  I EGF - 311 
2 bcirs:; IIVLIJGVPPSIISI- PLT TGGDC-OL I IGH I FLRTPLTVL$PG.9I -:VTMPSA. DGTHA ELOTTPVVLASCPGOLVI- LMIEGL- - 345 

a ThV orr 0LLIIGIPPOG-1-  ELS VDDGAV0V?S 6001-  1LMLTGTLISPOiSGP06ST0FAVLNAOLT3TP9LLVSMIJGV1-p0VTv3D55C 249 

Lpreo h a SE IoaPT9DMLTAAToLvoDVl OVETQ2YTEG- TEETI- TSGGE-SAVPGTGTGTGSI-JI-I0P-DSGAv-3ACrIoA I IKTGD IMFAVLOT5 98 
L -orc9e Cl IQI IDMLIAIILLIIE91 G.ATQSYSEGIiIITEF3ATGAVASEGTTT0TTTT -----VSrItID.IMIKTGDVLFAVIDTS 95  
C Dr.ryieb DVEOQMQOSMSLQAOI LMG3SIJDSGOAY0VL00P3TTPVGG- r-lVS0O0OG----------- - .-AFPTGPV IKACT IMFAVLDTG88 
Pa'orr MO- SQI- EFI- M0SQL0GMVODDI A5;Q5SV-GQLPA0STTAG0 ------ 000IJ-----------------AIII IEl5SGAI LFAVLDTOS 

0L0EQM0TM3T0A-3oLFTAA3 - FIIQFYVTGIPDVDF I ODGLIITPLAEIGDT ------I FFAVVGTI LYAI LLTA 33 

Lpnero3ir5a VNSDEPG- F I L A T IVIGI LI- G31- L IGSFIJLF3IIADKMV I T F N T M S IPGAEI TI SI 5AYAIDFNYAFTLSRTl-lHHYLMRYO9LFAS184 
L -oabecrae Vr-4SDEFO- P I L.ATI ISGPLlGTkL IGSFIJLPS1I1IKMVI TFI-JTMS IPGAPI TI S I SAYAIDFIITAPTALSSI TI1IIHYLMRYGSLFAS 181 
0o-,o INSDEIi--PILATIVI01-Ll0SVLI0DF3FVD--lFVLLI-FI-ILLIIVPSFDHTFGII-IAVAIDF0TARTAI.I 2 -,I-ISHYLLPVYGSLFAS12: 
Fap:-or3 LNSDOFGTPVMAT II CGlFI6D%LLGSFIRED- - DkLVISFDHMSLFLDHS 1911 AYAIfl 3 TTAQIIALASDvOIJUYLLRYGOLFAS 

VNSDEPG- FVLAE I V0GlIFIcGRLMGTL3IJ0G -- SKI LLSFI-JTLTLPHLSI- SV I ITVA IDEr-ITAFTAL3.sDTI-IIJHM.RyGTLFAs 157 

•reurnopa SFLOGFGII- AFOSAI-ITS T IGGT0GGNI-1ITV1J0VGR3TLEILAV IGLTVGI A9QOA5LFf4TpTTVEv3SGTGLGI LF FcDVTT 269 
-oço&x'ae SFLEGFGII - AFQS - NTT - T IGGTGTGNI1VT I .IIIGVGPSTLEIIAVI ALDVGI TiM3QOAr -.LFNTFFT/EVYSGTPVGVLFT0DVI 1 255 

FLSGLS0GII0SG$TED0FFGI0HR03-SL1I------ TA0iIALGMGIIVGE06TVMI3TINFNRAFTIPVPGGTGIGLLFMSDITL :52 
a'cr EL0GFGE i FSDTSSSLCIIGSTTS, I TSD0T3TE0TSI- I V1SGLG0VGTTLG00AY9EFl4FpPT'vTLII00;GM0I LFIISDVI- A - 38 

FLS0YG0S.FLDiGNIISGAV IIJPSN0P IDLS - --V PP.QPVF'GLGcVGE0Y3-LFII - -- FNTPF- TVI I Y1GTPMGI LFLSDLSA 248 

Fiqura 37: Alineamiento mUltiple de secuencias de las proteinas DotB, lcmK e lcmE de P. 

salmonis, obtenidas de Ia secuenciaciOn del genoma de Ia bacteria, y las proteinas con mayor 

porcentaje de similitud encontradas por BLASTP. A: alineamiento DotB, donde los asteriscos 

negros y rojos indican los motivos Walker A y B respectivamente, B: alineamiento lcmK, C: 

Alineamiento lcmE. Los alineamientos fueron realizados por ClustalW y procesados con 

Jalview, la conservación de los aminoãcidos está representada por la intensidad de colores. 

A 

C 
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Los resultados obtenidos, tanto par LR-PCR, coma at usar cebadores degenerados y al 

analizar las secuencias del genoma de P. salmonis, indican que Ia bacteria contiene al 

menos los genes más relevantes del sistema Dotllcm. 

7.2.5 Genes de los sistemas de secreciOn Tipo V y VI (SSTV, SSTVI): 

Debida a algunos inconvenientes en el diseña de cebadares degenerados para estas dos 

sistemas, especialmente para el SSTVI, se optó par realizar Ia büsqueda de estas genes en 

las secuencias del genoma de P. salmonis analizadas par RAST. Al realizar Ia bUsqueda en 

los diferentes contigs no se hallaron genes que tuvieran relación a similitud con estos dos 

sistemas de secreción. A pesar de ésto, se seleccionaron algunos contigs de tamaño inferior 

a 600 pb, en los que RAST no habla encontrado similitud can algUn otro gen en su base de 

datos a que no habia determinado algUn ORF en ellos. 

Los contigs seleccionados fueron posteriarmente analizados pos BLASTN y BLASTX, en 

donde se vio que algunos si contenlan ORFs putativas, mostrando una posible secuencia 

aminoacidica relacianada a ellos, pero no se encontró genes que tuvieran similitud a alguna 

relación el aparato estructural a efectores secretados par las SSTV y SSTVI. Pudiendo 

señalar que estas sistemas no estân contenidos en el genoma de P. salmonis. 

En el caso del SSTVII, no se realizô büsqueda de genes homologas, ya que éste ha sido 

descrito sOlo en organismos Gram-positivos y en bacterias del genera Mycobacterium. 

7.3 EVALUACION DE LA EXPRESION DE LOS GENES DE SECRECIONNIRULENCIA EN 

P. SALMONIS 

Con el propOsita de determinar si las diferentes genes de secreción y de virulencia 

encontrados en el genoma de P. salmonis se encuentran transcripcionalmente activos, se 

realizaron ensayos de RT-PCR convencional y de QRT-PCR, demostrando asi su estado 

transcripcional en diferentes condicianes de crecimiento de Ia bacteria. 
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7.3.1 EXPRESION DE LOS GENES DEL SSTI 

La expresión de los genes HIyD, To/C y h/yA (a-hemolisina) fue efectuada par RT-PCR 

convencional, en una cinética de infeccián en Ia Ilnea celular RTSI 1 (24, 48 y 72 horas post-

infección). Coma control se utilizO ARN extraldo de bacterias crecidas en medio lIquido, para 

determinar si Ia expresión de estos genes es constitutiva. 

La Figura 38, muestra Ia expresión del gen To/C (proteina de membrana externa o porina), 

observándose un alto nivel de expresión incluso al haber utilizado coma templado una 

dilución del ADNc. Durante Ia infección en Ia lmnea celular se observa un aumento en Ia 

intensidad de Ia banda en el gel a medida que aumenta el tiempo. 

Figura 38: RT-PCR para el gen de Ia porina TalC del SSTI. Gel agarosa 1%. MK: Marcador ADN 100 

pb, I y 2: ADNc proveniente de cultivo liquido, No diluido y diluciôn 1:10, respectivamente; 3 y 4: ADNc 

RTS11 infectadas 24 hrs, no diluido y dilucián 1:10, respectivamente; 5 y 6: ADNc RTS11 infectadas 48 

hrs, No diluido y diluciôn 1:10, respectivamente; 7 y 8: ADNc RTS11 infectadas 72 hrs, no diluido y 

dilución 1:10, respectivamente; C+: Control positivo (ADN P. salmonis); C-: Control negativo. 

Para los genes hlyD y hlyA, (Figura 39) los resultados fueron semejantes, visualizándose el 

mismo efecto de aumento en intensidad de Ia amplificación a medida que avanzaba el 

tiempo en la cinética de infección. La amplificación de H/yD se observa claramente menor 

que para los otros dos genes. 
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Figura 39: RT-PCR para los genes de las proteinas HlyD y HlyA del SSTI. Gel agarosa 1%. 

A: RT-PCR HlyD; B: RT-PCR HlyA (a-hemolisina). MK: Marcador ADN 100 pb; I y 2: ADNc 

cultivo liquido, no diluido y dilución 1:10, respectivamente; 3 y 4: ADNc RTS11 infectadas 24 

his, no diluido y diluciOn 1:10, respectivamente; 5 y 6: ADNc RTS11 infectadas 48 hrs, no 

diluido y dilución 1:10, respectivamente; 7 y 8: ADNc RTS11 infectadas 72 his, no diluido y 

diluciôn 1:10, respectivamente; C+: Control positivo PCR (ADN P. salmonis); C-: Blanco 

(control negativo PCR). 

7.3.2 EXPRESION DEL LOS GENES DOT/ICM(SSTIV) 

La expresión de los genes del SSTIV fue realizada par QRT-PCR utilizando cuantificación 

absoluta de Ia expresión génica. Los genes fueron evaluados en diferentes condiciones de 

crecimiento de Ia bacteria. 

A) Cinética de infecciOn en las lineas celulares 

Se realizó una cinética en las lineas celulares RTS11 y Sf21 a tiempos tempranos de 

infección (24, 48 y 72 horas), debido a que estos genes deberIan comenzar a expresarse al 

inicia de Ia infecciOn, coma también determinar si es detectable Ia expresión de éstos. Se 

utilizó como control de Ia transcripción bacteriana a Ia region espaciadora del operón 

ribosomal (ITS). La Figura 40 muestra los niveles de expresión de los 4 genes del sistema 

Dot/lcm (dotB, IcmE, icmK y dotA) en las condiciones antes descritas. Hay una tendencia al 

aumento de Ia expresión a medida que aumenta el tiempo en Ia cinética de infeccián. 

Además, se observa que el nümero de copias del mensaje para los 4 genes es superior en Ia 

Ilnea celular Sf21. Adicionalmente, en los 4 genes se observa una clara disminución de su 

transcripción a las 72 horas post-infecciôn. La mayor expresión de los 4 genes se pudo 

observar a las 48 horas post-infecciOn en ambas lineas celulares, existiendo casi 1 logaritmo 
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de diferencia con Ia cantidad de transcrito observada en los otros tiempos tiempos de Ia 

cinética 

Expresión dotB durante infección Expresión icmKdurante infección A B 
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Figura 40: Cuantificación de Ia expresión (transcripciôn) de los genes del SSTIV durante una 

cinética de infecciOn in vitro (Dotllcm). Se observa una tendencia a disminuir Ia expresiOn a 72 

horas post-infección. 

A: Expresion de dotB; B: expresiOn de icmK; C: expresión IcmE; D: expresión de dotA. 

Por otro lado, Ia transcripción del ITS fue aumentando en el tiempo, siendo mucho mayor a 

las 72 horas horas post-infección. Este hecho se debe a que el nUmero de bacterias va 

aumentando en el tiempo, ya que se han podido multiplicar en las lmneas celulares, indicando 
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que Ia infecciãn fue productiva, además demuestra que Ia transcripciOn en general no se ha 

visto alterada durante los tiempos iniciales de Ia infección (Figura 41). 

Transcripción ITS 
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Figura 41: Niveles de transcripciôn 

del ITS (operOn ribosomal) durante 

una cinética de infección en las 

lineas celulares RTS11 y Sf21. 

Los niveles de trañscrito aumentan 

en el tiempo, indicando que las 

bacterias están en multiplicaciOn. 

B) Expresión de los genes dotlicm en medio liguido 

Con Ia finalidad de determinar silos genes dot//cm son expresados constitutivamente por P. 

salmonis se realizó Ia cuantificaciôn de Ia expresiOn de éstos durante una cinética de 

crecimiento en medio MCi (2, 4, 6, 24 horas) con pH 7,0, temperatur y agitaciOn óptimas 

para el crecimiento de Ia bacteria. En paralelo, se evaluó el efecto de dos distintos pHs 

ácidos (4,0 y 5,0) en Ia expresión de estos genes, utilizando los rnismos tiempos de 

incubación ya descritos para el pH 7,0. Esta cinética de expresión en p1-I ácido podria 

simular el efecto que ocurre durante Ia fusion fagosoma-lisosoma en los macrofagos en Ia 

infección in vivo. De esta forma, se logró comparar el comportamiento de los genes dot//cm 

estos dos pHs ácidos con el crecimiento a pH Optima (pH 7,0). 

En las Figuras 42, 43, 44 y 45 se observa claramente una tendencia a Ia sobreexpresion de 

los genes dot//cm a pH ácido, en especial en el pH 4,0. Se pudo determinar que el nümero 

de copias del transcrito de estos genes es Superior en 2 logaritmos a pH 4,0 que a pH 7,0 y 

en 1 logaritmo a pH 5,5 que a pH 7,0. La inducciOn de Ia expresión de los genes dot/icm se 

dispara a las dos horas de incubaciOn con pH ácido, y paulatinamente comienza a disminuir 
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a medida que el tiempo avanza en las cinéticas de crecimiento, aunque siempre fue mayor a 

pH ácido. 

Expresión dotB a diferentespHs 
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Fiqura 42: QRT-PCR de la expresión del gen dotB de P. sa/monis durante el 

crecimiento de la bacteria a diferentes pH. La expresión de dotB a pH 4,0 está del 

orden de 106  Un logaritmo más que a pH 7,0. 
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Fiqura 43: QRT-PCR de Ia expresión del gen icmK de P. salmonis durarite el 

crecimiento de la bacteria a diferentes pH. El nUmero de copias del transcrito 

de icmK a 2 horas de crecimiento supera en 2 logaritmos al mismo tiempo de 

incubaciôn a pH 70. 
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Fiqura 44: QRT-PCR de Ia expresión del gen icmE de P. salmonis 

durante Ia cinética de crecimiento a diferentes pHs. La expresiôn de este 

gen a pH 4,0 es superior 2 Iogaritmos que a pH 7,0 en todos los tiempos 

de incubación. 

Figura 45: QRT-PCR de la expresión del gen dotA de P. salmonis 

durante Ia cinética de crecirriiento a diferentes pHs. La 

sobreexpresión de dotA sigue eI mismo patron de los demás 

genes, existiendo una inducciOn marcada a las 2 horas de 

incubación a oHs ácidos nara lueao ir disminuvendo en el tiemno. 

112 



En este caso Ia secuencia del ITS también fue utilizada para monitorear Ia expresión general 

de genes en P. salmon/s al realizar el crecimiento en diferentes pH. Se observó claramente 

que Ia expresión de este marcador fue mucho más alta a pH neutro que ácidos, aunque 

están dentro del mismo rango de logaritmo (108)  (Figura 46). Además a pH 4,0 Ia expresiOn 

es mucho menor que con las otras condiciones, bajarido un logaritmo (10) a partir de las 4 

horas de incubación en esa condiciôn. 
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Figura 46: QRT-PCR de la transcripción de Ia region ITS del operOn 

ribosomal de P. salmonis durante Ia cinética de crecimiento a diferentes 

pHs. Se observa una tendencia a disminuir Ia transcripciOn de este 

macrador a pH ácido a medida que avanza el tiempo de crecimiento en 

esas condiciones, en comparaciOn con pH neutro. 

Los resultados obtenidos demuestran que los genes del sistema Dotllcm de P. salmon/s 

están transcripcionalmente activos y que además parecen tener una expresión constitutiva 

en diferentes condiciones de crecimiento de Ia bacteria, ya sea durante el crecimiento en 

lineas celulares (infección) como en medios libres de células. Además, se observá que 

ciertas condiciones ambientales podrian gatillar una sobreexpresión de éstos, como ocurrió 

para el pH ácido, que mostró un nivel de expresiOrl mucho mayor que a pH neutro. 
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7.3.3 EXPRESIóN GENES FLAGELARES 

P. salmonis es cansiderado un organismo inmOvil, par ese mativa Ia existencia de un set de 

genes relacianados con Ia biosintesis flagelar padria refutar aquella tearia. Can la finalidad 

de determinar silas genes flagelares están transcripcianalmente activas se realizó un ensaya 

de RT-PCR. Para ella se seleccionaran 3 genes impartantes en la cascada incial de 

expresión de genes flagelares: firA (activadar a-' dependiente), fliA (28) 
 y flhF (gen 

reguladar). La expresián fue evaluada durante el crecimienta de Ia bacteria en media MCi a 

24 haras de haber realizada el inócula, utilizanda el gen de ChaP.s cama cantral 

transcripcianal de Ia bacteria. Camo se puede ver en Ia figura 47, Ia expresión del gen firA es 

baja en camparación can fliA, e inclusa en el segundo cultivo Ia amplificación par RT-PCR es 

casi imperceptible, Ia que indicaria que si transcripciôn es baja al menas en esa candición de 

crecimienta. Para fliA l a expresión detectada par RT-PCR es alta en ambas cultivas 

MK 10 11 12 C- 

Fiqura 47: RT-PCR de genes reguladores de Ia de a cascada de expresiôn flagelar. 

MK: Marcador DNA 10 Kb.1: firA cultivo 1; 2: firA cultivo 2; 3: PCR de firA desde DNA de P. 

salmonis (C+); 4: fliA a28  cultivo 1; 5: fliA a28  cultivo 2; 6: PCR fliA a28  desde DNA de P. 

salmonis;7: f/hF cultivo 1; 8: f/hF cultivo 2; 9: PCR flhF desde DNA de P. salmonis; 10: ChaP.s 

cultivo 1; 11: ChaP.s cultivo 2; 12: PCR ChaP.s desde DNA de P. salmonis; C-: Blanco (Control 

negativo de PCR). 
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7.4 GENERACION DE ORGANISMOS KNOCK OUT PARA EVALUAR IMPORTANCIA DE 

GENES DEL SSTIV EN LA PATOGENICIDAD 

Con la finalidad de determinar Ia importancia de los genes dot//cm en la virulencia y 

patogenicidad de Ia bacteria, se propuso realizar un Knock out de éstos con el sistema 

TargeTronTM (Sigma-Aldrich). 

Para lograr realizar este propásito, en primer lugar se buscó una secuencia promotora propia 

de P. salmonis para asegurar Ia expresión del intrón (Targetron) para que ocurriera Ia 

correcta inserción de éste en los genes blanco. En segundo lugar, se optimizó Ia 

transformación genética de Ia bacteria, proceso que no ha sido descrito hasta Ia actualidad. 

Finalmente, se prueba el sistema de Knock out en Ia bacteria. 

7.4.1 BIJSQUEDA DE SECUENCIAS PROMOTORAS PROPIAS DE P. SALMONIS. 

Se ha descrito para otros patógenos intracelulares facultativos que Ia uti!izaciOn de 

secuencias promotoras propias aunienta considerablemente Ia expresián de genes 

reporteros. For ese motivo es que se comenzó Ia büsqueda de secuencias promotoras 

propias de Ia bacteria. Este objetivo se realizó con anterioridad a Ia secuenciación del 

genoma de Ia bacteria, par tanto se partiO desde cero. Dos técnicas fueron utilzadas para 

lograr este propósito. 

A) PCR RAGE (Rapid Amplification of Genomic Ends) 

Esta técnica, basada en PCR (ver metodologla) se utilizó para encantrar las regiones 

promotoras del gen de Ia proteina ChaP.s (HSP60) y del operón ribosomal (16S-23S). Una 

vez realizada Ia digestión del ADN con las enzimas de restricción seleccionadas y 

poliadenilado el ADN. Se realizó el primer PCR del RAGE con cebadores dirigidos a 

amplificar No arriba del gen de ChaP.s y del 16S. Después del segundo PCR del RAGE se 

obtuvo coma resultado una amplificación con cebadores dirigidos a ChaP .s, pero no con los 

del 16S (Figura 48). La amplificaciOn obtenida del RAGE de ChaP.s fue clonada y enviada a 

secuenciacián. 
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alt urn am 
Figura 48: RAGE2-PCR del 16S y ChaPs. 

Gel agarosa 1%. MK: marcador ADN 100 pb. 

1: RAGE 2 16S. 2: RAGE 2 ChaPs, Ia flecha 

• indica el producto amplificado. 

La secuenciación de los clones obtenidos a partir del RAGE2 de ChaP.s fue analizada por 

BLASTN y arrojO como resultado que se habEa obtenido completo el gen groes (HSPIO) 

(Figura 49), debido a que ambas chaperonas siempre están formando un operón bicistránico, 

pero no se alcanzó a obtener Ia secuencia promotora. 

1, 0 20 30 40 50 

FtuIaren3'1-283 1 - - - - ATGAACATTCGTCCATTACAAOATAGAGTATTAGTTCOTCGTOCAGAAOAAGAAAA 56 
Psa fmonhVI-295 1 ATGAATGAAAATCCGTCCATTACATOACCGCOTTGTAATTCGTCGTCTGGAAOAAGAAAC 60 

70 80 90 100 110 

FtuIrensW1-288 57 AAAATCTGCTGGTOOAATTATCTTAACTOGTAATOCTCAAGAGAAACCTAGCCAAGGTGA 116 
Psa;mon&I-295 61 TACTTCTGCT000000ATCATCTTAACT000A000CACAAGAAAAOCCAAA000TGGTGA 120 

130 140 150 160 170 

EtWarenss'-288 117 GGTTGTTOCTGTTGOTAATOGTAAAAAATTGGATAATOc3C - ACTACGCTACCTATOOATO 175 
P.afmon/1-295 121 AGTOOTTGCTOTAGGTCOTGGTAAAGCOTTGOATAA00000ACTAC - 000000ATTGATG 179 

190 200 210 220 230 

F.tufaren&'1-288 176 TAAAAGTTGGTGATAAAOTOCTGTTTGOTAAATACTCTOGTAOTGAAGTAAAAOTTGGTO 235 
P.&.almonis'1-295 180 TCGCAGTTOGTAOCACTGTATTGTTTGGCCAATATTCAOOCTCAACAGTGAAGATCGPTO 239 

250 260 270 280 290 

FtuIarenW1-288 236 ATOAAACTCTTCTAAT3ATGAGAGAAGAAGATATCAT000TATTATTOCA- - - TAA 288 
P aImarms'1-295 240 000AAGAGTATCAGOTGATOCGTGAAGACGAAATCTTTGCAGTCOTTGAAGATTAA 295 

Figura 49: Alineamiento de Ia secuencia nucleotIdica de GroES de P. salmon/s con 

GroES de F. tularensis (Genbank: CAA67359.1) por ClustalW, se observa un alto grado 

de similitud entre las secuencias. La figura fue procesada con Jalview. 



Una vez obtenida Ia secuencia del gen groES, se procedió a realizar otro RAGE, pero esta 

vez con cebadores diseñados sobre Ia secuencia del gen de Ia HSP10. Se logró amplificar 

un producto de aproximadamente 500 pb. El clonamiento y secuenciación de esta secuencia 

con BLASTN, contenIa 100 nucleótidos del extremo amino del gen groES y 400 más rio 

arriba del gen. Los 400 pb rio arriba del ATG fueron analizados con Bprom (Softberry), lo que 

demostró que esa region correspondIa a Ia secuencia promotora del operón groES-ChaP.s 

(Figura 50). 

GroES ChaRs 

/ 
ACTT .:T:-:PrTCT?CAAGT ;:T;T ;TTAATC-CCTGAAGCTTTTT1AGTCCATTAATCAAGGCGAGTGCOTTGTCATCTTTTA.:..:;AATGAATG 

-35 -10 
. Shine-Dalgarno 

Fiqura 50: Esquema de Ia organizaciôn de operón groES-ChaP.s. 

La flecha roja indica al gen groES y Ia azul a ChaPs. Rio arriba de groES se indica parte de la 

region promotora, resaltando las secuencias -10, -35 y Shine-Dalgarno (RBS o sitlo de union al 

ribosoma). 

B) Librerla qenómica de P. salmonis 

La segunda estrategia utilizada fue Ia construcción de una librerla genómica de P. salmonis 

utilizando ADN cromosomal parcialmente digerido con Ia enzima Sau3AI, fragmentos que 

posteriormente fueron clonados en el vector pBluescript SK+. 

De las secuencias analizadas por BLASTN y BLASTX, se seleccioná una de 992 pb que 

contenia dos ORFs putativos. Al determinar Ia identidad de éstos se comprobó que 

correspondian a un operón que estaba formado por éstos dos genes. Después de analizar el 

producto clonado con FgenesB, se comprobO que el primer gen tenIa 228 pb (ORF1) y el 

segundo 408 pb (ORF2). Las secuencias de proteina putativa entregada por FgenesB de 
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cada uno de los ORE fueron sometidas a un análisis con BLASTP, logrando identificar que el 

ORF1 codifica para Ia proteina VapB (antitoxina) y el ORF2 para VapC (toxina), ambas 

forman parte del sistema toxina-antitoxina (TA) bacteriano VapBC, cuya función es participar 

en Ia muerte celular programada en bacterias o en Ia formación de células persistentes 

(Gômez etal., 2011). Mediante el uso de Bprom rio arriba del gen vapB se logro determinar 

Ia region promotora de operOn bicistrOnico TA vapBC, que comparte varias caracteristicas 

con las regiones promotoras de otros sistemas de Ia misma familia, como es el caso de un 

par de secuencias repetidas irivertidas (IRs) entre las regiones -10 y -35 (Figura 51). 

Anti toxina Toxina 
35 aa 

Secuencias rc:petidas 
if 
invertdas 

AATATTGCCAAAGTATATAcAATAT.kGTATATAcTTACAGGTGTAATGTGAA.GGAGGATGTATG 
-35 -10 (tata Box) Shine-Dalgarno 

Figura 51: Representaciôn esquemática de Ia organizaciOn del operón TA VapBC de P. salmonis. 

En rojo está representado el gen de Ia antitoxina VapB y en azul el della toxina VapC. Rio arriba de vapB 

se encuentra Ia region promotora. Subrayada está el Shine-Dalgarno y las regiones -10 y -35. Los 

cuadros rojos indican las regiones repetidas invertidas. 

7.4.2 TRANSFORMACION DE P. SALMON/S 

Con Ia fin de lograr el Knock out de los genes de secreciOn, se realizaron diferentes pruebas 

para lograr Ia incorporaciOn de material genético exógeno a P. salmonis. 

• En primer lugar, se realizO Ia construcciOn de dos vectores que contuvieran como gen 

reportero cat (resistencia al antibiótico Cloranfenicol) bajo Ia regulaciOn de Ia regiOn 

promotora del operOn groES-ChaP.s, generando de esta forma un cassette de expresiOn 

para Ia transformaciOn de P. salmonis con una secuencia promotora endOgena de Ia 

bacteria. Los vectores utilizados para Ia inserciOn del cassette fueron pCU18 y pCR2.1 

TOPO TA. Los nuevos vectores (pCU18/GroES-ChaPs+cat y pCR2.1 TOPO/GroES- 
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ChaPs+cat) fueron utilizados para realizar diferentes experiencias de transformacián en P. 

salmonis. 

Se Ilevaron a cabo 4 técnicas de transformaciOn para lograr incorporar los p!ásmidos en Ia 

bacteria, estas incluyeron: biobalistica, la electroporaciOn, quimiotransformaciOn y 

Co njugaciOn. 

Biobalistica 

Para Ia biobalistica se utilizaron dos plásmidos, los que fueron adheridos a partIculas de 

tungsteno MS tal como fue descrito en materiales y métodos. Los proyectiles de 

tungsteno/plâsmido fueron lanzados a 1100 psi de presiOn y a 6 cm de distancia de Ia zona 

de lanzamiento de las particulas. Después de 48 horas de incubaciOn de las bacterias 

bombardeadas, éstas fueron traspasadas a placas con el agente de selecciOn (Cloranfenicol 

5 pg/mI). Las placas fueron incubadas hasta 1 mes pero no obtuvieron colonias 

transformantes, a pesar que los controles bombardeados con tungsteno y sembrados en 

placas sin agente de selecciôn crecieron normalmente. La experiencia fue repetida en 4 

oportunidades sin lograr resultados positivos de transformacián. 

Electroporación 

Para Ia electroporaciôn se utilizaron dos protocolos diferentes. 

El primero de ellos, descrito para L. pneumophila y C. burnetii, utilizaba sacarosa 0.5 M para 

Ia generaciOn de células. Se utilizO 3 pg de cada plásmido para realizar Ia electroporación, 

con las condiciones descritas en Ia metodologia. Después de 4 o 6 horas de incubaciOn de 

las células electroporadas en medio MCi a 100 rpm de agitación y a 23°C, las bacterias 

fueron sembradas en placas de agar sangre en presencia del maracdor de selección 

Cloranfenicol. Las placas fueron incubadas hasta 1 mes pero no se obtuvieron 

transformantes. 

El segundo protocolo de transformacibn utilizado fue aquel descrito para bacterias del género 

Vibrio, utilizando un buffer con 272 mM de sacarosa y 2 mM de MgCl2  para Ia producciôn de 



las células electrocompetentes. Las células fueron electroporadas en las condiciones antes 

descritas, posterior a Ia incubaciOn en medio MCi sin antibiOtico, se sembraron en placas 

con el antibiOtico Cloranfenicol. Las células fueron incubadas hasta 1 mes a 23°C pero no se 

observaron transformantes. 

Quimiotransformación 

Para Ia quimiotransformaciOn, las células competentes fueron procesadas con 0,1 M de 

CaCl2, MgCl2  y FeCl2. Se utilizO 1 pg de cada plásmido para Ia transformaciOn que fue 

realizada de acuerdo a lo descrito en materiales y métodos. Despu(?s del shock de 

temperatura las células fueron incubadas en medio MCi por 4 o 12 horas para ser 

posteriormente sembradas en placas de agar sangre en presencia de Cloranfenicol. Las 

placas fueron incubadas hasta 1 mes a 23°C pero una vez mas, no se observaron colonias 

transformantes. 

Coniuqación 

Para Ia conjugaciOn se utilizO sOlo el plâsmido pCU18, sin Ia presencia del cassette 

groESlChaP.s+cat, pero con la region de movilidad (genes Tra) del plásmido pRP4 

(pCU18+MOB), con Ia finalidad de asegurar Ia transferencia del vector desde Ia cepa 

donadora. La conjugaciOn con pCU18 fue ensayada en F. tularensis con éxito, por tanto, se 

procediO a realizar el protocolo con P. salmonis tal como está descrito en materiales y 

métodos. Como cepa donadora se usa a E. co/i DAPA A-pir. Después de haber realizado el 

procedimiento de transformaciOn, las bacterias conjugantes fueron sembradas en placas de 

agar sangre con Cloranfenicol y en ausencia de DAPA, incubando por 3 semanas las placas 

a 23°C. Tal como se vio anteriormente con los otros protocolos, no se logrO el crecimiento de 

colonias transformantes. 
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7.4.3 KNOCK OUT DEL GEN DE CHAP.S DE P. SALMONIS EN E. COL.! 

Debido a que no fue posible Ia transformaciôn de P. salmonis con las 4 técnicas ensayadas, 

se procedió a generar un modelo del Knock out para el gen de ChaP.s con el sistema 

TargeTronTM (Sigma-Aldrich). 

A) Modificación del lntrón y construcciOn de los vectores de Knock out 

Para poder dirigir la inserción del intrón al gen ChaP.s este debiO ser modificado con un 

sistema de PCR con 4 cebadores para incorporar los sitios de reconocimiento del gen al 

intrOn, usando coma templado 100 ng de ADN del intrOn. Se seleccionaron dos posibles 

sitios de inserciOn, en el nucleótido 273 y en el 1021 de Ia secuencia de ChaPs. El PCR 

funcionô exitosamente, se obtuvo el producto esperado de 350 pb (Figura 52). 

Ficiura 52: PCR con 4 cebadores para 

Ia modificación del intrOn. Gel agarosa 

1%. MK: Marcador de ADN de 100 pb. 

1: PCR para el sitio 273. 2: PCR para 

el sitio 1021. C-: control negativo de 

PCR. 

 

Una vez amplificada Ia region del intrOn modificada, esta fue sometida a doble digestiOn con 

las enzimas Hindlll y BsGl, para luego ser ligada en el vector de mutagénesis pACD4+ en 

presencia de la enzima T4 DNA ligasa. El vector con los intrones modificados fueron 

posteriormente transformados en células quimiocompetentes de E. co/i TOP10 y sembradas 

en placas con 25 ug/ml de Cloranfenicol. Las colonias positivas fueron seleccionadas 

cromatogenicamente par Ia presencia X-Gal (colonias blancas). 
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B) Knock out de ChaP.s 

Una vez seleccionadas las colonias transformantes que contenian el vector con el intrOn 

modificado, se procediO realizar el Knock out del gen de ChaP.s. Para ello, ChaP.s fue 

previamente clonada en el vector pBluescript SK+ (Amp). Se realizó una transformación 

doble en células quimiocompetentes de E. coil TOP1O con el vector pBluescript+ChaP.s y 

con el vector de mutagénesis que contenia al intrôn modificado para cada uno de los sitios 

de inserción del intrôn en ChaP.s. Los transformantes fueron seleccionados en placas LB 

que contenlan los dos antibióticos de selecciOn para cada plásmido (Ampicilina para 

pBluescript y Cloranfenicol para pACD4+intr6n), de esta forma se podrán seleccionar 

colonias que contengan los dos plásmidos. Una vez obtenidas las colonias transformantes, 

éstas fueron cultivadas en medio LB lIquido por 12 horas en presencia de los dos agentes de 

selecciôn. Del cultivo anterior se usaron 50 ul para inocular 2 ml de medio LB con ampicilina 

y Cloranfenicol, los que fueron incubados por 2 horas a 37°C, para luego inducir Ia expresión 

del intrOn con IPTG, incubando por dos horas adicionales a 30°C. Finalmente, 100 ul del 

cultivo fueron utilizados para inocular 5 ml de medio LB suplementado con 25 ug/ml de 

Kanamicina y 100 ug/ml Ampicilina (este ültimo para pBluescript), ya que el intrón tiene un 

cassette de resistencia a ese antibiótico, el que se activa solamente cuando se ha insertado 

en el gen blanco. Los cultivos fueron incubados a 200 rpm por 16 horas y a 37°C. Solo de 

observO crecimiento bacteriano en los cultivos correspondientes al intrôn dirigido a insertarse 

en el nucleOtido 1021 de ChaP.s y no asi, para aquel en el nucleOtido 273. Al haber 

crecimiento en presencia de Km indica que Ia inserciôn se realizO exitosamente, pero para 

comprobar completamente el Knock out, se realizô un PCR al cultivo con un cebador forward 

anclado en el inicio de ChaP.s (F9) y un reverse anclado en el intrOn, obteniendo como 

resultado un producto amplificado de 1300 pb, tamaño esperado al sumar el tamaño del 

inicio del intrôn con los 1021 pb de ChaP.s donde ocurriO Ia inserciôn (Figura 53). Se 

concluye que el Knock out ocurriO correctamente en ese sitio de inserciOn. 
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Fiqura 53: Validación por PCR de Ia inserci6n del intrôn en en el nucleátido 

1021 de ChaPs. Gel agarosa 1%. MK: Marcador de 100 pb. 1: DNA 

derivado del cultivo 1; 2: DNA derivado del cultivo 2. 
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8. DISCUSION 

La bacteria P. salmon/s desde su apariciOn en la salmonicultura nacional (Bravo y Campos, 

1989) ha sido el patOgeno de mayor relevancia y con mayor incidencia. A pesar de que los 

esfuerzos por controlar Ia enfermedad han sido considerables, ésta no ha podido ser 

erradicada de los centros de cultivo debido a Ia apariciôn de cepas cada vez más virulentas y 

refractarias a los tratamientos con antimicrobianos. Además, se suma Ia posibilidad de 

generar una infecciOn persistente y asintomâtica en los peces (Sergio Marshall, 

comunicaciOn personal). 

Siendo P. salmon/s un patógeno de alto impacto en Ia salmonicultura de nuestro pals, 

aspectos básicos sobre su biologia y ciclo de vida aUn son completamente desconocidos. 

Sumado a que Ia caracterizaciOn genética de Ia bacteria es prácticamente nula, salvo por 

recientes reportes de genes de importancia publicados por el grupo de investigaciôn de Ia 

Pontificia Universidad Católica de Valparaiso (Rojas et al., 2008; Marshall et al., 2011; 

Gómez et al., 2011; Marshall et al., 2012). Aspectos relevantes del comportamiento en el 

estadlo intracelular de Ia bacteria son desconocidos totalmente y por ende sus mecanismos 

de virulencia y patogenicidad no han podido ser dilucidados. 

Muchas bacterias patOgenas de animales y humanos logran colonizar diferentes partes del 

organismo, logrando evadir las primeras barreras fisicas de defensa coma Ia piel, epitelios, 

etc., logrando diseminarse por el torrente sanguineo a por diferentes tejidos (Lee and 

Schneewind, 2001). La entrada de los patOgenos al organismo va acompanada de Ia 

respuesta inmune, en Ia cual el sistema inmune del huésped reconoce los productos 

bacterianos (lipidos, carbohidratos, peptidoglicano a proteinas) y responde con el ataque de 

los macrófagos u otras células coma un esfuerzo de eliminar al invasor (Medzhitov y 

Janeway, 1999). Muchas bacterias patogenas han desarrollado evolutivamente tácticas que 

les permiten evadir Ia respuesta inmune del huésped y multiplicarse en las células tales 

como los macrOfagos a leucocitos polimorfonucleares (Finlay y Falkow, 1997). Las 

estrategias de los patogenos son considerablemente diversas y en general involucran la 

manipulaciôn del comportamiento del organismo huésped para su beneficlo, pudiendo hacer 

una divisiOn de éstas en tres categorias: i) adhesiOn, ii) secreciOn de toxinas al espacia 

intercelular y iii) Ia inyecciOn de factores de virulencia directamente al citoplasma de las 

células del huésped (Lee y Schneewind, 2001). 
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El principal objetivo de este trabajo de Tesis Doctoral fue dilucidar al menos una de estas 

tres categorias en Ia bacteria patOgena P. salmonis, con el fin de comprender mejor los 

mecanismos que utiliza este organismo para lograr multiplicarse en el huésped, generando 

una infecciôn productiva y por ende desarrollar Ia enfermedad. Este estudio se centró 

principalmente en Ia bUsqueda de genes de los diferentes sistemas de secrecián presentes 

en bacterias Gram-negativas, debido a que éstos tienen gran relevancia en Ia virulencia y 

patogenicidad, ya que permiten Ia exportación de toxinas y efectores de virulencia que 

facilitan Ia invasion. Muchas protemnas efectoras de virulencia secretadas por bacterias 

patogenas, a través de los diferentes sistemas de secreciOn, les confieren Ia habilidad de 

modificar el comportamiento de las células huésped y por ende logran evadir el sistema 

inmune para poder multiplicarse y diseminarse en el organismo. Siendo este ültimo purito Ia 

principal razOn de Ia bUsqueda de los sistemas de secreciOn en P. salmonis. 

Utilizando diferentes estrategias para hallar los genes de secreciOn en P. salmonis, desde 

una técnica basada en PCR con cebadores degenerados hasta la secuenciación parcial del 

genoma de Ia bacteria, se logrO obtener como resultado que este patOgeno contiene en su 

genoma a: SSTI, Pili Tipo IV, SSTIV (Dot/Icm) y también, presenta codificado genes 

flagelares, que podrian tener alguna implicancia en Ia patogenicidad. Además, se determiná 

que todos los genes encontrados en el desarrollo de esta tesis están transcripcionalmente 

activos y que al menos el ARNm de éstos es sintetizado en diferentes condiciones de 

crecimiento de Ia bacteria. 

8.1 SISTEMA DE SECRECIÔN TIPO I 

8.1.1 Presencia de genes del SSTI en el genoma de P. salmonis 

Utilizando Ia técnica basada en PCR con cebadores degenerados se encontrO un gen del 

SSTI, que corresponde a hlyD (proteina de canal intermembrana HIyD). Posteriormente, Ia 

secuenciaciOn parcial del genoma de Ia bacteria entregO Ia informaciôn de Ia presencia de al 

menos dos genes relacionados con el sistema. Uno de esos genes es to/C, gen estructural 

que codifica para Ia proteina de membrana externa a porina ToIC, y el segundo corresponde 

a hlyA que codifica para Ia toxina a-hemolisina a HlyA. No se ha detectado Ia presencia del 

transportador ABC del sistema (ATPasa). El SSTI está presente en un amplio rango de 

bacterias Gram-negativas y está involucrado en Ia secreción de diversos sustratos como 
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proteasa, lipasas y hemoforos (Masi y Wandersman, 2010). Los componentes del SSTI no 

están permanentemente asociados y su ensamblaje es iniciado por Ia union del 

transportador ABC (ATPasa o protelna HlyB) al sustrato (Ghigo y Wandersman, 1994). 

El SSTI mejor caracterizado corresponde al responsable de Ia secreciOn de Ia toxina a-

hemolisina (HlyA) en cepas de E. coil uropatogénicas, importante factor de virulencia por su 

actividad citotOxica y utica ante un amplio rango de células (eritrocitos, granulocitos y 

monocitos, entre otros) (Gentschev et al., 2002), ya que estas toxinas tienen dominios de 

uniOn a fosfolipidos, lo que produce Ia desestabilizaciOn de las membranas celulares 

generando poros que producen el intercambio de jones y despolarizan Ia membrana (Bhakdi 

etal., 1986). La presencia del gen de Ia a-hemolisina en el genoma de P. .saimonis podria 

explicar el hecho de en infecciones in vivo con Ia bacteria, muchas células hepáticas y 

renales son lisadas, dejando a esos Organos no funcionales, y que en cultivos celulares de 

macrOfagos y monocitos infectados ocurre una lisis celular generalizada de los cultivos entre 

10 a 15 dias post-infecciOn (Rojas etal., 2009). 

8.1.2. Expresión de los genes del SSTI 

Los niveles de expresiOn de los genes to/C, hlyD y hlyA en P. salmonis fueron detectados por 

RT-PCR convencional, demostrando que están activos transcripcionalmente y que son 

expresados tanto en crecimiento en medio liquido, como tamblén durante Ia infecciOn de Ia 

linea celular RTS1 1 (monocitoslmacrOfagos) (Figuras 38 y 39). 

La expresiOn del gen hlyD es relativamente baja (Figura 39) en comparaciOn con los otros 

genes del sistema, tanto en crecimiento liquido, como también durante Ia infecciOn de las 

lineas celulares. Este hecho puede ser explicado porque en E. coil los genes del SSTI están 

organizados formando el operOn hIyCABD, y Ia expresiOn de éste es extremadamente polar, 

siendo el gen hlyD el ültimo en Ia secuencia, además de existir en los espacios intergenicos 

regiones terminadoras Rho-independientes, lo que disminuye considerablemente el nivel de 

expresiOn del gen siguiente (Welch y Pellett, 1988). Hasta el momento en P. salmon/s no se 

ha podido armar el operOn completo que forman los genes del SSTI, ya que en Ia 

secuenciaciOn del genoma de Ia bacteria estos genes están en contigs de pequeno tamaño, 

pero presumiblemente deberia tener Ia misma organizaciOn que otros operones de los SSTI, 

Ia que es bastante conservada. 
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8.2 Pili Tipo IV 

8.2.1. Presencia genes Pili Tipo IV en el genoma de P. salmonis 

El Pili Tipo IV se caracteriza par ser largos filamentos encontrados en Ia superficie de 

muchas bacterias Gram-negativas y que median un amplio rango de funciones entre las que 

se incluyen Ia adhesiOn, motilidad, formaciôn de microcolonias y secreción de proteasas y 

factores de colonizaciOn (Craig y Li, 2008). 

En este trabajo se han encontrado tres genes pertenecientes al Pili Tipo IV, pi1Q, p1/B y fimT, 

los que codifican para proteinas estructurales del sistema. Anteriormente ha sido reportado 

en P. salmon/s unas estructuras llamadas PAC (P. salmon/s Atachment Complex), las que 

segUn los autores podrian estar implicadas en Ia adherencia y anclaje de Ia bacteria a las 

células blanco ([arenas et al., 2003). Estas estructuras Ilamadas PAC tienen las 

caracteristicas principales del pili Tipo IV, como se puede observar en Ia Figura 54, por lo 

que éstas podrian corresponder finalmente al Pili Tipo IV, lo que avalaria con un resultado 

funcional a los hallazgos a nivel genetico encontrados en este trabajo, pero aün este punto 

deberá ser más estudiado a futuro. 

Fig ura 54: Comparación eritre el Pili Tipo IV de E. co/i y el sistema PAC de P. salmon/s. 

A: Microscopia electrônica de barrido de E. co/i uropatogénica en Ia que se pueden observar las 

prolongaciones del Pili Tipo IV (Tomada de Xicohtencatl-Cortes et al., 2007): B: Microscopia 

electrOnica de barrido donde se puede observar el sistema PAC de P. salmon/s (Tomada de 

Larenas et al., 2003). Las flechas rojas indican las prolongaciones celulares correspondientes al 

pili Tipo IV y al sistema PAC en E. coil y P. salmon/s respectivamente. 
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En F. tu/arensis el Pili Tipo IV es crucial para Ia virulencia de Ia bacteria, ya que participa en 

Ia adhesion, como también en Ia exportaciOn de enzimas que facilitan Ia colonizaciOn de las 

células blanco (proteasas, lipasas y quitinasas), reportándose que una disrupciOn en el 

ensamblaje de Ia estructura del pili produce una reducciOn en Ia virulencia (Chakraborty et 

al., 2008). El Pili Tipo IV también ha sido reportado en Aeromonas hydrophila, Azoarcus spp., 

Bacteroides ureolyticus, Branhame/la catarrha!is, Comomonas testosteroni,  Diche/obacter 

nodosus, Eikenella corrodens, Kin ge/Ia denitrificans, K. kingae, Legione/la pneumo phi/a, 

Moraxella bovis, M. lacunata, M. nori/iquefaciens, M. kin gii, Neisseria meningitidis, 

Pasteurelia multocida, Pseudomonas stutzeri, P. putida, P. syringae, Raistonia 

solanacearum, Shewanel/a putrefaciens, Suttonella indolo genes, Synechocystis sp., Vibrio 

cholerae, y Wo/inella spp., muchos de los cuales son patOgenos de animales, plantas y 

hongos (Mathck, 2002). En V. cholerae el Pili Tipo IV es crucial para la formación de biofllm, 

participando en la adhesion inicial célula-célula y adhesián al sutrato, siendo Ia formaciôn de 

biofllm una caracteristica distintiva de Ia virulencia de este patOgeno, ya que es requerida 

para colonizar las células intestinales (Watnick y Kolter, 1999). Recientemente se ha 

reportado que P. salmonis es capaz de generar biofilm en condiciones estresantes de 

crecimiendo in vitro (Marshall etal., 2012), por lo que las estructuras relacionas al Pili Tipo IV 

podrIan estar involucradas en este proceso y podrIa tener implicancia en Ia supervivencia del 

patogeno en el ambiente marino, asi como también en Ia colonizaciôn inicial del huésped, 

similar a Ia descrito en V. cholerae. 

Conociendo Ia presencia de genes pertenecientes al pili en P. salmonis, y en base a 

informaciOn previa en otros organismos, se puede señalar que esta estructura deberla tener 

alguna incidencia en Ia virulencia en Ia bacteria, ya sea en Ia adhesiOn o en Ia secreciOn de 

moléculas que permitan colonizar a las células del huésped. 

8.3 SSTIV (DOT/ICM) 

8.3.1. Presencia genes dotlicm en el genoma de P. salmonis 

El SSTIV es ampliamente conservado en diferentes organismos, en los cuales es un 

determinando de virulencia crucial, ya sea por Ia exportaciOn de proteinas a ADN, como 

también en Ia transferencia de genes de virulencia (Rikihisa etal., 2010). 
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En este trabajo se encontraron 4 genes estructurales pertenecientes al SSTIV-B, 

especIficamente del sistema Dotllcm, dotB, dotA, icmK e icmE. En base de las secuencias 

disponibles de los TIVSS genes Dotllcm de los patógenos L. pneumophila y C. burnetii, 

fueron disenados cebadores degenerados en regiones conservadas de proteinas 

estructurales de este sistema con Ia finalidad de hallar secuencias homOlogas en el genoma 

de P. salmonis. Utilizando esta estrategia fue posible encontrar en P. salmonis dos genes 

dotlicm, dotB e icmK. Un tercer gen, icmE, se obtuvo mediante Ia estrategia de LR-PCR y el 

cuarto, dotA, se obtuvo de Ia secuenciaciOn parcial del genoma de Ia bacteria. 

El análisis por BLASTX mostró que gen putativo dotB codifica una proteina putativa con in 

grado de identidad de un 69% y 68% de similitud con Ia ATPasa DotB en L. pneumophila y 

C. burnetil, respectivamente (Tabla 17). Una vez obtenida Ia secuencia completa de este gen 

a través de Ia secuenciaciOn parcial del genoma de P. salmonis se pudo determinar que ésta 

contiene dos dominios conservados distintivos de Ia familia P-loop NTPasa (Figura 37-A): el 

primero consiste en una region de union a ATP, conocida coma motivo Walker A 

(GxxxxGK[SITJ); y el segundo es el motivo Walker B motif (hhhh[DIE),  donde "h' es cualquier 

aminoácido hidrofObico (Gangwar et al., 2008). Los motivos Walker A y B se unen al fosfato 

de Ia molécula donadora (AlP o GTP) y al catiOn Mg, respectivamente (Hubbard et al., 

2007). En Ia proteina DotB de P. salmonis el motivo Walker A involucra Ia secuencia 

GATGSGKS, Ia que es idéntica a sus homOlogos en L. pneumophila y C. bumetii,  mientras 

que el motivo Walker B corresponde a LILVGE,  no siendo idéntico al de sus homOlogos pero 

tiene las mismas caracteristicas fisicoquImicas. En L. pneumophila Ia proteina DotB proteina 

ha sido muy bien caracterizada y además de su actividad de ATPasa se le han otorgado 

otras 3 funciones: i) participaciOn en el erisamblaje del SSTIV; ii) proteina de exportaciOn; y 

iii) retracciOn del pili (Sexton et al., 2005). Adicionalmente, DotB contiene varias similitudes 

con ATPasas de otros SSTIV y del SSTII, caracteristicas que también estãn presentes en Ia 

proteina de P. salmonis. 

En el caso de lcmK, fue posible encontrar una regiOn del gen de esta proteina utilizando 

cebadores degenerados y posteriormente con Ia secuenciaciOn parcial del genoma de P. 

salmonis se obtuvo Ia secuencia completa (Figura 37). En L. pneumophila lcmK (DotH) es 

una proteina periplasmática y de membrana externa que forma parte del corazón estructural 

del sistema Dotllcm en asociaciOn con las proteinas DotC, DotD, DotE y DotG (lcmE) 

(Andrews et al., 1998; Vincent et al., 2006), de las cuales las tres primeras aUn no han sido 

identificadas en P. salmonis. La función de lcmK en L. pneumophila es Ia formacion del poro 
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en Ia membrana externa de Ia bacteria y es indispensable en Ia proceso de multiplicaciOn 

intracelular provocar Ia muerte de los macrOfagos (Morozova et al., 2004). 

Para el caso del tercer ORF, icmE, obtenido iniciatmente por LR-PCR y posteriormente 

confirmado por Ia secuenciaciOn parcial del genoma, el análisis por ClustalW mostrO un alto 

grado de similitud presentado por Ia proteina putativa lcmE de P. salmonis con sus 

homólogos en L. pneumophila, R. gnylli y C. burnetii (Figuras 35 y 37). Adicionalmente, lcmE 

mostró tener dominios conservados con Ia proteina de conjugaciOn Trbl, similar a su 

homOlogo en L. pneumophila, Ia cual comparte homologia se secuencias con Ia proteina Trbl 

del plásmido lncP RK2 (Segal y Shuman, 1999). En L. pneumophila lcmE (DotG) se 

caracteriza por ser parte de Ia regiOn central del aparato de secreciOn, dirigiendo Ia formaciôn 

del canal de exportaciOn dependiente de ATP, en donde Ia cascada involucra a DotE 

(asociada a lcmK, DotC y DotD) para transferir Ta energia del ATP a Ia membrana externa de 

Ta bacteria (Vincent et al., 2006). 

El ültimo gen dot//cm encontrado en P. salmonis, mediante Ia secuenciaciOn parcial del 

genoma, corresponde a dotA y a pesar de que no se ha obtenido completa Ia secuencia de 

este gen, se logró determinar que que codifica una proteina altemente homOloga a DotA de 

L. pneumophila, C. burnetll y R. gylIi. En L. pneumophila DotA es una proteina integral de 

membrana de 113 kDa, pero que también es exportada at medio extracetular durante el 

crecimiento de la bacteria en medio lIquido (Nagai y Roy, 2001). DotA contiene ocho 

dominios hidrofóbicos y es escencia? en Ia desición inicial del tráfico del fagosoma que 

contiene a L. pneumophila en el interior de los macrOfagos hacia Ia fusiOn con los lisosomas, 

una desiciOn fundamental del patOgeno después de haber sido fagocitado por un macrOfago 

(Roy et al., 1998). 

La caracterizaciôn de estos cuatro genes y sus respectivos productos proteicos en P. 

salmonis sugieren Ia existencia functional de un sistema de secreciOn homOlogo a los 

sistemas Dotllcm de L pneumophila y C. bumetii en P. salmonis, lo que implicaria Ia 

importancia de éstos en Ia patogenicidad de Ia bacteria. Cabe mencionar que en L. 

pneumophila y C. burnetii el sistema Dot/Icm juega un rol dave en Ia patogenicidad, ya que 

permite Ia sobrevivencia intracelular de las bacterias en los macrofagos (Sauer et al., 2005). 

El sistema Dotllcm fue caracterizado inicialmente en L. pneumophila, pero posteriormente 

éstos genes fueron encontrados en su totalidad en C. burn etti a excepción de icmF (Segal et 

al., 2005). 
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La relaciôn de los genes dotllcm en la patogenicidad de L. pneumophila fue determinado por 

mutagenesis, determinando Ia implicancia de cada uno de ellos en el crecimiento intracelular. 

Por el contrario, en C. burnetii los genes dotlicm fueron identificados por su homologIa a los 

de L. pneumophila, y su implicancia en Ia patogénesis nunca fue examinado directamente. 

En nuestro caso, Ia identificación de los genes dot/icm de P. salmonis fue realizada de la 

misma forma que para C. bumetii, solamente por homologias con los genes de este sistema 

presentes en las bases de datos. A pesar de esto, coma ya ha sido mencionado, los genes 

de P. salmonis comparten una alta homologia con los de otros sistemas Dotllcm (Figuras 32, 

33, 35, 36 y 37), incluido varios dominios altamente conservado entre ellas, pudiéndo inferir 

que las funciones que presentan estos genes en P. salmonis son las mismas que para otros 

patOgenos. 

8.3.2. Expresión de los genes dotlicm durante infección in vitro 

L. pneumophila se replica dentro de una vacuola citoplasmática en Ia célula huésped y para 

poder mantenerse en este nicho y sobrevivir el sistema Dot/icm inyecta una gran cantidad de 

proteinas efectoras al citoplasma de Ia célula infectada (Segal et aL, 1998; Vogel et al., 

1998). La translocaciôn de estos sustratos es esencial para Ia biogenesis de esta vacuola, Ia 

que adoptarla una estructura similar a un compartimiento del retIculo endoplasmático 

(rodeado de ribosomas), permitiendo de esta forma Ia protecciOn de Ia bacteria para su 

posterior multiplicación intracelular (Shin y Roy, 2008). Mutaciones en los genes dot/icm en 

L. pneumophila evitan que Ia vacuola adopte Ia estructura de un compartimento similar al 

retIculo endoplasmático, provocando que Ia bacteria entre directamente a Ia vIa endocitica y 

sea degradada (Swanson y lsberg, 1995; Tilney et al., 2001). 

Al igual que L. pneumophila, P. salmonis se replica en el interior de una vacuola 

citoplasmãtica (Rojas et al., 2008), en Ia cual está protegida y no es degradada en los 

macrófagos al menos a tiempos tempranos de infección (McCarthy et al., 2008; GOmez et al., 

manuscrito en revision en PLoS One). Este efecto podria ser explicado por Ia activaciOn a 

sobreexpresiOn de los genes dot/icm en tiempos tempranos de infecciOn. En este trabajo se 

cuantificO Ia expresiOn de los 4 genes de este sistema encontrados en el genoma de P. 

salmonis en una cinética de infecciOn in vitro en dos Ilneas celulares, RTS11 y Sf21 (24, 48 y 

72 horas), mediante QRT-PCR. Se pudo observar que los niveles de expresiOn de los genes 

dot/icm en P. salmonis son altos en tiempos tempranos de infección en dos lineas celulares 

utilizadas, pero que el nUmero de copias de ARNm de los 4 marcadores es superior a las 48 
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horas post-infecciôn (Figura 40). Este fenómeno podrIa ser explicado debido a que P. 

salmonis tiene una baja tasa de crecimiento en lineas celulares (Sergio Marshall, 

comunicación personal), por Ia que a las 48 horas de infecciOn ocurriria Ia mayor fagacitosis 

de las bacterias por parte de las células de cultivo y por ende en ese tiempo se produce una 

mayor expresiOn de los genes dot/icm. Un evento similar ha sido observado en C. burnetii, 

patOgeno que también tiene una baja tasa de crecimiento in vitro, en donde la expresiOn de 

dotB y otros genes del SSTIV no son detectables hasta después de 24 horas post-infecciOn, 

y que sOlo a 48 horas post-infección Ia bacteria es detectada en vacualas dentro de las 

células de cultivo (Zamboni et al., 2003). Durante Ia cinética de infecciOn en las lineas 

celulares se utilizO coma control positivo de expresiôn Ia cuantificaciOn del transcrito de Ia 

region ITS, obteniendo coma resultado un aumento gradual en el nUmero de copias del 

mensaje de ITS a medida que avanza el tiempo de infección (Figura 41), a diferencia de lo 

que ocurre con los genes de secreciôn. Estas resultados indicarIan que el sistema de 

secreciOn Dot/lcm participa activamente en Ia formaciOn de Ia vacuala replicativa en las 

células infectadas, posiblemente por Ia exportaciôn de moléculas que alteren el tráfico 

vesicular en las células infectadas y de esa forma evitar que Ia bacteria sea degradada por Ia 

via endosomal, tal coma ocurre con L. pneumophila y C. bumetii. Coma ha sido mencionado 

anteriormente, en L. pneumophlla Ia proteina DotA es expresada inmediatamente después 

de Ia fagocitosis, pero Ia bacteria parece no requerir su expresiOn continuamente para 

mantenerse en Ia vacuola de replicaciOn, lo que indicaria que esta proteina es el efector 

responsable de regular el tráfico inicial del fagosoma al poco tiempo de haber sido fagacitada 

Ia bacteria por los macrOfagos (Roy et al., 1998; Costa et al., 2010). Este antecedente se 

correlaciona con los resultados abtenidos en este trabajo, ya que después de las 48 horas de 

infecciOn en las lineas celulares, tanto el gen dotA, como los otros 3 comienzan a disminuir Ia 

expresiOn, Ia que indicarla que el sistema se está expresando activamente en ese tiempo de 

infecciôn en donde DotA seria crucial para comenzar a interrumpir el tráfico vesicular del 

huésped y asi pader establecerse Ia bacteria en el nicho intracelular. 

8.3.3. Efecto del pH ácido en Ia expresión de los genes dot/icm en P. salmonis 

La acidificaciOn del fagosoma ha sido reportada coma un inductor escencial de los genes 

implicados en Ia multiplicaciOn intracelular de muchos organismos incluyendo 

Mycobacterium, Chiamydia spp., L. pneumophlla, C. bumetii,  y B. sui.s (Joiner, 1997; 

Baschiroli et al., 2002). Todos estas organismos residen en vacuolas en Ia célula huésped, 
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las que han restringido su fusion con vesiculas de Ia cascada endocitica (lisosomas) y han 

comenzado interacciones con otros organelos celulares (Sinai y Joiner, 1997). En L. 

prieumophlla y C. burnetii Ia expresiOn de los genes involucrados en el sistema Dotilcm es el 

responsable de este evento (Segal et al., 2005). En B. suis el inicio de Ia expresión de los 

genes del SSTIV requiere la acidificaciOn del fagosoma, demostrandose que la neutralizaciOn 

del pH del fagosoma con Cloruro de Amonio o con ciertas drogas bloquea Ia expresiOn del 

SSTIV y por ende Ia replicaciOn de Ia bacteria (Boschiroli et al., 2002). 

Con Ia finalidad de evaluar si una disminucián de pH produce algUn efecto en los niveles de 

expresiOn de los genes dot/icm en P. salmonis, se evaluO Ia expresiOn de éstos en cultivos 

lIquidos a diferente pH utilizando qRT-PCR. En una primera instancia se evaluO Ia expresiOn 

de los genes dot//cm a pH neutro, con el propOsito de determinar si existe expresiOn de estos 

genes durante el crecimiento en medio libre de células. Se obtuvo que a pH 7,0, los genes 

dot//cm se expresan constitutivamente en P. sa/monis, ya que Ia cuantificaciOn de Ia 

transcripciOn realizada por QRT-PCR mostrO un alto nUmero de copias del mensaje de los 4 

genes (10-10) en esa condición (Figuras 42, 43, 44 y 45). A pesar de que en Bruce/Ia suis 

Ia expresiOn de los genes del SSTIV ocurre solamente en el interior de los macrofagos, en 

otros organismos del mismo género Bruce//a estos genes si se expresan en su estadio 

extracelular, es decir constitutivamente (Boschiroli et al., 2002), lo que se correlaciona con el 

resultado presentado anteriormente. Posteriormente el efecto del pH ãcido en la expresiOn 

de los genes dot//cm fue evaluado al incubar Ia bacteria por 2, 4, 6 y 12 horas a pH 4,0 y pH 

5,5, usando como control la expresiOn de éstos a pH neutro los mismos tiempos de 

incubaciOn. De esta experiencia se obtuvo como resultado que en ambos pH ácidos Ia 

expresión de los genes dot/icm fue significativamente mayor que a pH neutro, especialmente 

a las 2 horas post-incubaciOn (Figuras 42, 43, 44 y 45). Además, a pH 4,0 el nivel de 

expresiOn fue mayor que a pH 5,5, superando incluso en 2 logaritmos al nOmero de copias 

de mensaje obtenido en pH neutro a las dos horas de incubación. Como control general de Ia 

transcripciOn se utilizO Ia secuencia del ITS, cuyo nümero de copias estuvo en el rango de 

108  durante toda Ia cinética de crecimiento a pH 5,5 y pH 7,0, pero a pH 4,0 Ia transcripciOn 

de ITS cayO al menos I logaritmo a partir de las 4 horas de crecimiento (Figura 46), lo que 

podria indicar que Ia transcripciOn en general en Ia bacteria decae en pH ácido, pero que Ia 

expresion de los genes dot/icm se ye farecida en esta condiciOn. Un fenOmeno similar ha 

sido reportado en B. suis, en Ia cual un shock ácido a pH 4,0 por tres horas disminuye 
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considerablemente Ia sintesis proteica pero induce Ia transcripción de los genes del SSTIV 

([in y Ficht, 1995; Boschiroli et al., 2002). 

Los datos obtenidos en este trabajo son consistentes con la idea de que los genes de 

secrecián son inducidos a pH âcido, sugeriendo que Ia acidificaciOn del fagosoma 

representaria un evento crucial para dirigir Ia expresiOn de los genes dot/icm durante Ia 

infección en P. salmonis, pudiéndo ser estos genes los responsables de Ia multiplicaciOn 

intracelular de Ia bacteria. Al aumentar Ia expresiOn de los genes del sistema de secreciOn 

Dotllcm Ia bacteria lograria exportar efectores de virulencia, los que serian los responsables 

de interferir en el tráfico vesicular de Ia célula huésped e inhibir Ia fusiOn fagosoma-lisosoma, 

para luego generar una vacuola de replicaciOn donde poder multiplicarse y diseminarse en el 

organismo y provocar Ia enfermedad, tal como ocurre en los patOgenos L. pneumophi/a y C. 

burnetil, que han sido utilizados como referencia en este trabajo. Adicionalmente, ha sido 

reportado mediante microscopia confocal que Ia vacuola que contiene a P. salmonis durante 

Ia infección in vitro en tres lineas celulares (RTS1 1, Sf21 y CHSE-214) no se fusiona con los 

lisosomas al menos durante los 5 primeros dias post-infecciOn (GOmez et al., Manuscrito en 

revisiOn en PLoS One), evidencia que corroboraria Ia hipOtesis antes mencionada. 

8.4 GENES FLAGELARES/SSTIII EN EL GENOMA DE P. SALMONIS 

8.4.1. Presencia de genes flagelares en el genoma de P. salmonis 

A pesar que P. salmonis ha sido caracterizada como una bacteria inmóvil (Mauel et al., 

2003), en este trabajo se han identificado varios genes relacionados con Ia biosIntesis 

flagelar. Los genes identificados incluyen desde chaperonas, genes de control motor (motA, 

motB), genes del aparato de exportación flagelar, genes del gancho y del filamento, como 

también genes reguladores de Ia expresiOn flagelar, incluyendo al factor sigma-28 (f/iA). 

Muchos organismos debido a su ciclo de vida intracelular han perdido Ia capacidad de 

producir un flagelo funcional (Toft y Fares, 2008). A Ia fecha no se ha reportado Ia presencia 

de flagelo funcional en P. salmonis, a pesar en este trabajo se han encontado Ia mayorIa de 

los genes involucrados en el aparato flagelar. Un ejemplo de organismo que ha perdido 

motilidad flagelar es Burkholderia ma//el, que es inmóvil, a pesar que B. pseudoma//ei y B. 

thallendensis son móviles. La pérdida de flagelo en B. ma//el es debido a Ia inserciOn de un 
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transposón en el gen motB perdiendo su marco de lectura (Nierman et al., 2004). De manera 

similar, Yersinia pseudotuberculosis y Yersinia enterocolitica son móviles, en cambio Y. 

pestis es inmOvil debido a que el gen del factor transcripcional FlhD estâ truncado (Bliska et 

al., 2006). Al parecer, de los genes flagelares encontrados en el genoma de P. salmonis, 

ninguno se encontraba truncado o con alguna secuencia de inserciOn que interrumpiera el 

correcto marco de lectura del gen, como ocurre en los ejemplos anteriores, pero aCm falta por 

encontrar y caracterizar algunos otros genes para determinar que Ia bacteria tiene todo el set 

y de esa forma poder analizar cuál es el motivo de ser inmOvil a pesar de tener todos los 

genes relacionados con Ia motilidad. 

Se puede señalar que al parecer los patógenos adaptados a Ia vida en el huésped han 

perdido motilidad y que tal vez Ia estructura flagelar no realize su funciOn convencional, sino 

que podrIa ser requerida para Ia patogenicidad o adhesiOn, hipOtesis que deberla ser 

estudiada a futuro en P. salmonis. De hecho, existen varios ejemplos que relacionan a los 

genes flagelares con virulencia y no solamente con Ia motilidad, como es el caso de 

Xenorhabdus nematophila (patOgeno de insectos y nemátodos) en que el factor sigma-28 

flagelar (FliA), junto con Ia proteina reguladora FliZ están involucradas directamente en Ia 

expresiOn de genes relacionados con Ia producciOn de exoenzimas, motilidad y virulencia 

(Lanois et al., 2008). Otro ejemplo dave es el caso de P. aeruginosa, donde se determinO el 

rol del flagelo en tiempos iniciales de una infecciOn al tracto respiratorio, donde mutantes en 

el gen fl/C no generO mortalidad en ratas, en comparación con 30% de mortalidades 

provocadas por Ia cepa tipo, ocurriendo alga similar con un mutante en el gen p/IA (Feldman 

et al., 1998). 

Para el caso de los genes relacionados con el SSTIII, no se encontrô algUn homOlogo a 

éstos en las secuencias del genoma de P. salmonis, como tampoco en el plásmido pPsal. En 

primera instancia, se pensó que algunos de los genes flagelares podrian haber estado 

relacionados con los del SSTIII, ya que se ha descrito que al menos 11 proteinas del SSTIII 

comparten homologia con el aparato flagelar, indicando que estos dos organelos tienen un 

origen evolutivo camUn (Cornelis, 2002). 
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8.5 GENERACION DE ORGANISMOS KNOCK OUT 

Hace algunos años, Ia transformaciOn y el diseño de sistemas de mutagénesis a para 

generar Knock out de genes en organismos patogenos ha adquirido una gran relevancia. A 

Ia fecha, en P. salmonis no existen avances en este ámbito, pero si en otros patOgenos 

intracelulares, en los cuales se ha trabajado intensamente en Ia bUsqueda de herramientas 

geneticas que permitan manipular a estos organismos. Los principales objetivos del 

desarrollo de estas estrategias de transformaciOn y manipulaciôn genetica es de encontrar 

nuevas alternativas para Ia generaciOn de vacunas más eficaces, y comprender de un mejor 

modo los mecanismos de patogenicidad y virulencia. Un punto importante de señalar 

corresponde a que se ha descrito que muchos organismos intracelulares no reconocen 

secuencias promotoras ni reguladoras tipicas contenidas en los vectores de expresiOn 

tradicionales (vectores comerciales), como par ejemplo secuencia promotora del bacteriáfago 

T7 que es ampliamente utilizado para la expresián de genes en Escherichia co/i (Rodriguez 

et a/., 2009). For este motivo, en la construcciOn de estos vectores se utilizan promotores 

propios de los patogenos, siendo el más utilizado el del operón groES-groEL (HSP10-

HSP60), como también algunos promotores de genes de virulencia (Boschiroli et al., 2002). 

En este trabajo se buscaron regiones promotoras propias de Ia bacteria para Ia construcción 

de cassettes de expresiOn eficientes. Se lograron encontrar dos secuencias promotoras, con 

las técnicas utilizadas, Ia primera correspondiO a Ia region promotora del operon groES-

ChaPs, utilizando Ia técnica de RAGE, y el segundo promotor fue el del operOn toxina-

antitoxina vapBC, mediante Ia secuenciaciOn de una librerla genOmica de Ia bacteria (GOmez 

et al., 2011). Se logrô Ia construcciOn de un cassette de expresión con el promotor groES-

ChaP.s usando como gen reportero a cat (Cloranfenico Acetil Transferada o gen de 

resistencia a Cloranfenicol). 

A pesar de haber probado varias estrategias de transformaciOn para el patogeno, desde 

biobalistica hasta conjugación, no se pudo obtener transformantes con los vectores 

diseñados. Una posible razOn es que las técnicas utilizadas para este propOsito no han sido 

las indicadas, especificamente al generar las células competentes para Ia transformaciOn, ya 

que posiblemente los tratamientos de competencia no han logrado producir Ia inestabilidad 

en Ia membrana de Ia bacteria para poder incorporar el ADN foráneo. Cabe mencionar que 

algunas bacterias marinas, como Vibrio parahaemolyticus ha sido dificil Ia transformación 

debido a que esta bacteria secreta nucleasas al periplasma lo que genera Ia degradaciOn de 

los plásmidos transformantes (Hamashima et al., 1990; Kawagishi et al., 1994), tal vez par 
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ese motivo se deberla probar algün nuevo protocolo que permita Ia eliminaciôn de estás 

enzimas previo a Ia generacion de las células competentes. Otro factor que podrIa estar 

interfiriendo en Ia transformaciôn es que Ia bacteria no sea capaz de reconocer los orIgenes 

de replicaciOn de los vectores utilizados, por lo cual éstos tal vez ingresan a las células con 

las estrategias utilizadas, pero no son capaces de replicarse, por lo que no se pueden 

mantener. 

A pesar de no haber encontrado una alternativa de transformaciOn efectiva para P. 

salmonis en literatura existe una vasta información acerca de mecanismos de 

transformaciOn genetica de organismos cercanos filogeneticamente a ella, como es el caso 

de L. pneumophila, en el que su manipulaciOn genetica ha sido realizada desde hace más 

de un década. En este organismo se ha logrando inactivar genes generando mutantes no 

infectivos, además de producir Ia expresiOn de protelnas heterologas (proteinas 

recombinantes). Entre los mayores logros alcanzados en este patogeno destacan el haber 

introducido un vector plasmidial modificado que permitió Ia expresiOn protelnas de virulencia 

de Ia bacteria Coxiella burnetii con una alta eficiencia (Zamboni et at., 2003). Los genes de 

C. burnetii expresados en L. pneumophila corresponden a los denominados genes dot/icm, 

En L. pneumphila, también se han establecido sistemas geneticos que permiten realizar 

mutagenesis por transposones en su genoma (Tn5, Tn903dlIlacZ, MudphoA), especialmente 

adaptados para lograr bloquear genes esenciales para Ia virulencia del patOgeno, como 

también para identificar mutantes con baja capacidad de virulencia e incapaces de 

multiplicarse en el nicho intracelular (Ott, 1994). Existen varios reportes en que se ha 

logrado la deleciôn de genes dotlicm en L. pneumophila, para entender el funcionamiento de 

este sistema de virulencia en el patógeno, como por ejemplo se ha determinado que 

mutantes nulos en el gen que codifica para Ia ATPasa DotB son incapaces de replicarse en 

el interior de macrOfagos, lo que indicaria que esta proteina es absolutamente necesaria 

para Ia funciOn del complejo Dotllcm (Sexton et al., 2004). En organismo rickettsiales existen 

importantes logros en este ámbito. La limitantes antes existente por Ia naturaleza de 

intracelular obligado de estos organismos ha sido solucionado con nuevas estrategias que 

permiten Ia selección de las bacterias transformantes en los cultivos celulares hospederos. 

Dos especies de Rickettsia han sido exitosamente transformadas mediante electroporación 

(Wood y Azad, 2000). Rachek et al. (1998) demostró que en posible ingresar vectores 

plasmidiales via electroporaciOn en células del patOgeno Rickettsia prowazekii y que 

ademâs es factible que el material genético contenido en estos vectores se integre al 
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genoma par medio de recombinaciôn homOloga. En Rickettsia typhi se ha demostrado Ia 

factibilidad de la transformación utilizando Ia expresiOn de Ia proteina verde fluorescente 

(GFP) para detectar las células recombinantes en las poblaciones bacterianas (Troyer et al., 

1999). Adicionalmente, los organismos Anaplasma marginale y Anaplasma phagocytophilum 

han logrado ser transformados por inserciOn de un sistema transposOnlTransposasa con 

genes de resistencia a antibiático (Feisheim et al., 2010). Otros patOgenos intracelulares 

coma Coxiella burnetii, Bruce/Ia suis, Chiamydia trachomastis y Mycobactenum tuberculosis 

han sido modificados genéticamente con Ia finalidad de comprender Ia importancia de 

algunos genes en Ia virulencia y patogenicidad, como también para determinar su 

importancia en Ia infección. De esta misma forma, se han buscado alternativas que permitan 

el desarrollo de nuevas estrategias profilácticas (McQuiston et al., 1995; Suhan, 1996; Binet 

and Maurelli, 2009). 

La generaciOn de organismos Knock out en organismos intracelulares tiene coma su mayor 

ejemplo a Ia bacteria F. tularensis, que presenta una cercania filogenetica alta con P. 

salmonis (Gammaproteobacteria, Thiotrichales). Esta bacteria ha logrado ser transformado 

de manera eficiente en Ia ültima década. Mecanismos de intercambio alélico y 

transformaciôn han sido descritos recientemente para Ia inactivaciôn de genes en F. 

tularensis (Kawula et al., 2004). Pero, a pesar de Ia exhaustiva investigación y avances 

existentes, los estudios de los mecanismos moleculares de Ia patogenesis de F. tularensis, 

se han vista obstaculizados par Ia falta de técnicas geneticas para una rápida interrupciôn 

génica en Ia mayoria de los subespecies virulentas (Rodriguez et al., 2008). El desarrollo de 

rápidas y eficientes técnicas para Ia manipulación genética de F. tularensis es critico para el 

desarrollo de vacunas eficientes contra Ia tularemia (Liu et al., 2007). Hace algunos años 

atrãs ya se habla reportado Ia transformaciOn plasmidial de este patOgeno, pero el en 

general el usa de estas herramientas era limitado debido a Ia baja integracion del DNA 

plasmidial en el genoma y a una tasa relativamente baja de frecuencia de transformación 

(Maier et al., 2004). En el año 2007 ha sido descrita un sistema mediante el cual se ha 

logrado generar mutagénesis dirigida en varias cepas de este patOgeno de una manera 

exitosa, utilizando un sistema de intranes de grupo II (Targetrons"). Mediante esta nueva 

herramienta de han inactivada genes importantes para Ia virulencia del patOgena, coma par 

ejemplo, los genes igIC, igiB y otros genes encontrados en Ia Isla de patogenicidad (Liu et 

al., 2007; Rodriguez et al., 2009; Rodriguez et al., 2008). En este trabaja se utilizO el 

sistema TargeTron descrito para F. tularensis, a pesar de que no se puda transfarmar Ia 
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bacteria, si se realizó un modelo de Knock out con este sistema, generando Ia inserción del 

intrOn en el gen de ChaP.s pero clonado en el vector pBluescript SK+, usando E. co/i como 

reservorio, mostrando ser exitoso, comprobando que el sistema funciona, a pesar de no 

poder haber sido probado directamente en el genoma de P. salmonis, pero si en un gen de 

Ia bacteria. 

9. CONCLUSIONES 

Este trabajo tuvo como objetivo principal obtener un mejor entendimiento del 

comportamiento de Ia bacteria patOgena Pisc/rickettsia salmonis durante Ia infecciOn, en 

especial conocer cuáles son los mecanismos que utiliza este organismo para evadir el 

sistema inmune y provocar Ia enfermedad. Por ese motivo se realizó Ia bUsqueda de genes 

que tuvieran relaciOn con Ia virulencia y patogenicidad de Ia bacteria, en especial genes 

relacionados con los sistemas de secreciOn en Gram-negativas ya que, en general, éstos 

permiten la exportaciôn a secreción de factores de virulencia, moléculas capaces de afectar 

el comportamiento de Ia célula huésped a favor del patOgeno. 

Es asi que se realizó Ia büsqueda de los seis sistemas de secreciOn descritos en bacterias 

en el genoma de P. salmonis, ya que se ha descrito que algunas bacterias pueden tener 

hasta 5 sistemas de secreciOn funcionales codificados en su genoma. 

Se verificó que P. salmonis contiene en su genoma al menos dos sistemas de secreción, 

que corresponden a SSTI y SSTIV (Dot/lcm), además de los genes del Pili Tipo IV 

(homologo al SSTII). 

Se comprobO que ambos sistemas de secreciOn están transcripcionalmente activos en 

diferentes condiciones de crecimiento de la bacteria, por Ia que se descarta que sean genes 

vestigiales o no funcionales. 

La expresiOn de los genes estructurales del SSTIV Dot!lcm es regulada por un cambio de 

pH, siendo el medio ácido el que produce una sobreexpresión de ellos, lo que indicarla que 

Ia fusion fagosoma-lisosoma es el gatillante para Ia secreción de efectores de virulencia por 

esta via en P. salmonis. 

Se descarta en P. salmonis Ia existencia de los sistemas de secreciOn SSTII, SSTV y SSTVI 
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Se evidenciO que P. salmonis contaria con otros sistemas implicados en virulencia, como el 

sistema FiJi Tipo IV y genes flagelares. 

A pesar que P. salmonis es caracterizada como inmóvil, Ia presencia del set de genes 

implicados en Ia biosintesis flagelar en su genoma podrIa cambiar ese paradigma y, 

adicionalmente, estos genes podrIan tener una implicancia en Ia virulencia del patógeno. 

Aunque Ia bacteria está descrita como inmávil, no se puede descartar que exista Ia 

expresiôn de los genes flagelares, sabiendo que Ia expresión de estos estã regulada por 

una cascada compleja en Ia que están presentes protelnas reguladoras y varios factores 

sigma, por Ia que habrIa en cuál de las etapas de Ia cascada estã el problema para no haber 

una estructura flagelar, estando presentes los genes. 

La presencia de genes estructurales del Pili Tipo IV en el genoma de P. salmonis indica que 

el patógeno contiene las herramientas tipicas presentes en bacteria que están involucradas 

en adherencia y formaciOn de biofllm. 

Con los resultados obtenidos tras Ia consecusión de los primeros tres objetivos de esta tesis 

se puede señalar que el sistema de secreción Dot/Icm serla el responsable de Ia 

multiplicación intracelular y Ia evasiOn del sistema inmune en P. salmonis, tal como Jo es en 

otros organismos relacionados, como son L. pneumophila y C. burnetii. Posicionándolo 

como el mayor mecanismo de virulencia de Ia bacteria. 

Adicionalmente el SSTI exporta una a-hemolisina, Ia que estarIa implicada en Ia Ilsis celular 

que Ia bacteria genera durante Ia infección, como también en Ia captaciôn de fierro 

disponible para sus funciones metabOlicas. El conocimiento de los mecanismos de virulencia 

de Ia bacteria permitiran el desarrollo de nuevas alternativas profilácticas para el control de 

Ia enfermedad, utilizarido como blanco estos genes o interferir en algUn proceso de 

bacteriano realizado por alguno de estos sistemas. 

Se encontrO Ia presencia de un operOn toxina-antitoxina en el genoma de P. salmonis 

(vapBC), el que tiene las mismas caracterIsticas de sus homôlgos en otros organismos. 

Adicionalmente, se IogrO determinar Ia regiOn promotora de este operón bicistrónico, el que 

reüne las caracterIsticas tIpicas de un promotor bacteriano. 
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Utilizando Ia técnica de RAGE se encontrO el gen de Ia protelna HSP10 (GroES) y asimismo 

Ia region promotora de éste, pudiendo comprobar que este gen forma un operOn bicistrOnico 

en conjunto con el gen de Ia proteina ChaPs. 

En el ültimo objetivo de este trabajo se IogrO realizar un knock out de un gen de P. salmon/s 

(ChaP.$), clonado en E. co/i, validando de esta forma al sistema de mutagenesis dirigida 

TargeTronTM, el que habia sido descrito para otros organismos. A pesar de no haber 

cumplido este Ultimo objetivo a cabalidad, debido a no se Iogró optimizar Ia transformaciOn 

de Ia bacteria, Ia mayor proyección de este trabajo es Ia generaciOn de una cepa no 

virulenta y no infectiva por medio de Knock out genes. Esta cepa tendria Ia potencialidad de 

ser utilizada como una vacuna viva teniendo una ventaja superior a las bacterinas contra 

SRS disponibles en el mercado, debido a: su capacidad de inducir una respuesta inmune 

por Si mismas, que pueden imitar una infecciOn natural (capaces de ingresar a las células 

sin provocar Ia enfermedad activando el sistema inmune), que presentan propiedades 

intrinsecas de adyuvantes y tienen Ia potencialidad de ser administradas por vIa oral, lo que 

las transforma en una alternativa de vacunación bastante atractiva. 
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10. RECOMENDACIONES: 

• La información entregada en este trabajo acerca de los mecanismos de patogenicidad 

de Ia bacteria tiene Ia potencialidad de ser utilizado como base para el desarrollo de nuevas 

alternativas para Ia prevención y control de Ia Picirickettsiosis. 

• Se recomienda en futuros trabajo Ia bUsqueda del completo el set de genes que 

codifican para el aparato estructural del sistema de secreciOn Dot/lcm, asi como también de 

los SSTI y Hi tipo IV con Ia finalidad de comprobar que todos los genes están presentes en 

el genoma de P. salmonis, y de esta forma, hacer un mayor análisis de funcionalidad de 

éstos. 

• Con respecto a los genes flagelares, se recomienda hacer un análisis completo de los 

niveles de expresion de todas las clases involucradas en Ia biosintesis flagelar, para lograr 

un mayor entendimiento de Ia real función de este sistema en Ia bacteria. Además se 

recomienda una análisis funcional de las secuencias promotoras de todos los genes 

flagelares, con Ia finalidad de determinar Si Ia no existencia de un flagelo funcional en Ia 

bacteria es debido a una regulacion provocada por Ia no funcionalidad de los promotores. 

En todos los casos un análisis protéomico serla necesario para determinar Ia presencia 

de las protelnas codificadas por los genes descritos en este trabajo, utilizando anticuerpos 

especificos, comprobándo de esta forma que los genes son todos funcionales. Además 

este análisis permitiria una caracterizaciOn integral de todos los sistemas de secreciôn, 

englobándo caracterizaciôn genetica y proteômica. 

• Para lograr una transformaciOn eficiente de la bacteria, se recomienda Ia construcción de 

una vector que contenga el origen de replicaciOn del plásmido criptico de P. salmonis, para 

de ésta forma asegurar su replicación y permanencia en el tiempo. 

• Una vez lograda Ia transformaciOn eficiente, el es posible generar el Knock out de los 

genes de virulencia. una vez obtenida esta cepa mutante se deberá evaluar su infectividad. 

Si se logra Ia obtenciôn de una cepa no infectiva por esta vIa, esta tendrá Ia potencialidad 

de ser utilizada como un modelo de vacuna viva, que podria entregar un mejor grado de 

protecciôn que las vunas existentes en el mercado en Ia actualidad. 
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12. ANEXOS: 

12.1 Anexo 1: Composiciôn medics de Cultivo probados para el crecimiento de P. salmorils 

Medic Marine (Gibco): 

Medio UI1MI(Marine :17T Gibco) TIF6rmula 

Peptona. .............................................................. 

iilitro 

- 
...... 50 g 

Extracto de Levadura ....................................................  1.0 g 

Citrato Férrico ...............................................................  0.1 g 

Cloruro de Sodio 19.45 g 

Cloruro de Magnesio .. ..................................................  8.8 g 

Sulfato de Sodio.......................................................... 3.24 g 

Cloruro de Calcio.. ........................................................  1.8 g 

Cloruro de Potasio . .....................................................  0.55 g 

Bicarbonate de Sodlo ............................................... .... 0.16 g 

Bromuro de Potasio..................................................... 0.08 g 

Cloruro de Estroncio.................................................... 34.0 mg 

Acklo Bórico.... .............................................................  22.0 mg 

Silicato de Sodio............................................................. 4.0 mg 

Fluoruro de Sodio........................................................... 2.4 mg 

... ........ 1.6 mg Nitrate de Amonio ... ......... ....................... ...........  
Fosfato disOdico...... ........................ . ....... .... .......  . .......... 8.0 mg 
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12.2 Anexo 2: Lista organismos y proteInas utilizadas para el diseño de cebadores 

degenerados para los diferentes sistemas de secreción. 

HlyD CAA74193.1 Escherichia coil SSTI 

HlyD YP_245452. 1 Pseudomonas aeruginosa  SSTI 

HlyD ZP_04990152.1 Franc/se/la novicida GA99-3548 SSTI 

HlyD AB054911.1 Leg/one/Ia pneumophila cepa Corby SSTI 

HlyB AAA20545.2 Escherichia co/i SSTI 

HlyB AFB78155.1 Francisella tularensis subsp. tularensis SSTI 

HlyB YP_855893.1 Aeromonas hydrophila SSTI 

HlyB C5K43143.1 Nitrospira defluvi/ SSTI 

HlyB YP_236148.1 Pseudomonas syringae pv. syringae SSTI 

PuIE/LspE YP_001250058.1 1 Legionella pneumophila cepa Corby SSTII 

PuIE/GspE YP_001902178.1 Xanthomonas campestris pv. Campestris SSTII 

PuIE/GspE YP_006522595.1 Pseudomonas stutzeri DSM 10701 SSTII 

PuIE/GspE NP_417785.1 Escherichia co/i cepa K-12 SSTII 

PuIE/GspE YP_1 56406.1 Idiomarina bib/ens/s L2TR SSTI I 

PuID/LspD YP_003618598.1 Leg/one/Ia pneumophila 2300/99 Alcoy SSTII 

PulD YP_005660093.1 Campylobacterjejuni subsp. jejuni S3 SSTII 

PulD YP_002240367.1 Klebsiella pneumoniae 342 SSTII 

PulD YP_156407.1 Idiomarina b/h/ens/s L2TR SSTII 

PulD YP_003000551.1 Escherichia co/i BL21 SSTII 

LcrDIYscV YP_004210056.1 Yersinia pest/s Java 9 SSTIII 

LcrD YP_791542.1 Pseudomonas aerug/nosa UCBPP-PA14 SSTIII 

LcrD/AscV Q8GA91 Aeromonas salmonicida SSTIII 

MixA NP_085310.1 Shigella flexneri SSTIII 

MixA AAK53923.1 Escherichia co/i SSTIII 

MixA EHN47669.1 Salmonella enterica SSTIII 

MixA YP_005207200.1 Pseudomonas fluorescens F113 SSTIII 

1paB NP_085290.1 Shigella flexneri 2002017 SSTIII 

IpaB YP_217804.1 Salmonella enterica subsp. enterica SSTIII 

IpaB EJL02335.1 Pseudomonas fluorescens 02-87 SSTIII 

IpaC YP_005712019. 1 Shigella flexneri 2002017 SSTI II 

IpaC EH034084.1 Salmonella enterica subsp. enterica SSTIII 

ipaC NP 902288.1 Chromobacterium v/olaceum SSTIII 

IpaD YP_005712018.1 Shigella flexneri SSTI Ii 

IpaD N P_9022 87.1 Chromobacterium violaceum SSTIII 

IpaD EHC53294.1 Salmonella enterica subsp. enterica SSTIII 

168 



Proteina 

VirBil 

GenBank 

YP_001967541.1 

•J1Tfli its 

Agrobacterium tumefaciens 

Sistema 

I
Secreci6n 

I 
SSTIV-A (VirB/D) 

VirBi 1 YP_006226978.1 Helicobacterpylori SSTIV-A (VirB/D) 

VirBi 1 ,AAX86708.1 Wolbachia endosymbiont SSTIV-A (VirB/D) 

VirBi 1/Lvhl 1 YP_001252059.1 Legionella pneumophila cepa Corby SSTIV-A (VirB/D) 

VirB2 YP_OO1 967532.1 Agrobacterium tumefaciens SSTIV-A (VirB/D) 

VirB2ILvh2 YP_0065073 17.1 Legionella pneumophila cepa Corby SSTIV-A (VirB/D) 

VirB2 NP_940724. 1 Pseudomonas syringae SSTIV-A (VirB/D) 

VirB2 NP_541003.1 Bruce//a melitensis  SSTIV-A (VirB/D)  

VirB5/Lvh5 YP_095284. 1 Legionella pneumophila SSTIV-A (VirB/D) 

VirB5 AAT35206.1 Pseudomonas syringae pv. maculicola SSTIV-A (VirB/D) 

Vi rB5 AAZ50522. 1 Agrobacterium tumefaciens SSTIV-A (VirB/D) 

VirD4 AAF77 174.1 Agrobacterium tumefaciens SSTIV-A (VirB/D) 

VirD4lLvhD4 AAU27329.1 Legionella pneumophila SSTIV-A VirB/D) 

VirD4 AAR02183.1 Pseudomonas syringae pv. syringae SSTIV-A (VirB/D) 

DotB AAU28734.1 Legionella pneumophila cepa Philadelphia SSTIV-B (Dot/lcm) 

DotB ZP_06 186679.1 Legionella Ion gbeachae D-4968 SSTIV-B (Dot/lcm) 

DotB EDP46591.1 Rickettsiel/a grylli SSTIV-B (Dot/lcm) 

DotB ZP02218390.1 Coxiella burnetiiQ321 SSTIV-B (Dot/lcm) 

IcmK NP_82061 Coxiella burnetii RSA 493 SSTIV-B (Dotllcm) 
- 

lcmK YP_094494.1 Legionella pneumophila cepa Philadelphia SSTIV-B (Dot/lcm) 

lcmK ZP_06187708.1 Legionella iongbeachae D-4968 SSTIV-B (Dot/lcm) 

lcmK ZP_02062560. 1 Rickettsiella gylli SSTIV-B (Dot/lcm) 

lcmF YP_094502.1 Legionella pneumophila cepa Corby SSTIV-B (Dot/lcm) 

lcmF YP_002304943.1 Coxiella burnetii CbuK_154 SSTIV-B (Dot/lcm) 

lcmF EEZ97099.1 Legionella Iongbeachae D-4968 SSTIV-B (Dot/lcm) 

lcmW ZP_02062290.1 Rickettsie//a giylli SSTIV-B (Dot/lcm) 

IcmW YP002302947.1 Coxiella burnetli CbuG_K212 SSTIV-B (Dot/lcm) 

lcmW AAU28746.1 Legionella pneumophila cepa Philadelphia SSTIV-B (Dotllcm) 

lcmW ZP_06 186684.1 Legionella ion gbeachae D-4968 SSTIV-B (Dot/lcm) 
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12.3 Anexo 3: Lista de cebadores degenerados utilizados para Ia amplificaciOn de los genes 

de los diferentes sistemas de secreciOn. 

Sistema 

SSTI hlyD HIyD-F1 5' -GAs CAT ACG ACR G'53 CA CCS -3' 

SSTI hlyD HIyD-R1 5'-CAR ATM ACT YTV ACY MSY CAT MAG-3' 

SSTI hlyD HlyD-R1 5'-GCM AGS CKT TGS GCR ATR ATY A-3' 

SSTI h/yB HlyB-F1 5'-GAM TAT CCD AAD CAR ATM RAM GGS-3' 

SSTI h/yB HlyB-F2 5'TCM GAA CGK 0GM ATC 0CM CAR GAT-3' 

SSTI h/yB HlyB-R1 5'-CAR ATC ATT YTS ACC WSY CAT CGM-3' 

SSTII puiG PuIG-Fi 5'-TCT TTG ATO GAA ATT ATG GTT GTT G-3' 

SSTII puiG PuIG-Ri 5' -OAA CAA CCA TAA CCC OGA TGA AAG A-3' 

SSTII pulG PulG-F2 5'-GGT AAC TGC GAT GAO CAC TCA-3' 

SSTII pulG PuIG-R2 5'-TGA GTG GTC ATC CCA GTT ACC-3' 

SSTII p/ID PilD-Fi 5' -AGO TAY YTR ACC YTG CCC GGY-3' 

SSTII p/ID PiID-F2 5' -CGG MAG YTT YCT TAA CCC VGT Y-3' 

SSTII p/ID PilD-Ri 5'-TTR AAR TOM CCR TGR CCC A T D 00-3' 

SSTII p/ID PilD-R2 5'-CGG MAG YTT YCT TAA CGT VGT Y-3' 

SSTII PuB-Fl 5' -GAY ATM CAC TTY CAR CCY TAT GAR-3' 

SSTII  PIIB-F2 5'-TOM G CGK CGH ATC CCM CAR GAT-3' 

SSTII  PIIB-Ri 5'-CCR CTG CTK CTR TCY A G R  GTR GA-3' 

SSTII 

pmiixA 

 PilB-R2 5'-GCM AGS CKT TGS CCR ATR ATY A-3' 

SSTIII  MixA-Fi 5' -ATR TTY CGK  CCC GCV CTB TC-3' 

SSTIII  MixA-Ri 5'-RAA CTT CAT SGC GCC RTC-3' 

SSTIII  MixA-R2 5'-GCW ATM ARS AGS GCM GG-3' 

SSTIII mixA MixA-F2 5' -GOO MGC MAT YGC RTC SCC YTT-3' 

SSTIII IcrD LcrD-Forl 5'-OCG GAA TTC ATC CCC ATG ATC TTG AGT-3' 

SSTIII IcrD LcrD-Revl 5' -COG GAA TTC TAT CGC TAC CCA AGT CTG-3' 

SSTlll IcrD LcrD-For2 5' -CAR CGM GTW TGT TTT GGK TGY GGW-3' 

SSTIII IcrD LcrD-Rev2 5 ' -ACT ATG GGH TCH GTH GTY GGW GAA AAA-3 

SSTIII ipaD IpaD-For 5' -GOS CTV AAY GTS GCY TOW AC-3' 

SSTIII ipaD 1padD-Revl 5' -TTG TGC VAC YAR ACC RTC VCC-3' 

SSTIII ipaD 1padD-Rev2 5' -ATC RTA CAT YAR YTO ATC  CAG SC-3' 

SSTIII ipaC IpaC-For 5'-ACW CAT YTS CAR ATM GAA ATG CAT-3' 

SSTIII ipaC IpaC-Revi 5' -ACM CAT CCK CAY AC?. ATG KOT ATM-3' 

SSTIII ipaC 1paC-Rev2 5' -ATC GAG CGA CAT ATT AGO AAG G-3' 
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Sistema 

SSTIV (VirB/D4) v/rB 11 VirB11-F1 5' -5.Y CCR A/R ACY 

Secuencia  

GYM 0AJATY-3' 

SSTIV(VirB/D4) virB12 VirB11-F2 5'-GTM CAR CTG GTS ATY CCM CCR-3' 

SSTIV(Vir6/D4) virBil VirBil -Ri 5'-GGT CYG GSC GCA TMC KSA G-3' 

SSTIV(VirB!D4) virB12 VirB11-R2 5'-BAT RAT BCK RTC SGG TCT KA-3' 

SSTIV (VirB/04) virB2 VirB2-F 5' -GTM CAR CTG GTS ATY CCY CCR-3' 

SSTV(VirB/D4) virB2 VirB2-R1 51 -BAT RAT BCK RTC SGG TCT KA-3' 

SSTIV (VirBID4) virB2 VirB2-R2 5' -TOT TGT YTT 0CC KSW WCC KG-3' 

SSTIV (VirB/D4) virB5 VirB5-F1 5 '-ACM GGYAAR CTR AAA C-GM TCR AAA-3' 

SSTIV (VirB/D4) virB5 VirB5-F2 5'-ATT ATG TTT GCK GTT YTG GAT ACY-3' 

SSTIV(Vir8/D4) virB5 VirB5-R1 5'-TTT YGA KCC TTT YAG YTT RCC MGT-3' 

SSTIV (VirB/D4) virB5 VirB5-R2 5 '-CAA CGC CTT GGT TAA GTG TGA CCG-3' 

SSTIV(Dot/Icm) icmK IcmK-F 5'-TCA ACM GGW CCY CCT TGG CC-3' 

SSTJV(Dotllcm) icmK IcmK-R1 5'-GCD ACD GCA TAA TCV ACS G1-3' 

SSTIV(Dotllcm) icmK IcmK-R2 5'-CHG CAT GYG TYC CAT CYG C-3' 

SSTIV(Dotllcm) dotB dotb-F1 5'-GCK TCA GAT ATM ACM ATY CAA AC-3' 

SSTIV(Dotllcm) dotB dotB-F2 5'-GCW GAR GTK TAT GGM MGM Y-3' 

SSTIV(Dot/Icm) dotB dotB-R1 5'-TGT TTC AAK AAT RTC GAT RGT-3' 

SSTIV(Dotllcm) dotB dotB-R2 5'-YTC SICK YAG K G C MAC MCG-3' 

SSTIV(Dotllcm) dotB dotb-F3 5'-GCW CAR GTK TAT 0GM MG-3' 

SSTIV(Dotllcm) dotB dotB-R3 5'-SCC YGT TAA AGC GGC YTC-3T 

SSTIV(Dotllcm) icmW IcmW-forl 5'-ATG CCW GAT YTR SISS CAT RAA GCC-3' 

SSTIV(Dot/Icm) icmW IcmW-for2 5'-TCC YTK TGY YTS GGT TAY 00-3' 

SSTIV (DoUlcm) icmW IcmW-rev 5' -TAR TAA CCK YAG YCK TTC AAA TAC MAW-3' 

SSTIV (Dotllcm) icmF IcmF-F 5 -GGM TCR YTA MTK TCS GTW-3' 

SSTIV(Dotllcm) icmF IcmF-R2 5'-GAT AGY YCK ACB GTD TTA GTT-3' 

SSTIV (Dotllcm) icmF I IcmF-R1 5'-CAA TTT WCG RCC TCC RCG CAT R-3' 
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