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RESUMEN

Piscirickettsia salmonis es una bacteria Gram negativa, agente etiologico de la Septicemia
Rickettsial Salmonidea (SRS) o Piscirickettsiosis, enfermedad que desde hace mas de dos
decadas amenaza seriamente la sustentabilidad de la salmonicultura en Chile. No obstante,
el gran impacto econdmico que produce esta enfermedad en la industria salmonera,
aspectos basicos de la biologia del patégeno son atin desconocidos. En los Ultimos afios la
clasificacion taxonémica y caracterizacién del patégeno han cambiado rotundamente, al
principio fue caracterizada como un organismo perteneciente al grupo Alfa-proteobacteria,
filogenéticamente cercano a organismos del género Rickettsia, pero en la actualidad ha sido
reclasificada dentro del grupo Gamma-proteobacteria, filogéneticamente cercano a
Legionella pneumophila, Francisella tularensis y Coxiella burnetii, entre otros.
Adicionalmente, el patégeno fue considerado como un organismo intracelular obligado, ya
que su crecimiento era posible sélo en lineas celulares de peces e insectos, pero hoy en dia

est4 catalogado como un organismo intracelular facultativo.

A pesar de que hoy en dia es posible obtener cultivos puros de P. salmonis, la secuenciacion
completa de su genoma no ha sido reportada, por lo que genes implicados en aspectos tan
relevantes como metabolismo celular y virulencia son absolutamente desconocidos. Esto ha
conllevado a que no existan medidas de prevencion y profilaxis eficaces para controlar los
brotes de la enfermedad que amenazan seriamente la produccién de salménidos en nuestro
pais. En otros patégenos, el conocimiento de los mecanismos de virulencia ha conducido al
disefio de nuevas herramientas profilacticas, como por ejemplo, el disefio de vacunas

mejoradas o de farmacos eficaces para el control de la enfermedad.

De acuerdo a los antecedentes sefialados y teniendo en cuenta que en muchos patégenos
los mecanismos de virulencia y patogenicidad estan dados por la secrecién de moléculas
efectoras a través de uno o mas de los sistemas de secrecion bacterianos, este trabajo de
tesis propuso estudiar los mecanismos de patogenicidad y virulencia de P. salmonis con la
finalidad de obtener informacién clave para el disefio de nuevas alternativas de control para
erradicar la enfermedad. Los factores de virulencia secretados por las bacterias patégenas
tienen como objetivo interferir o modular el comportamiento de la célula huésped, con la
finalidad de generar una infeccion productiva, evadiendo al sistema inmune. Por este razén,
el principal objetivo de esta tesis fue la blusqueda 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 la enfermedad.

Se utilizaron diferentes estrategias para la blsqueda de los genes que conforman los
distintos sistemas de secrecion en P. salmonis; i) disefio de cebadores degenerados
basados en regiones conservadas de las principales proteinas de cada uno de estos
sistemas y ii) secuenciacion parcial del genoma de la bacteria. Se logré determinar que el
patégeno contiene al menos los sistemas de secrecion Tipo | (SSTI) y Tipo IV-B (SSTIV-B) o
Dot/lcm (Deficient in Organelle Trafficking/Intracellular Multiplication).

Respecto al SSTI, se logré identificar los genes para tres proteinas relacionadas con el
sistema, dos de las cuales son estructurales (fo/C y hlyD) y una es un efector de secrecion,
la a-hemolisina, lo que podria explicar el efecto citotéxico y litico que produce la infeccién
con P. salmonis, tanto in vitro como in vivo. Adicionalmente, se determiné que los genes del
SSTI estan transcripcionalmente activos en diferentes condiciones de crecimiento del

patégeno, lo que indicaria que el sistema esta funcional.

En cuanto al sistema de secrecion Dot/lcm, se encontraron cuatro genes correspondientes a
proteinas estructurales (ATPasa DotB, DotA, IcmK e IcmE), las que comparten una alta
similitud de secuencia con sus homélogas de otros organismos como L. pneumophila y C.
bumnetii, en donde este sistema es el responsable de la supervivencia intracelular y evasion
del sistema inmune del huésped. Asimismo, se pudo determinar que los genes dot/icm son
expresados durante la 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 sobreexpresién de los genes del
SSTIV en pHs acidos ha sido descrita en otros patégenos, sefialandose que la acidificacion
del fagosoma que contiene a la bacteria en los macréfagos infectados seria el evento que
gatilla la induccion de estos genes que generan la respuesta de la bacteria ante las defensas
del huésped. Por consiguiente, los resultados obtenidos en este estudio demuestran que se

aplicaria también a P. salmonis.

Conjuntamente, la secuenciaciéon parcial del genoma de P. salmonis entregd informacién
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 la adhesion inicial del patogeno a las células blanco permitiéndo la exportacién de

algunas moléculas que favorecen la infeccién, ademas en otros organismos como Vibrio



cholerae esta involucrado en la formacién de biofilm, mecanismo fundamental para la
persistencia e infectividad de éste patogeno. El segundo mecanismo de virulencia se
encuentra relacionado con la biosintesis flagelar. Se logré identificar casi por completo todos
los genes que lo conforman, a pesar de que P. salmonis ha sido clasificada como una
bacteria inmovil. Sin embargo, se determiné que algunos de los genes reguladores de la
cascada de expresion del flagelo se encuentran transcripcionalmente activos, pero su

funcionalidad e implicancia en la virulencia deberan 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 esta bien
equipada con un set de genes que promueven su sobrevivencia béjo las condiciones
adversas que produce el -sistema de defensa del huésped. Finalmente, el conocimiento de
los genes implicados en la virulencia y patogenicidad de la bacteria tiene el potencial de ser
usados como blanco para el disefio de nuevos farmacos 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, at 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 pneumophila, Francisella tularensis
and Coxiella bumnetii, 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

Y



secretion systems Type | (SSTI) and Type IV-B (SSTIV-B) or Dot / Icm (Deficient in Organelle
Trafficking / Intracellular Multiplication).

Regarding the TISS, it was possible to detect three genes, two structural (to/C and hlyD) and
one secreted protein, a-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 conditior{s of the pathogen,

which indicates that the system is functional.

Furthermore, concerning to the Dot/lcm secretion system it was possible to identify four
genes corresponding to structural proteins (dotB ATPase, dotA, icmE and lcmK), 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 Pili, 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 pais acuicultor en Latinoameérica. El principal auge de
esta actividad esta encabezado por la industria salmonera y cabe destacar que la forma
como se desarrollé la salmonicultura en nuestro pais no tiene precedente en el mundo, por
su rapido crecimiento y notable dinamismo (Informe Gemines, 2001). Actualmente, Chile es
el segundo productor mundial de salmén y el primero en trucha, aportando el 5 % a las
exportaciones totales del pais. A su vez esta industria representa el 56% de las
exportaciones pesqueras. Ademas, en la ultima década la industria se expandié a una tasa
promedio del 22%. (SalmonChile, 2007). Los principales importadores del salmoén producido
en Chile son Estados Unidos y Japén, que en conjunto abarcan el 64% del volumen. Esta
industria da empleo aproximadamente a 40 mil personas, principalmente de la décima y

undécima regién del pais (Bustos, 2008).

Este rapido e impresionante crecimiento de la industria de debe especificamente a que
existen pocos lugares en el planeta que retnan las condiciones ambientales del llamado
“cinturén del salmoén”, 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 contaminacién y con temperaturas que fluctian
entre los 7 y 16 grados Celsius durante todo el afio. Otro factor que favorece son las
abundantes precipitaciones, de 4000 milimetros de lluvia como promedio anual
(SalmoénChile, 2006). EI mundo salmonero que se desarrolla en el sur de Chile concentraba
el fuerte de la actividad en la X Region, la que se extendié 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 salménidos cultivadas en
Chile, Salmén Atlantico (Salmo salar), Salmén Coho (Oncorhynchus kisutch), Salmén
Chinook (Oncorhynchus tshawytscha) y Trucha Arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
(SalménChile, 2007).

Las exportaciones de salmén y trucha generaron una ganancia de US$ 2.241.710 millones
durante 2007, monto superior en un 2% respecto a 2006, segun cifras de la Asociacion de la
Industria del Salmén de Chile A.G., SalmonChile. En 2007 se exportaron un total de 397.039
toneladas netas de salmén y trucha, lo que implicé un aumento en los envios de un 3% en

volumen con respecto a igual periodo del afio anterior (Intesal, 2007). Durante el 2008 las
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exportaciones crecieron a US$ 2.392.000, subiendo un 7% respecto al afio anterior
(SalmonChile 2008). En cambio, durante el afio 2009 las exportaciones de salmonidos
cayeron un 13% respecto al afio 2008, llegando a un total de US$ 2.068.000, debido a que
las cosechas se anticiparon a causa del problema sanitario ocurrido en la industria, el que
fue generado por la aparicién del virus de la Anemia Infecciosa del Salmén (ISAv)
(SalmoénChile 2010). En el afio 2011 hubo un repunte de la actividad salmonera con
respecto al afio 2010. La produccién de salmén atlantico y salmoén del pacifico fue de 51% vy
38% superior, respectivamente y sélo la produccién de trucha fue menor al afio anterior, lo
que generd que las exportaciones de salménidos registraran un incremento del 61% en
relacion con el 2010, transformando a la industria en una de las que mayor crecimiento tuvo
durante el 2011 (Sernapesca, 2011). Cabe mencionar que durante el afio 2011 la industria
acuicola generd ganancias US$ 4.228 millones, cifra inédita en la historia de las
exportaciones sectoriales, y dentro de ese total los salménidos representaron la mitad de las
ganancias (SalmonChile2011). Todos estos antecedentes demuestran la importancia de la

industria salmonera en la economia nacional.

A pesar de este abrupto crecimiento y de la alta rentabilidad econémica que ha mostrado
esta industria en los ultimos 20 afios, aun existen ciertos problemas asociados a su
produccion y que amenazan de forma constante su sustentabilidad. De ellos el de mayor
impacto corresponde a la apariciéon de organismos patogenos con brotes recurrentes que
merman gravemente la produccion. Ejemplo claro de este aspecto ocurrié durante el afio
2007 con la aparicion del virus ISA que provoco una disminucion significativa en la
produccion. Entre los patégenos de mayor relevancia se encuentran: el Virus de la Necrosis
Pancreatica Infecciosa-IPNV (Smail et al., 2006; Rodriguez et al. 2003), el Virus de la
Anemia del Salmoén (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 Renibacterium salmoninarum que es un patégeno Gram-positivo (Sanders
and Barros, 1986). Entre las Gram-negativas mas frecuentes encontramos, Aeromonas
salmonicida (Balcazar et al. 2007), Vibrio ordalii (Bohle et al, 2007), Flavobacterium
columnare (Bader et al.,, 2003) y ultimamente, la aparicion de la bacteria Francisella
piscicida o Francisella philomiragia subespecie noatunensis, la que fue anteriormente
conocida como UA2 o Francisella piscicida (Birkbeck et al, 2007; Bohle et al., 2009). Sin
embargo y sin lugar a dudas el patogeno de mayor relevancia y persistencia en la industria

ha sido y continta siendo la bacteria Piscirickettsia salmonis, que desde su aparicion en
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1989 (Bravo y Campos, 1989) ha mostrado una alta agresividad, persistencia y ha sido
refractaria a los tratamientos profilacticos aplicados para su control (Marshall et al., 2007;
Tobar et al., 2011), ademas de generar pérdidas anuales que superan los US$ 100 millones

anuales por efecto de constantes brotes (SalmonChile, 2007; Bravo y Midtlyng, 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 la
actualidad ha sido reclasificada como un organismo intracelular facultativo por su capacidad
de crecer en medios bacteriolégicos libres de células (Mikalsen et al., 2008; Mauel ef al.,
2008; Gomez et al., 2009; Yafez et al., 2012). También se han registrado brotes de la
enfermedad en Escocia, Irlanda, Noruega y en la Costa del Pacifico de Canada (Kuzyk et
al., 1996), donde las pérdidas econémicas también han sido considerables, pero nunca en el
nivel en que se ha visto afectada la produccién en Chile (Almendras et al., 1997). Por otra
parte, no solamente salménidos se han visto afectados por P. salmonis, ya que se ha
detectado la presencia de este patégeno en especimenes de Corvina Blanca (Afractoscion
nobilis) en la costa del sur de California, siendo la 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 patdgeno muy similar a P. salmonis
(Athanassopoulou et al.,, 2004). En Hawai poblaciones de Tilapia (Oreochromis
mossambicus y Sarotherodon melanotheron), tanto de vida libre como de cultivo, han sufrido
una enfermedad tipo-Piscirickettsiosis (Mauel et al., 2003); lo que sugiere que la expansién
de este agente a otras especies de peces de importancia comercial ya se ha iniciado
(Marshall et al., 2007).

La biologia de P. salmonis ha sido muy poco estudiada, principalmente debido a que hasta
el afio 2008 no existia un medio bacteriolégico para su crecimiento. El hecho de que
solamente se haya logrado el crecimiento de este patogeno en lineas celulares
imposibilitaba en cierto modo la caracterizacion genética de |la bacteria, especificamente por
la contaminante adicional provocada por las células de cultivo. A la fecha, la secuenciacién
del genoma de P. salmonis no ha sido completada o al menos ha sido anotada en alguna
base de datos, por lo cual la investigacion tanto en aspectos metabdlicos, ciclo de vida y
virulencia del patdégeno siguen siendo desconocidos. En base a estos antecedentes, es de
suma importancia el conocimiento de los genes que participan en la patogenicidad y

virulencia de P. salmonis, con la finalidad de obtener una mayor comprension de cuales son
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los mecanismos que utiliza este patégeno para infectar, invadir y diseminarse en el
huésped. Adicionalmente, con la obtencién de esta informacién se podrian hallar
alternativas de prevencion y profilaxis mas eficaces para tratar y prevenir nuevos brotes de

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

Expuestos estos antecedentes, se plantea determinar cual (es) seria el mecanismo (s) de
virulencia y patogenicidad de P. salmonis. Para ello se buscaran genes relacionados con
aparatos de secrecion de los Sistemas de Secrecion Tipo Il (SSTII) y Tipo IV (SSTIV),
ambos de gran importancia en los procesos de infeccion en bacterias Gram-negativas. El
SSTIIl es el mas conservado evolutivamente en bacterias Gram-negativas patdgenas y el
SSTIV es el responsable de los mecanismos de supervivencia intracelular y evasion del
sistema inmune de varios patégenos de importancia. Ademas, se propone evaluar los
niveles de expresion de los genes de virulencia en diferentes condiciones de crecimiento de

la bacteria.

2.- REVISION BIBLIOGRAFICA.

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

Piscirickettsia salmonis es una bacteria Gram-negativa y agente etiologico de la Septicemia
Rickettsial Salmonidea (SRS) o Piscirickettsiosis, la cual fue detectada por primera vez en
1989, en especimenes de salmén coho (Oncorhynchus kisutch) afectados por altas
mortalidades en el sur de Chile (Bravo y Campos, 1989). Este patégeno es una bacteria
inmovil, no capsulada, pleomérfica, pero que generalmente se presenta cocoide, y de
tamafio variable entre 0.5 y 1.5 um de diametro (Fryer et al., 1990; Kuzyk et al., 1996).
Taxonémicamente P. salmonis se ubica dentro del grupo Gamma-Proteobacteria y es una
de las tres especies pertenecientes a la familia Piscirickettsiaceae, separada de la familia
Rickettsiaceae como habia sido descrita anteriormente (Mauel et al. 1999). La bacteria se
replica por biparticion en la célula huésped, dentro de vacuolas citoplasmaticas, de las
cuales se libera destruyendo al huésped (Fryer et al., 1990). En brotes naturales de la
enfermedad la bacteria ha sido reportada en higado, rifién y cerebro, asi como tambien en

macrofagos asociados al rifion, bazo y sangre periférica (macréfagos de la respuesta
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inflamatoria) (Branson y Diaz-Mufioz, 1991; Almendras ef al., 1997). In vitro la bacteria
produce efecto citopatico en diferentes lineas celulares de salmoénidos y en algunas de
peces de aguas calidas causando inicialmente la formacion de agrupaciones de células
redondeadas y vacuolizadas y por ultimo provocando la lisis celular con desprendimiento de
la monocapa (Figura 1) (Fryer et al., 1990). Adicionalmente, ha sido descrito que la bacteria
es capaz de infectar cultivos primarios y lineas celulares del sistema inmune de peces,
especificamente monocitos y macréfagos, lo que podria indicar que estas células son el
primer blanco de la bacteria al entrar a un pez susceptible (McCarthy et al., 2008; Rojas et
al., 2009).

Figura 1: A: ‘P. salmonis dentro
de vacuolas citoplasmaticas en
células CHSE-214 (Oncorhynchus
tschawytscha) infectadas. Las
flechas indican la bacteria en
divisién. B: P. salmonis crecida en

placas de agar sangre.

2.1.1 Patologia.

La enfermedad se caracteriza por su amplio espectro clinico y morfolégico el cual depende
del curso de la enfermedad (aguda, cronica), 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: natacion erratica, aletargamiento, anorexia, orillamiento, vy
oscurecimiento de la piel. Ocurre también palidez branquial, hemorragias en la base de las
aletas, aparicion de nodulaciones y ulceraciones en la piel debido a la pérdida de escamas
(Lannan et al.,, 1999). La bacteria causa una infeccion sistémica en tejidos, afectando a la
mayoria de los oérganos, como el higado, rifiones, corazén, cerebro, intestinos, ovarios, bazo
y branquias (Bravo y Campos, 1989; Kuzyk et al., 1996). En los ultimos afios se ha
detectado una sintomatologia atipica en trucha arcoiris, la que corresponde a una
inflamacion hemorragica de la musculatura, asociada a lisis muscular, dando origen a
cavernas musculares, las cuales pueden o no ser evidenciadas externamente. El contenido
de estas cavernas es viscoso de color variable opaco a hemorragico con un alto contenido

bacteriano (Sergio Marshall, comunicacién personal).
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2.1.2 Modo de Transmision:

Los estudios existentes han descrito la 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 mas aceptada del modo de diseminacion del
patégeno seria 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 la piel intacta (Larenas et al.,
1997). La presencia de ectoparasitos o lesiones en la piel de los peces, posiblemente,
favorecerian la entrada del patégeno y el posterior contagio a otros individuos (Fryer y
Mauel, 1997). Es posible que también exista un modo de transmision vertical de la
enfermedad por ovas o 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 la mantencion de la bacteria en
el medio. Mediante inmunofluorescencia directa se ha detectado a P. salmonis en el parasito
hematéfago Ceratothoa gaudichaudiy en el ectoparasito Caligus sp; lo cual indica que éstos
podrian ser vectores o reservorio del patégeno (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 la bacteria se puede mantener en el
medio marino en una cierta densidad poblacional (Lannan y Fryer, 1994). Recientemente, se
ha reportado que la bacteria es capaz de mantenerse en cierta densidad poblacional en el
agua de mar al menos 40 dias, ya sea en la superficie como a 5 metros de profundidad,
dato importante para determinar un periodo de barbecho cuando hayan brotes de la

enfermedad (Olivares y Marshall, 2010).

2.1.3 Métodos de deteccidon de P. salmonis.

La biologia molecular es una herramienta que ha simplificado bastante la deteccion de este
patégeno. La técnica de la PCR (Reacciéon en Cadena de la Polimerasa) ha sido utilizada
para la deteccion de la bacteria en muestras de tejidos o de cultivos celulares, mediante el
uso de cebadores dirigidos a amplificar secuencias blanco en la region del 16S del operén
ribosomal (Mauel et al., 1996) y ademas, con cebadores dirigidos a amplificar la secuencia
de la region espaciadora del operén ribosomal (ITS — Internal Transcribed Spacer),
pudiendo detectar claramente la presencia de la bacteria en sueros extraidos desde peces
enfermos (Marshall et al., 1998). Adicionalmente, el gen de la proteina inmunogeénica
ChaP.s también ha sido utilizado con éxito como marcador molecular para la identificaciéon

de este patégeno, ya sea mediante PCR o por la utilizacién de anticuerpos especificos
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contra la proteina (Gémez et al., 2009). Con estas herramientas de alta especificidad no se

hace estrictamente necesaria la secuenciacion para determinar la identidad de la bacteria.

A diferencia de lo anterior, el tipico diagnéstico de la enfermedad se basaba en la
observacion de signos evidentes presentados por los peces, ya sean externos como
internos (mencionados anteriormente), lo que lleva al sacrificio del animal, combinado con
una demostracion de la presencia de P. salmonis realizando varios procedimientos que se

mencionan a continuacion:

a) Aislamiento de la bacteria desde higado, cerebro y rifion de peces enfermos o que
presenten sintomas externos de la enfermedad para su crecimiento en cultivos
celulares hasta observar la aparicion de efectos citopaticos en las células (10 a 15
dias), lo que hace que su deteccion se escape de técnicas rutinarias utilizadas para el
aislamiento de bacterias (Fryer et al., 1990; Fryer y Hendrick, 2003).

b) Observacion del patégeno, desde frotis de 6rganos de peces, por medio de tinciones
poco especificas como Giemsa, Gram y naranja de acridina (Fryer et al., 1990;
Cvitanich et al., 1990).

c) Para realizar la confirmacion de P. salmonis se han utilizado métodos serolégicos,
como es el caso anticuerpos fluorescentes (inmuno-histoquimica e inmuno-citoquimica)
para determinar la presencia de la bacteria en dérganos y en cultivos celulares

sospechosos, ademas de |a técnica de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

2.1.4 Prevencion y profilaxis.

Hasta la fecha los intentos para evitar los brotes de la 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 el fin de reducir las pérdidas, ha sido disminuir las
densidades poblacionales por jaula (Bravo y Campos, 1989). A pesar que la cepa tipo P.
salmonis LF-89 (ATCC VR 1361) presenta una alta sensibilidad a antibioticos en
condiciones controladas de laboratorio, los resultados de las terapias con antibiéticos in
vivo, especificamente via oral han sido poco efectivos contra la enfermedad y en general no
han sido capaces de controlar efectivamente a la bacteria. Esto podria deberse al posible
hecho de la aparicién de resistencia en algunas cepas, como ha ocurrido con muchas
especies bacterianas (Smith et al., 1996); variabilidad en los tiempos y dosis de aplicacion

de las drogas y el uso cada vez mayor de nuevas alternativas de tratamiento. Otra causal

16



del efecto minimo de los antibidticos se debe a que la bacteria se replica dentro de las
células del huésped, por tanto los niveles de antibiéticos usados no alcanzarian la

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

En la actualidad ninguna vacuna es completamente eficiente para controlar la enfermedad.
La mayoria de las vacunas, existentes en el mercado, estan 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 dafiaria de algin modo
a los antigenos de superficie. Las bacterinas no han sido las Unicas candidatas para la
elaboracién de nuevas vacunas contra P. salmonis. También se han iniciado estudios para
identificar y caracterizar nuevas proteinas antigénicas que puedan ser utilizadas como
posibles inmundégenos. Es aqui donde surgen las mayores expectativas a la hora de la
formulacién de una vacuna que sea realmente eficaz en la prevencion de P. salmonis. Entre
los nuevos antigenos que han sido descritos se pueden mencionar a la lipoproteina OspA
de 17 kDa (Kuzyk et al., 2001), las Hsp 70, Hsp16 y Hsp10 (Wilhelm et al., 2003; Wilhelm et
al., 2005), y la proteina inmunogénica ChaP.s (Chaperona HSP60 de Piscirickettsia

salmonis), descrita por Marshall et al., en 2007.

Debido al impacto econémico que tiene P. salmonis en la industria salmonera nacional, se
hace de suma urgencia un mayor entendimiento de su biologia y de los mecanismos de
patogenicidad que ella utiliza durante la infeccién, para de esta forma hallar un metodo de
control eficiente y asi, evitar las grandes pérdidas econémicas que este patégeno continta

provocando en la salmonicultura chilena.

2.2 PRINCIPALES SISTEMAS DE PATOGENICIDAD BACTERIANA

En los ultimos afios la aplicacion de las técnicas de ingenieria genética en el estudio de la
patogenicidad bacteriana ha abierto un nuevo campo en el anélisis de la virulencia a nivel
molecular. El conocimiento completo de genomas de importantes patégenos 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 la disciplina denominada microbiologia molecular y celular. Sin duda, el

conocimiento de los mecanismos moleculares de la virulencia bacteriana permitira identificar
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nuevas funciones relacionadas con la patogenicidad o con la fransmision de enfermedades
infecciosas. Un punto importante a mencionar se refiere a la dilucidacién de moléculas y
mecanismos utilizados por las bacterias patégenas en los procesos de invasion, en términos
practicos, permitirian mejorar el diagnostico de ciertas enfermedades hasta llegar a la

creacion de nuevos antibidticos y vacunas mejoradas (Hueck, 1998).

Las bacterias corresponden a uno de los grupos de organismos vivos mas diversos
existentes en nuestro planeta, se encuentran adaptadas a una amplia variedad de
ambientes ecolégicos, incluyendo plantas, animales y el hombre. En general, las bacterias
secretan un gran numero 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 por ejemplo, en la biogénesis de organelos, la adquisicion de
nutrientes y en la 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 invasién de las células del hospedero, y ademas son capaces
de secretar toxinas utilizadas en la colonizacion de distintos nichos a traveés del proceso de
infeccion (Pizarro-Cerda J. y Cossart P., 2006). Puesto que la colonizacién 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 microbioldgicas.
Adicionalmente, las bacterias forman una gran diversidad de asociaciones entre si, que van
desde la formacion de biopeliculas hasta el mutualismo, en las cuales la secrecion de
proteinas juega un rol central para modular estas interacciones, por lo que los sistemas de
secrecion son también muy importantes en la interaccion entre bacterias y no solamente

participan en la interaccion patégeno-hospedero (Tseng et al., 2009).

La mayor parte de las investigaciones en el campo de la microbiologia molecular se han
centrado en los sistemas de secrecion de las bacterias Gram-negativas, donde las proteinas
a translocarse o secretarse deben atravesar dos barreras lipidicas separadas por un espacio
periplasmico y por una pared de peptidoglicano, que corresponden a la membrana interna y
externa, respectivamente; esta Ultima es una bicapa lipidica asimétrica cuya cara exterior
esta compuesta principalmente por lipopolisacéridos (Lee et al., 2001). En bacterias Gram-
positivas la secrecion de proteinas hacia el medio externo requiere del transporte a traves
de una sola membrana, por lo que algunos géneros como Bacillus pueden ser utilizados

industrialmente para la produccion comercial de ciertas proteinas extracelulares, obtenidas
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con rendimientos muy altos; sin embargo, este proceso ha sido poco estudiado en estos
microorganismos. Recientemente, con la secuenciacidén de diversos genomas de bacterias
Gram-positivas, se ha detectado que muchos genes que participan en el proceso de
secrecion de la bacteria Gram-negativa Escherichia coli, también estan presentes en estos

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

Se define como secrecion al transporte activo de proteinas que ocurre a través del sistema
membranoso bacteriano, mientras que la translocacién se refiere al transporte de proteinas
a través de la membrana plasmatica del hospedero (Bittner y Bonas, 2002). En bacterias se
han descrito, al menos siete sistemas principales de secrecion de proteinas hacia el medio
extracelular. Las vias de secrecién en las bacterias Gram-negativas han sido clasificadas en
seis grupos principales: secrecion tipo I, II, lll, IV, V (autotransportadores) y VI. Para Gram-
positivas y organismos del genero Mycobacterium se ha descrito un nuevo sistema, el
Sistema de Secrecion Tipo VII. La clasificacion de los sistemas de secrecion se basa en la
naturaleza molecular de las maquinarias de transporte y en las reacciones que éstas
catalizan (Lee ef 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 la
membrana plasmatica. Los sistemas de dos pasos, que utilizan las maquinaria de secrecién
del sistema Sec (Sistema General de Secrecién) 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 periplasmico, ni una secuencia sefial en el amino
terminal (Thanassi et al., 2000). A continuacion se describira brevemente cada uno de los
sistemas de secrecion bacterianos. Cabe resaltar que los sistemas de secrecion tipo Il y [V
son los mecanismos de patogenicidad mas conservados en las bacterias Gram-negativas.
En la figura 2, se puede observar la estructura que presentan cada uno de los sistemas que

utilizan las bacterias para la exportacion de moléculas al medio extracelular.
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Figura 2: Esquema de la estructura de los siete sistemas de secrecion bacterianos. La organizacion de
los sistemas VI y VIl ha sido dilucidada recientemente. En los sistemas |, lIl, IV, VI y VII |la exportacién de
moléculas ocurre en una sola etapa. En los sistemas V y |l la exportacién ocurre en dos etapas, la
primera hacia el espacio periplasmatico y la segunda exporta las moléculas hacia el medio extracelular
(Tseng et al., 2009). MFP: Proteina de fusién de membrana o membrane fisién protein.

2.2.1 Sistemas Generales de Secrecion.

A) Sistema Sec:

El sistema Sec esta constituido por el complejo de proteinas Sec Y-E-G y es el sistema de
secrecion de proteinas bacterianos mas conservado (Pugsley, 1993). Es homdlogo al
sistema de translocacion del reticulo endoplasmatico de eucariotas y al translocén Sec 61
de levaduras. Las proteinas secretadas por este sistema, son proteinas no plegadas que
contienen un péptido sefial en el amino-terminal, el cual es eliminado al realizarse la
translocacion hacia el espacio periplasmatico, en donde ocurre el plegamiento (Lycklama et
al., 2012).

B) Sistema Tat:

Este sistema se caracteriza por exportar proteinas plegadas, las cuales contienen un
péptido sefal que contiene tres dominios: una regiéon positiva en el N-terminal, un dominio
hidrofébico y un dominio C-terminal. La secuencia que dirige la translocacion contiene un
motivo consenso muy conservado formado por: Ser/Thr-Arg-Arg-X-Phe-Leu-Lys (Lee et al.,
2006).
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2.2.2 Sistema de Secrecion Tipo | (SSTI).

Este mecanismo es utilizado por una amplia gama de bacterias para la secrecion de toxinas,
proteasas y lipasas, correspondiendo a una via de un solo paso (Thanassi et al., 2000). El
SSTI esta constituido por tres componentes: un canal en la membrana externa formado por
una proteina de membrana externa PME (también conocida como TolC), un transportador
tipo ABC (ATP binding cassette) en la membrana interna y una proteina periplasmica que
también esta anclada a la membrana interna y que se denomina proteina de fusién, la que
genera un canal en el periplasma (Buchanan, 2001). Los sistemas de transporte ABC
pertenecen a una superfamilia de transportadores que son también utilizados por bacterias
Gram-positivas y que existen también en eucariontes, desde levaduras hasta el hombre,
siendo los responsables del transporte de un gran numero de iones y moléculas pequefias
(Binet et al., 1997). El transportador ABC del SSTI contiene dos dominios citoplasméticos
para la hidrélisis de ATP y dos dominios transmembrana (Delepelaire, 2004). El mejor
ejemplo para la secrecion de proteinas de virulencia por este sistema corresponde a la
toxina a-hemolisina (HlyA) de una cepa de E. coli uropatogénica, clasificada como un
importante factor de virulencia por su citotoxicidad (Goebel et al., 2002). Otros factores de
virulencia exportados por este sistema son las metaloproteasas, adhesinas y glicanasas
secretadas por patogenos de plantas Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas syringae
pv tomato, Ralstonia solanacearum, Xanthomonas axonopodis pv. citri and Xylella fastidiosa
(Reddy et al., 2007).

2.2.3 Sistema de secrecion Tipo Il (SSTII).

Muchos determinantes de virulencia son secretados por el SSTII, entre los que se destacan
la toxina ADP-ribolisilasa de E. coli enterotoxigénica, la toxina del célera (Vibrio choleae), la
exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa y las pectinasa y pectato liasas de Dickeya
dadantii (Erwinia chrysanthemi), Erwinia amylovora y Xanthomonas campestris
pv.campestris (Tseng et al., 2009). La secrecion por esta via ocurre en dos etapas, primero
la maquinaria Sec o el sistema Tat transloca el sustrato con péptido lider a traves de la
membrana plasmatica (Driessen et al., 2001). En una segunda etapa, la proteina pierde el
péptido sefial en el espacio periplasmico, para posteriormente ser secretada a través de la
membrana externa por un complejo sistema multiprotéico llamado tipo Il o “secretén”

(Driessen et al., 2001). El secretén incluye a dos proteinas de membrana externa: i) GspD,
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proteina integral de membrana de la familia de las secretinas; ii) GspS, que corresponde a
una pequefa lipoproteina necesaria para dirigir la inserciéon de GspD en la membrana
externa (Thanassi y Hultgren, 2000). Adicionalmente, este sistema contiene varios
componentes asociados a la membrana interna, GspC, F, K, L y M, y un componente
citoplasmatico GspE que tiene actividad ATPasa (Py et al, 1999). Estos ultimos
componentes del SSTIl parecen estar involucrados en la formacién del poro en la
membrana interna, en la formacién de una estructura similar a un Pili que abarca todo el
periplasma y provee la energia (GspE) requerida para regular la apertura del poro en la
membrana externa (Cianciotto, 2005; Filloux, 2004).

2.2.4 Sistema de secrecion Tipo Il (SSTIII).

Una gran cantidad de bacterias Gram-negativas patégenas, 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 Secrecion Tipo I,
que corresponde a un sistema de un solo paso (Galan et al, 1999). Las proteinas
secretadas, a través de este sistema, permiten modular o alterar las funciones celulares del
organismo infectado mediante distintas funciones (protedlisis, hemédlisis, citotoxicidad,
fosforilaciones, etc.) con la finalidad de generar el beneficio del patégeno (Hueck et al.,
1998).

Los genes que codifican al SSTIIl expresan mas de 20 proteinas agrupadas en varias
familias que se asocian a la envoltura de la bacteria, para formar una maquinaria
macromolecular compuesta por anillos externos e internos, conectados por un complejo
multi-proteico, una estructura que sale de la superficie de la bacteria y varias proteinas
asociadas a la membrana interna incluida una ATPasa (Jennings et al.,, 2012). La gran
cantidad de proteinas que lo conforman han transformado al SSTIII en uno de los sistemas
de secrecion mas 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 estan altamente conservadas en
los distintos patégenos 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 SSTIIl. La translocacion de las proteinas Yops al citosol de las celulas huesped

interrumpe las vias de sefalizacion celular, permitiendo que la bacteria evada los
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mecanismos de defensa del huésped (Galan y Bliska, 1996). El aparato de secrecion del
SSTIIl en Yersinia contiene una familia de 11 proteinas, denominadas Ysc (YscC, YscD,
Yscd, YsclL, YscN, YscQ, YscR, YscS, YscT, YscU y YscV), las que estdn altamente
conservadas en los diferentes SSTIII. De las mas de 20 proteinas que conforman el SSTIII,
alrededor de 10 comparten a su vez similitud con el aparato de exportacion flagelar (Plano
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 coli (Buttner y Bonas, 2002). Este hecho ha sugerido que el SSTIII y
el sistema de exportacion flagelar posean un ancestro comun, aunque existen discrepancias

en el tema.

El aparato de secrecion del SSTIII consiste basicamente en tres partes: un bulbo
citoplasmatico, una regiéon formada por dos pares de anillos que atraviesa el sistema
membranoso de la bacteria y una estructura semejante a una aguja de 60 nm de longitud
que sobresale por la superficie celular (Andreas et al., 2007); de las cuales las dos ultimas
regiones conforman una estructura denominada “inyectosoma” o “complejo aguja” (Blocker
et al., 2001). La longitud del complejo aguja estad regulado genéticamente por el gen fliK
(Journet el al., 2003), habiéndose demostrado que mutaciones en este gen producen una
longitud indefinida de la aguja, aunque no esta claro como fliK participa en esta regulacion
(Hirano et al., 1994). Ademas, se ha visto que la 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 con la célula hospedera y de esta forma regula la secrecion,
aunque el mecanismo puntual de como ocurre esta regulacion aun no se encuentra bien
definido (Cordes et al., 2003). El proceso de inyeccion requiere la presencia de ciertas
proteinas denominadas efectoras, las cuales se ubican en el extremo distal de la aguja,
permitiendo la formacién de un poro, denominado translocén, en la membrana de la célula
blanco (Blocker et al., 1999). En Shigella flexneri se ha descrito y comprobado
experimentalmente que son tres las proteinas efectoras (IpaB, IpaD e IpaC) que en conjunto
se disponen en el extremo del complejo aguja, permitiendo la formacion del translocon en la
células huésped y, por ende, el paso de proteinas de virulencia hacia su interior (Andreas et
al., 2007). Ademas, se sabe que estos efectores, al igual que los translocadores y los
factores de virulencia secretados, requieren la presencia de ciertas chaperonas moleculares
especificas para la estabilizacion previamente a la secrecion (Betts et al, 2004). Las

proteinas secretadas por el SSTIII carecen de una sefial de secrecion definida, sin embargo,
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para algunas proteinas tanto del sistema flagelar, como del de virulencia, se ha demostrado
que la senal 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 mas bien una propiedad fisicoquimica, como la anfipaticidad, la que es critica para la
secrecion (Lloyd et al., 2002). La hipétesis de la sefial de secrecion en el amino terminal ha
sido cuestionada y se ha propuesto que se localiza en la regiéon 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 SSTIII, 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
estan ubicadas en plasmidos, los que son Uunicos para especies patégenas, no
encontrandose en las mismas especies no patogénicas (Yersinia spp., Shigella flexneri, y
Ralstonia solanacearum). En otros patdgenos las agrupaciones de genes se encuentran en
el cromosoma (Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas syringae,
Erwinia amylovora, Rhizobium fredii, y Xhantomonas campestris), en regiones denominadas
Islas de Patogenicidad, las que estan ausentes en aquellas mismas no patdgenas (Hueck,
1998).

El SSTIlI mas estudiado corresponde a las bacterias del género Yersinia, de las cuales han
derivado muchos nombres de proteinas del SSTIII conservadas entre otros géneros (Hueck,
1998). Por ejemplo, Yersinia enterocolitica 'y Yersinia pestis presentan un plasmido comun
de 70 Kb (pYV) que codifica para el SSTIII (Journet et al., 2003). En este plasmido estan
contenidos los genes de las proteinas 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 mas conocidas y mejor caracterizadas proteinas del SSTIIl. Los efectores Yop
(YopE, -H, -T, -O, -P y -M) modulan las vias de transduccién de sefiales de las células
eucariotas a las cuales infectan, ademas cuatro de ellos provocan la desestabilizacion del
citoesqueleto de actina de las células blanco (Grosdent et al., 2002). En otras bacterias
patégenas, en las cuales también se han descrito TTSS se han encontrado proteinas
homologas a Ysc, para lo cual se ha creado la familia virtual de proteinas Ysc. Esta familia

incluye al sistema Psc 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 sistemas Bsc de Bordetella spp. y el Dsc de Desulfovibrio

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

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

eventos de infeccion (Burr et al., 2002).

A continuacion se presenta una tabla donde se

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

Tabla N° 1: Principales SSTIII descritos hasta la fecha y su funcién mas relevante.

Bacteria

Aeromonas spp.
Bordetella spp.
Chlamydia spp.

Chromobacterium
violaceum

Edwardsiella tarda,
E. ictaluri

Salmonella enterica

ser. typhimurium
Shigella spp.

Vibrio spp.

Xanthomonas spp.

Yersinia spp.

Pseudomonas
aeruginosa

Photorhabdus
luminescens,
P. asymbiotica

Huésped Relevante

Variable de acuerdo a la
especie,
Mamiferos y aves

Mamiferos, aves y
amebas

Mamiferos (esporadico)

Peces y humanos

Mamiferos, incluyendo
al hombre
Mamiferos, incluyendo
al hombre

Asociados a diversos
organismos marinos; V.
choleraey V.
parahaemolyticus son
patdgenos humanos

Plantas

Roedores, humanos y
salménidos (Y. rucken)

Plantas, humanos,
insectos y nematodos

Nematodos e insectos

SSTII

Ysc
Ysc
CHLAMY

SSA-
ESC/INV-
MXI-SPA

SSA-ESC

SSA-ESC
(SPI 2)

INV-MXI-
SPA

HRC-
HRP1

Ysc

HRC-
HRP2

SSA-ESC

INV-MXI-
SPA

Ysc

Ysc

Funcién

Evasién de la respuesta
inmune primaria
Regulacion de la
respuesta inflamatoria.

Invasion y/o mantencion
de un nicho intracelular

Interaccién con el trafico
vesicular

Sobrevivencia y
replicacién en
macrofagos de peces.
Sobrevivencia y
replicacion en fagocitos

Invasion y sobrevivencia
intracelular; estimula la
respuesta
proinflamatoria
Interaccion con
organismos marinos

Citotoxicidad (in vitro)

Derrotar a la defensa
basal; sobrevivencia y
replicacién el en
huésped
Sobrevivencia y
multiplicacion en
macrofagos.

Invasion del huésped.
Inhibicién de la
fagocitosis y
citotoxicidad.
Sobrevivencia en el
hemocele de insectos.
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2.2.5 Sistema de Secrecion Tipo IV (SSTIV).

El SSTIV esta ancestralmente relacionado con la maquinaria de conjugacion bacteriana
(Christie et al., 2005). Es homoélogo a los sistemas de conjugacioén y al sistema VirB/D4 de
Agrobacterium tumefaciens, que facilitan la translocacion del plasmido Ti hasta las células
del huésped (Thanassi y Hultgren, 2000). Este sistema es un transportador versatil, debido a
que es capaz de secretar tanto acidos nucleicos como proteinas, por lo que es considerado
como un sistema bastante diverso, ya sea por la variedad de sustratos q'ue exporta como en
la promiscuidad con el tipo de célula huésped (Ward et al., 2002). En la figura 3, se puede

observar un esquema de la diversidad de moléculas que este sistema exporta.
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En muchas especies bacterianas este sistema funciona como un mecanismo de conjugacion
para transferir DNA entre bacterias. La conjugacion es un proceso mediado por este sistema
y es el responsable del intercambio genético entre bacterias, contribuyendo a la
diseminacion de genes de resistencia a antibioticos y de virulencia, entre otros (Christie,
2001). Este sistema también permite la secrecion de factores de virulencia de bacterias
Gram negativas patégenas hacia el citoplasma de células de plantas, animales y humanos,
provocando que las bacterias produzcan una modificacion en el comportamiento de las
células del huésped, para de esta forma, evadir las defensas del huésped (Baron et al.,

2002). En patégenos intracelulares el SSTIV es requerido para el establecimiento y
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mantencion de la 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
como determinante de virulencia en bacterias patdgenas no intracelulares, inyectando
proteinas efectoras o DNA al citoplasma de las células del organismo infectado, ademas se
ha considerado como determinante en un amplio rango de bacterias simbiontes de plantas
(Jones et al., 2007).

Al presente, los esfuerzos para la secuenciacion de genomas bacterianos contindan para
expandir la lista de especies que contienen este sistema de secrecion. En la actualidad este
sistema se ha descrito para Agrobacterium tumefaciens, Bartonella henselae, Bordetella
pertussis, varias especies de Brucella (suis, abortus, melitensis), Campylobacter jejuni,
Coxiella burnetii, Helicobacter pylori, Legionella pneumophila, Rickettsia prowazekii,
Anaplasma marginale y Wolbachia spp, entre otras, en las cuales es requerido para la
virulencia (Ward et al., 2002; Saenz et al., 2007; Torres y Backert, 2008). Curiosamente,
homologos al sistema VirB también estan presentes en un gran numero de bacterias no
patéogenas, entre las cuales destacan Caulobacter crescentus, Sinorhizobium meliloti,
Rhizobium etliy Thiobacillus ferroxidans, pero su funcién aun no esta del todo comprendida
(Christie y Vogel, 2000).

El SSTIV consiste en un canal de translocacién de sustrato que atraviesa por completo el
sistema membranoso de las bacterias Gram negativas. Un filamento de superficie (pili u otra
estructura similar) que se extiende desde la envoltura bacteriana (Dehlo, 2008) y que hace
contacto con la célula blanco, para que posteriormente el canal de translocacién se extienda

para facilitar la secrecion del sustrato (Christie et al., 2005).

Existe un sistema de clasificacion del SSTIV basado en su amplio rango de funciones: IVA,
IVB y "otros" (Christie y Vogel, 2000; Juhas et al,, 2007). El sistema IVA lo componen
proteinas homologas en estructura y funcion al sistema VirB/D4 de A. tumefaciens, el que
permite el transporte de DNA (plasmido Ti) a las células de la planta huésped (Yeo 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 pneumophila, el que esta
relacionado con la supervivencia intracelular del patégeno (Segal et al., 2005). El sistema

denominado como “otros” parece tener poca relacion ancestral con los tipo IVA y IVB y se



encuentra en proceso de reclasificacion 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 esta compuesto al menos por 11 proteinas (VirB1-
11) codificadas en el operén virB y al menos una proteina, VirD4, codificada en el operon
virD, encontrandose ambos en el plasmido Ti (Yeo y Waksman, 2004). En los ultimos afios
las funciones y estructuras de las proteinas que componen el sistema VirB/D han logrado
ser dilucidadas, por ejemplo, las NTPases consumidoras de energia VirB4, VirB11 y VirD4.
(Baron et al., 2002). La ATPasa VirB11 se encuentra ubicada en la membrana interna y
presenta una alta homologia de secuencias con las ATPasas de la familia PulE, presentes
en el SSTIl y con la ATPasa DotB del sistema Dot/lcm de L. pneumophila (Yeo y Waksman,
2004). Los componentes del pili también han logrado ser dilucidados, encontrandose la
proteina estructural VirB2 y la proteina de anclaje VirB5 (Baron et al., 2002). Las proteinas
VirB1, VirB3, VirB6, VirB7, VirB8, VirB9 y VirB10 se ensamblan en un complejo que
atraviesa desde la membrana interna hasta la membrana externa y forman el canal de

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

El sistema VirB/D4 se encuentra representado en varias otras bacterias patégenas. Por
ejemplo, en los organismos rickettsiales Anaplasma phagocytophilum y Erlichia chaffeensis
este sistema se encuentra codificado en dos operones, al igual que en A. tumefaciens, y es
indispensable para la virulencia de ambos patégenos (Cheng et al., 2008). En varias
especies de Brucella (B. abortus, B. suis y B. melitensis), también ha sido descrito el SSTIV
con proteinas tipo VirB, que estan codificadas en el operén virB (Carle et al., 2006). Se ha
observado que para B. suis el operon VirB es inducido cuando la bacteria esta dentro de la
célula huésped, por tanto se ha concluido que el SSTIV es indispensable para la
supervivencia intracelular del patégeno (Boschiroli et al., 2002). En cambio, para B. abortus
parece ser que los genes virB son expresados constitutivamente. Para B. suis y B.
melitensis |la expresion del operén virB depende de un mecanismo regulado negativamente
por quorum-sensing (Carle et al., 2006). En la figura 4 se puede observar la estructura

tipica presente en el aparato de exportacion VirB/D4.



Figura 4: Modelo de la maquinaria de
secrecion del SSTIV (VirB/D4).
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En Helicobacter pylori el SSTIV, denominado Cag, presenta algunos genes homologos al
sistema VirB. Esta codificado en |a Isla de Patogenicidad cag (cag PAI) (Andrzejewska et al.,
2006). Cag transloca la proteina CagA al citoplasma de la célula hospedera, donde estimula
la senalizacion intracelular por interaccién con varias proteinas citoplasmaticas del
hospedero, como por ejemplo con el receptor c-Met de tirosina kinasa, provocando un efecto

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

En L. pneumophila se ha encontrado la presencia de los sistemas tipo IVA y tipo IVB. El
sistema IVA, denominado Lvh (Legionella vir homologues), es codificado por 11 vir
homdlogos (IvhB2, B3, B4, B5, B7, B6, B8, B9, B10, B11 y IvhD4) y esta situado en una
region génica con un elevado contenido de G+C, lo que sugiere que fue adquirido desde
otra fuente (De Buck et al., 2007). El sistema Lvh es importante para una infeccion celular
eficiente en L. pneumophila creciendo a 30°C, sugiriendo un rol en la adaptacion a las
condiciones ambientales y cierta participacion en la virulencia (Ridenour et al., 2003). El
sistema Lvh de Legionella es dispensable para el crecimiento intracelular de la bacteria en el
interior de macrofagos humanos y en la ameba A. castellanii, pero es capaz de transferir y

movilizar al plasmido IncQ de este patogeno (Segal et al., 1999).

El sistema tipo IVB de L. pneumophila, denominado Dot (defective organelle trafficking) /lcm
(intracellular multiplication), presenta no mas de tres proteinas homologas al sistema VirB de
A. tumefaciens y de otros patdogenos, pero participa activamente en la exportacion de
proteinas efectoras durante el proceso de infeccion (Christie y Vogel, 2000). Este

transportador esta codificado por 24 genes dot e icm, los que se encuentran agrupados en
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dos regiones en el cromosoma bacteriano (Nagai y Roy, 2001). La regién 1 contiene siete
genes (icmV, icmW, icmX, dotA, dotB, dotC y dotD) y la region 2 contiene 18 genes (icmT,
icmS, icmR, icmQ, icmP, icmQ, icmN, icmM, icmL, icmK, icmE, icmG, icmC, icmD, icmJ,
icmF, icmB e icmH) (Conover et al., 2003). Los genes dot/icm han mostrado participar en
muchos aspectos relacionados con la patogénesis de L. pneumophila, como por ejemplo, la
fagocitosis, citotoxicidad inmediata, inhibicion de la fusién lisosoma-fagosoma a tiempos
tempranos de infeccion, asociacion del fagosoma con el reticulo endoplasmatico, apoptosis
y escape desde el fagosoma (Zusman et al., 2003). L. pneumophila causa la muerte de las
células hospederas por dos mecanismos, (i) induciendo la apoptosis en macréfagos vy
células del epitelio alveolar por activacion de la caspasa 3 y (ii) mediante la formacién de
poros en la membrana de la célula huésped provocando la lisis, siendo ambos procesos
dependientes de la secrecion de moléculas efectoras a través del sistema dot/lcm (Zink et
al., 2002). Ciertos estudios han demostrado que la evasion de la fusion fagosoma -lisosoma
requiere del trabajo conjunto de los componentes citosdlicos lcmS e IcmW del sistema
Dot/lcm, demostrandose 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 la célula huésped (Schroeder et al., 2010). Basandose en
todos los antecedentes mencionados, se puede sefalar que los genes icm/dof son
esenciales para la multiplicacién intracelular y destruccién de la célula huésped en L.

pneumophila.

El genoma de Coxiella bumetii contiene casi por completo el set de genes Dot/lcm de L.
pneumophila, con la excepcién de icmR. La funcién exacta de estos genes en C. bumnetii
aln no se ha establecido, pero se conoce que este sistema participa en la formacion de la
vacuola de replicacion dentro de la 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 la célula hospedera (Zamboni et al., 2003). Recientes estudios han
demostrado que en C. burnetii muchos genes secretados por el sistema Dot/lcm, aquellos
que juegan un rol importante en la modificacién de las funciones celulares de la celula
huésped, estan codificados en su plasmido criptico, lo explica claramente porque este

patdgeno mantiene el plasmido (Voth et al., 2011).
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Semejante a los dos SSTIV de L. pneumophila, en Bartonella se ha encontrado la presencia

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

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

2008).

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

patégenos en que mejor se ha descrito este sistema. Se puede observar claramente la gran

versatilidad de este sistema en relacion a los diferentes tipos de moleculas que exporta.

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

- SISTEMA
Conjugacion plasmidial

Agrobacterium
fumefaciens
(transferencia de T-DNA)

Bordetella pertussis (Ptl )

Helicobacter pylori (Cag)
Legionella pneumophila
(Dot/Icm)

Legionella  pneumophila
(Lvh) '
Brucella, Bartonella,
Rickettsia

SUSTRATO
Transferencia de
intermediarios (ssDNA)
unidos al 5’ terminal de la
transeterasa; RecA;
primasa; SSB.

T-DNA (ss T-DNANIrD2);
- VirE2; VirF.

Toxina pertussis

- Proteina CagA (145 kDa) |

DotA; Ralf; LidA.
Plasmido IncQ

Efector desconocido

CONSECUENCIAS DE LA
SECRECION

Diseminacién de genes de virulencia y
resistencia a antibioticos; transferencia
de proteinas que facilitan el
establecimiento de plasmidos.

Oncogeénesis; liberacion de T-DNA al
nucleo de células vegetales. -

ADP-ribosilacién de proteinas de union
a GTP

Reordenamiento del citoesqueleto de la
celula hués;)ed fosfontacuén en tirosina
de CagA.

Permite la supervivencia intracelular en
macrofagos; previene la fusién
fagosoma-lisosoma.

Transferencia plasmidial

Permite |la sobrevivencia intracelular
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2.2.6 Autotransportadores (Sistema de Secrecion Tipo V -SSTV-).

A ftravés 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 la maquinaria Sec para atravesar la 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 exportacién. El extremo carboxilo terminal de la proteina dirige la secrecion
de la region amino terminal a través de la membrana externa (Thanassi et al., 2000). El
ejemplo mas importante dentro de este sistema corresponde a la secrecion de la proteasa
IgA1 de Neisseria gonorrhoeae. Esta bacteria infecta al humano y puede permanecer por
periodos prolongados en los tejidos. Para escapar de la respuesta inmune del hospedero,
en particular, de los anticuerpos IgA de las mucosas oral y urinaria, N. gonorrhoeae secreta

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

2.2.7 Sistema de secrecion tipo VI (SSTVI).

El aparato de secrecion del SSTIV estructuralmente es semejante a la cola de un
bacteriéfago invertido y actua inyectando proteinas efectoras directamente en el citoplasma
de la 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 la via Sec. El SSTVI es un nuevo mecanismo descrito para el
transporte de proteinas a traves de la envoltura celular de bacterias Gram negativas. Los
componentes que han sido parcialmente caracterizados incluyen una proteina homéloga a
lemF (SSTIV), la ATPasa ClpV, una proteina reguladora denominada FHA y las proteinas de
secrecion VagrG y Hep. El SSTVI es claramente un factor clave de la virulencia de algunas
bacterias patégenas, como por ejemplo, en Vibrio cholerae se ha visto implicado en la
translocacién de potenciales proteinas efectoras en células eucariotas, al igual que en
Francisella tularensis (Barker et al., 2009). Sin embargo, este sistema estd ampliamente
distribuido en la naturaleza y no se limita sélo a agentes patégenos (Bingle et al., 2008),
Pseudomonas aeruginosa y en Burkholderia thailandensis utilizan el SSTVI para competir e

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

El SSTVII ha sido recientemente descrito y esta presente en Mycobacterium tuberculosis y
en bacterias Gram-positivas como Bacillus anthracis, Staphylococcus aureus y
Streptomyces coelicolor, Clostridium acetobutylicum y Listeria monocytogenes entre otras
(Burts et al., 2005; Garufi et al., 2008; Akpe San Roman et al., 2010). EI SSTVII también es
conocido como sistema WXG-100, debido a que las proteinas secretadas se caracterizan
por poseer un dominio aminoacidico de Tryp-aaX-Gly (WXG) de 100 aminoéacidos (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 proteinas 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 estan
codificados en 5 clusters de genes que también contiene varias ATPasas (Garufi et al.,
2008), y dos de esos clusters, ESX-1 (incluye a ESAT-6, CFP-10 y ESX-5) son importantes
en la 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 llamado ESS (ESAT-6 Secretion
System) es importante en la relaciéon patégeno-hospedero y en el establecimiento de

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

La gran importancia econémica que tiene la salmonicultura en Chile hace necesario el
conocimiento de los mecanismos de invasion utilizados por los patégenos que la afectan.
Esto con la finalidad de hallar nuevas alternativas profilacticas y preventivas que permitan la
disminucién y en lo posible la erradicacién de las enfermedades que perjudican gravemente
la produccion de salménidos. Como se ha observado en muchos casos de medicina
humana y en el mundo veterinario, la prevencién de enfermedades infecciosas se debe al
resultado del conocimiento de factores de virulencia y de otros mecanismos de
patogenicidad de los agentes etiolégicos. Un ejemplo de claro de esto ha sido el
descubrimiento de que los patrones de metilacién del ADN en muchas bacterias patogenas
tienen suma importancia en los mecanismos asociados a la infeccion. Varios reportes han
sefialado 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 enterica,
Yersinia pseudotuberculosis y Vibrio cholerae atenuan la virulencia de éstas, debido
principalmente a un efecto pleiotrépico en la expresién génica (Low et al., 2001; Julio et al.,
2001). En Yersinia pseudotuberculosis la sobreexpresion de Dam produce atenuacion en la
virulencia del patégeno (Julio et al., 2001; Palmer et al., 1998) y en Salmonella typhimurium
una delecion del gen dam reduce la invasion y la citotoxicidad in vitro. Ademas, in vivo estos
mutantes colonizan a los organismos pero no logran invadir a los eritrocitos y causar la
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 vacunacion con

notable éxito.

Otro ejemplo de la importancia del conocimiento de los mecanismos de patogenicidad de
ciertas bacterias es el descubrimiento de los factores de adherencia de cepas de
Escherichia coli enterotoxigénicas, lo que permitié desarrollar vacunas efectivas que impiden
la adhesion del patégeno a la células blanco, controlando la diarrea neonatal del bovino
(Smith et al., 1994). También, con la definicién de varias toxinas producidas por ciertas
bacterias, tales como Corynebacterium diphteriae y Clostridium tetani, se ha conseguido la
preparaciéon de anatoxinas, que hoy en dia son empleadas exitosamente en programas

inmunoprofilacticos (Cerdefa-Tarraga 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 la bacteria es que no se habia logrado su crecimiento en algun medio
bacteriolégico. La mantencion de la bacteria en lineas celulares eucariotas, especificamente
de peces, conlleva a la contaminacion recurrente con componentes celulares del huésped
(ADN, mitocondrias y proteinas entre otros). En la actualidad es posible el crecimiento y
mantencion de la bacteria en medios altamente enriquecidos (Mauel et al., 2008; Mikalsen et
al., 2008; Gomez et al., 2009, Yafiez et al., 2012), hecho que abre las puertas para avanzar
en la investigacion de este patégeno e incluso posibilitaria el crecimiento en biomasa de la
bacteria para la produccién de vacunas a base de bacterinas o de bacterias mutantes no

infectivas.

Como ya ha sido mencionado, son bastante escasos los reportes existentes en los que se
describan aspectos relevantes acerca de la biologia de P. salmonis, como tambien, alguna
estrategia de invasion utilizada durante la infeccién. Para el caso de factores de virulencia,
el conocimiento es practicamente nulo. Entre los reportes existentes se encuentra el
hallazgo, mediante anticuerpos especificos, de ciertas proteinas homdlogas al aparato de
exportacion del Sistema de Secrecion Tipo Il (SSTII) (Wilhelm et al., 2005), el cual
corresponde al sistema de patogenicidad mas conservado evolutivamente en bacterias
Gram Negativas para realizar la exportacion de toxinas y moléculas que faciliten la invasion
a la célula huésped o de factores de virulencia (Galan et al., 1999). Los mismos autores
posteriormente sefialan la 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 por P. salmonis ha sido la
descripcién, mediante microscopia electronica, de un sistema de adhesion de la bacteria
denominado PAC (Piscirickettsia salmonis attachment complex), que corresponderia a
prolongaciones de la membrana externa de la bacteria, a modo de pseuddpodos; los
autores sefialan que este mecanismo estaria involucrado en la penetracion del patégeno a
través del epitelio intacto de los peces en cultivo (Larenas et al., 2003). Pero no se puede
descartar que estas prolongaciones observadas por microscopia correspondan al aparato

de secrecién de alguno de los sistemas antes mencionados.
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Recientemente se ha descrito la existencia de una isoforma de P. salmonis, genéticamente
diferente de la cepa tipo LF-89, por analisis de la secuencia espaciadora del operén
ribosomal (region ITS). Esta nueva forma presenta un tamafio mucho menor que la cepa
tipo, pero es altamente infectiva. La isoforma ha sido recuperada in vitro desde cultivos
celulares con mas de 30 dias post-infeccion, mediante filtros de 0,22 um. Del mismo modo,
logré 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 parte de
una estrategia de sobrevivencia de la bacteria en respuesta a condiciones limitantes de
crecimiento y que ademas podria ser la responsable de la transmision horizontal de la
enfermedad (Rojas ef al., 2008).

Asimismo, se ha descrito la estructura del lipopolisacarido (LPS) de la bacteria. En este
reporte se sefiala que la forma de lipido A encontrado en el LPS de P. salmonis corresponde
a la hexaacyl, la misma encontrada en la familia Enterobacteriaceae. Esta similitud podria
explicar el alto poder endotéxico de P. salmonis, como ocurre en varias cepas de

Escherichia coli 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,
macroéfagos de trucha arcoiris (McCarthy et al., 2008). Se observé que la bacteria era capaz
de mantenerse dentro de vacuolas en el interior de los macréfagos, incluso en el interior de
fagolisosomas. Ademas, se reportd una forma de replicacion semejante a la gemacion,
predominante a la fisién binaria reportada anteriormente para el patégeno (McCarthy et al.,
2008). Sumandose a este reporte, en el Laboratorio de Genética e Inmunologia Molecular
(GIM) de la PUCV se ha logrado el crecimiento y mantenciéon de la bacteria en la linea
celular RTS11 de monocitos/macrofagos de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Rojas et
al., 2009). La bacteria es capaz de generar una infeccion masiva en células RTS11,
causando la 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 la enfermedad.
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Basandose en el estudio en donde P. salmonis se replica en el interior de células del
sistema inmune, se visualiza que la bacteria esta utilizando algun mecanismo de virulencia
para evadir la fagocitosis y poder multiplicarse para generar la infeccion. Un suceso similar
ocurre con los patégenos L. pneumophila y C. burnetii, los que son capaces de evadir al
sistema inmune logrando escapar de la digestion en los macréfagos por un mecanismo que
utiliza al sistema de secrecion tipo IV (sistema Dot/lcm) (Segal et al., 2005). Ademas, se ha
visto que el sistema de secrecion tipo IV es la herramienta clave para la supervivencia
intracelular de muchos patégenos, como Rickettsia, Brucella 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 la invasién de los patégenos a las celulas
blanco. Un reporte adicional, conlleva a no descartar la presencia del SSTIII en P.
salmonis, siendo capaz de modular y producir el proceso apoptético en células in vitro
(Rojas et al., 2010), es un mecanismo gobernado por moléculas secretadas via este sistema
de secrecién en muchas bacterias Gram-negativas, aunque el SSTIV también tiene relacion

con apoptosis en otros organismos como L. pnemumophila.

Con todos los antecedentes anteriormente expuestos, este trabajo propone la busqueda de
los Sistemas de Secrecién tipo Il y/o IV en P. salmonis con la finalidad de lograr un mejor
entendimiento sobre la biologia de este patégeno. Ademas, este nuevo conocimiento
significaria una gran proyeccion para la busqueda de nuevas alternativas preventivas para
disminuir la SRS en la industria salmonera nacional, conllevando a la elaboracion de una

vacuna totalmente eficaz.

En el mundo veterinario, en la actualidad, la finalidad de las vacunas es incrementar la
produccion de animales confinados en cultivo (ganaderia y acuicultura). Este objetivo ha
dado lugar a diferentes enfoques para el desarrollo de vacunas veterinarias partiendo por el
disefio de vacunas basadas en extractos crudos de patdgenos, a base de antigenos
recombinantes o quiméricos, formulaciones de vectores antigénicos, patégenos inactivados
por procesos quimicos (bacterinas y virinas), hasta llegar a las conocidas inyecciones de
ADN o vacunas de ADN (Meeusen et al., 2007). Como fue anteriormente sefialado, un
nuevo tipo de vacuna, denominada ‘vacuna viva’ ha sido descrito para las bacterias
Salmonella enterica y Yersinia pestis por medio de knock out de genes (Heusipp et al.,
2007). Por estos motivos, el conocimiento de los factores de virulencia conlleva a aumentar

las posibilidades del desarrollo de nuevas estrategias para la generacion 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 dafio que el tratamiento puede llegar a provocar sobre
los antigenos de superficie de la bacteria. De esta manera, una de las mayores
proyecciones biotecnolégicas de esta propuesta es llegar a la 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 la
supervivencia intracelular del patégeno. Este hecho se ve favorecido por los nuevos

estudios del crecimiento de la bacteria en medios bacteriologicos.
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4. HIPOTESIS.

Piscirickettsia salmonis contiene en su genoma al menos uno de los sistemas de secrecién
mas conservados de los organismos patogenos cercanos filogenéticamente, el cual seria
uno de los mayores mecanismos de virulencia y patogenicidad de la bacteria ya que
permitiria su supervivencia intracelular y favoreceria su multiplicacion para generar una

infeccion productiva en el huésped.

5. OBJETIVOS.

5.1 OBJETIVO GENERAL.

Caracterizar los principales genes de los sistemas de secrecién mas conservados de las
bacterias patégenas en Piscirickettsia salmonis y determinar su importancia en el proceso

infectivo mediante diferentes herramientas moleculares.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Evaluar la presencia de los Sistemas de Secrecion Tipo [, I, IIl, IV, V y VI en el genoma
de Piscirickettsia salmonis, los que pudieran tener cierta relevancia en la virulencia y

patogenicidad de la bacteria.

2. Realizar una comparacion de los niveles de expresion de los genes de secrecion en

diferentes condiciones de crecimiento de Piscirickettsia salmonis.

3. Determinar la importancia de los genes de virulencia encontrados en la patogenicidad de

la bacteria mediante la generacién de organismos knock out.
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6. METODOLOGIA

6.1 CULTIVO DE PISCIRICKETTSIA SALMONIS

6.1.1 Cultivo en placas.

P. salmonis cepa LF-89 (ATCC VR-1361) fue cultivada rutinariamente en placas de agar
sangre (5 g/l peptona, 5 g/l 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 et al., 2008).

6.2.2 Cultivo en medio liguido.

Fue necesario el desarrollo de un medio de cultivo liquido para el crecimiento de la bacteria
para las experiencias posteriores. Debido a que no existia un medio de cultivo liquido

descrito, se realizaron pruebas de crecimiento en diferentes medios.

A) Blood Broth (BB) (Gémez et al.. 2009)

El primer medio de cultivo liquido disefiado se basé 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 la
preparacion de este nuevo medio, denominado Blood Broth (BB), se debid colectar sangre
de especimenes de trucha arcoiris libres de P. salmonis en la salmonicultura Rio Blanco
(Regién de Valparaiso, Chile). La sangre obtenida, en presencia de heparina
(anticoagulante), fue sonicada en hielo 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 ym y

guardado a 4°C hasta su posterior uso en la preparacion del medio de cultivo.

Los cultivos en medio BB fueron iniciados a partir de una colonia de P. salmonis crecida en
agar sangre, la que fue resuspendida en 500 pl de PBS 1x 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 medicién de la absorbancia a ODgo en espectrofotometro.
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Adicionalmente, se determino la infectividad de la bacteria crecida en este medio, en la 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 infeccién
fue realizada en placas de 6 pocillos que contenian células CHSE-214 con un 80% de
confluencia. Se realizaron diluciones seriadas del cultivo de 10" a 10, de las que se usaron
100 pl para infectar las células. Los cultivos infectados fueron incubados a 20°C vy
monitoreados en microscopio cada 2 dias para determinar la aparicion de efecto citopatico
(CPE).

B) Medio Definido (DMEM F-12)

Debido a que el medio DMEM-F12 (Invitrogen), medio utilizado para el cultivo de diferentes
lineas celulares eucariotas, es altamente nutritivo y esta suplementado con todos los
aminoacidos, ademas de tener glucosa como fuente de carbono y energia, contiene
minerales, vitaminas y cofactores, se ensayo el crecimiento de P. salmonis en éste. La Unica
modificacion realizada a este medio de cultivo fue la adicién de glucosa extra para llegar al
1%. El cultivo en este medio fue realizado a partir de una colonia de P. salmonis crecida en
agar sangre resuspendida en 1 ml del mismo medio, el que se usé para inocular un matraz
con 50 ml de medio DMEM-F12. El cultivo fue incubado a 20°C y a 100 rpm de agitacion por
13 dias. El crecimiento del cultivo fue monitoreado cada 24 horas por tubidimetria, realizando

mediciones de absorbancia (ODsg) €n un espectrofotémetro.

La infectividad de P. salmonis crecida en DMEM-F12 también fue determinada en la linea

celular CHSE-214 bajo las mismas condiciones descritas previamente.

C) Medio Marino (Difco):

Debido a que P. salmonis es un patdégeno de salménidos cuando éstos se encuentran
durante el crecimiento en el mar, se probé este medio debido a que presenta
concentraciones de sales semejantes al ambiente en el cual se encuentra la bacteria.
Adicionalmente, este medio es suplementado con peptona y extracto de levadura como

fuente de carbono y energia (ver composicion en Anexo 1).

Los cultivos en medio marino se realizaron a partir de una colonia de P. salmonis crecida en

agar sangre, la que fue resuspendida en 1 ml de medio marino. La resuspension bacteriana
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fue utilizada para inocular 50 ml de medio marino, cultivo que fue incubado por 48 horas a
20°C y 100 rpm de agitacion. El crecimiento del cultivo fue monitoreado cada 4 horas por

tubidimetria, realizando mediciones de absorbancia (ODggo) €n un espectrofotometro.

D) Medio Complejo (MC1)

Durante las pruebas con diferentes medios de cultivos para el crecimiento P. salmonis se
encontré una solicitud de patente de la empresa farmacéutica noruega Pharmaq (Patente
WO/2008/002152), en la que se describen 5 formulaciones de medios para el cultivo del
género Piscirickettsia, ademas de las condiciones de cultivo ideales (ver tabla 1). Se
enayaron las 5 formulaciones de los medio de cultivo descritos, seleccionando aquella
formulacion que produjo un mayor crecimiento. Los cultivos fueron realizados a 20°C y a 100
rpm de agitaciéon, midiendo el crecimiento de la bacteria por turbidimetria a una ODgoo de

absorbancia en un espectrofotometro.

Se seleccioné el medio PQ1 como base para el desarrollo de un nuevo medio de cultivo para
el patégeno, el que deberia tener un mayor rendimiento en biomasa en menor tiempo de
cultivo. Al nuevo medio, llamado MC1 (Medio Complejo 1) se incorporé una fuente de fierro,
ya que los medios de cultivo en placas por Mauel et al., 2008 y Mikalsen et al., 2008, utilizan
como componente importante sangre o hemoglobina, los que deberian estar aportando
principalmente fierro disponible al medio, el cual seria critico para el crecimiento de la
bacteria. Como fuente de fierro en el MC1 se utilizé sulfato ferroso (FeSO,), que fue
agregado en una baja proporcion (0,08 g/l). Ademas, se determiné la importancia de la
fuente de carbono y energia al medio de cultivo, por tanto se probé el crecimiento de la
bacteria en un medio sin carbohidratos. En el MC1 la cantidad de extracto de levadura fue
reducido a la mitad de la que contiene el medio PQ1 y la caseina fue reemplazada por
peptona de carne. Ademas, se cambiaron las cantidades de algunas sales y se adicionaron
otras con la finalidad de tamponar el medio. La composicién del medio MC1 esta presentada

en la Tabla 3.

El cultivo de P. salmonis en el nuevo medio MC1 se realizé por 48 horas a 20°C y 100 rpm
de agitacion, utilizando como indculo una colonia crecida en agar sangre, bajo las mismas
condiciones descritas ateriormente. El crecimiento bacteriano fue determinado por
turbidimetria a una ODsgo de absorbancia en un espectrofotometro, realizando mediciones

del crecimiento cada 4 horas.
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Adicionalmente, la infectividad de la bacteria crecida en MC1 fue determinada en la linea

celular CHSE-214 como fue descrito anteriormente.

Tabla 3: Composicién de medios de cultivo MC1 y formulaciones de Pharmaq evaluados

para el crecimiento de P. salmonis.

Compuestos - MC1 PQ1 PQ2  PQ3 PQ4 PQ5
‘Extracto de 7 g/l T T R T
levadura
Caseina -——- -  5qg/ e 5gll 5 g/l s5all
Peptona 5 g/l” . .
Triptona = -——- -
S RABEYG T T GG
Naci = = 109/ 109/  ————— 1049/ 10 g/l 10 g/l
MgSO, Qi RN S el AN 0,4
Kol e S Eomme S SRR e
CaCl 0,081 g/l
K:HPO, Vgl Dosgll i vasgh 03l i o8l
Sucrosa 100Gl i Ea
Maltosa ' j : : 10 g/l 54l
FeSO, 0,08 g/l ; :
SF900Il ' 50 ml
- (lnv_it_r_‘ogén)

6.2 EXTRACCION DE ADN DE PISCIRICKETTSIA SALMONIS

Debido a que se presentaron problemas relacionados con la lisis de la bacteria durante los
procedimientos de extraccion de ADN convencionales, dando lugar a material de mala
calidad y con un alto grado de degradacién, se debié experimentar varios métodos de

extraccion.
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6.2.1 Chelex-100.

Este método fue descrito por Walsh et al., (1991) para la extraccién de ADN desde cultivos
celulares y bacterias para los ensayos de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa). Para
este propédsito se tomé una colonia de P. salmonis crecida en agar sangre, la que fue usada
para inocular un tubo que contenia 3 ml de medio MC1. El cultivo fue incubado por 16 horas
a 23°C y a 100 rpm de agitacion. Posteriormente, el cultivo fue centrifugado a 6000 rpm por
20 minutos a 4°C, eliminando el sobrenadante. El pellet resultante fue resuspendido en 500
pl de Chelex-100 (Biorad) al 7% y luego agitado en vortex por 2 minutos. Luego, la muestra
fue incubada a 100°C en bafio 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 la concentracién de ADN en un espectrofotémetro Nanodrop-1000.
Finalmente la calidad del ADN fue visualizada en un gel de agarosa al 1% tefiido con GelRed
(Biotium).

6.2.2 Extraccidn fendlica.

Este procedimiento fue modificado al protocolo descrito para la purificacion de ADN de
microalgas (Henriquez, 2006; Gutiérrez ef al., 2012). Para este procedimiento, se tomé una
colonia de P. salmonis para inocular 3 ml de medio MC1, incubando a 23°C y 100 rpm de
agitacion. Posteriormente, los 3 ml de cultivo fueron utilizados como inéculo para un matraz
con 50 ml de medio MC1, el que fue incubado por 24 horas en las mismas condiciones
descritas anteriormente. Se tomaron 20 ml del cultivo, que fueron centrifugados 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 pl de SDS 10% y 500 ul
Sarkosyl al 10% mezclando por inversiones, para agregar posteriormente 100 pl de
Proteinasa K (100 mg/ml) e incubar a 50°C por 1 hora. Luego de la incubacion se agregaron
5 ml de fenol:cloroformo:alcohol-isoamilico (relacion 25:24:1) (Winkler Ltda.), la mezcla se
agito en vortex y se centrifugdé a 8000 rpm por 10 minutos a 4°C. Se rescat¢ la fase acuosa
superior (5 ml aproximadamente) y se agregaron 100 pl de RNAsa A (100 mg/ml) (Omega
Biotek), incubando por 1 hora a 50°C. Posteriormente, se agregaron 5 ml de
fenol:cloroformo:alcohol-isoamilico, agitando la mezcla por inversiones para luego centrifugar

a 8000 rpm por 10 minutos. Se rescat6 la fase acuosa y se agregaron 5 ml de cloroformo,
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agitando por inversiones y centrifugando a 8000 rpm por 20 minutos. Se rescataron
aproximadamente 4 ml y se agregé 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
ul de agua libre de nuclesasa (IDT DNA Technologies). La concentracion de ADN fue
determinada en un equipo Nanodrop-100 y la muestra fue visualizada en un gel de agarosa

al 1% tenido con GelRed.

6.2.3 Extraccién de ADN con Kit E.Z.N.A. Bacterial DNA Kit (Omega Biotek).

Se realizd un cultivo de P. salmonis en un matraz con 50 ml de medio MC1, como fue
descrito anteriormente. Después de 24 horas de incubacion el cultivo fue separado en 5
tubos con 10 ml cada uno, los que fueron centrifugados a 6000 rpm por 20 minutos a 4°C.
Para lograr la completa lisis de la bacteria y obtener una buena calidad de ADN en la
extraccioén, 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 pl de buffer TE-NaCl, se agregd 20 pl de lisozima 50 mg/ml
(Omega Biotek), 5 ul de Mutanolisina 5U/ul (Sigma-Aldrich) y 5 pl de lisostafina 1 pg/ul
(Sigma-Aldrich), incubando las muestras por 1 hora a 37°C. Finalmente, se procedié a
continuar con el protocolo descrito por el fabricante del Kit E.Z.N.A. Bacterial DNA Kit
(Omega Biotek). Una vez terminado el procedimiento, la concentracion de ADN fue
determinada en un equipo Nanodrop-100 y las muestras fueron visualizadas en un gel de

agarosa al 1% tefiido con GelRed.

6.3 EVALUACION DE LA PRESENCIA DE LOS GENES DE LOS SSTI, I, lil, IV, VY VI EN
EL GENOMA DE PISCIRICKETTSIA SALMONIS

Para la busqueda de genes relacionados con los diferentes sistemas de secrecion se

utilizaron diferentes estrategias.
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6.3.1 Diseno de cebadores degenerados

Debido a la nula informacion acerca de la secuenciaciéon del genoma de P. salmonis y por
ende de genes involucrados en alguno de los sistemas de secrecion, fue necesario el disefio
de cebadores degenerados con la finalidad de lograr amplificar y secuenciar los genes mas
relevantes de éstos, y de esta forma discriminar cuales estan presentes en el genoma de la

bacteria.

Para el disefio de los cebadores de cada sistema de secrecion, se seleccionaron los genes
de las proteinas mas importantes para la secrecion, entre las que estan ATPasas, proteinas
de pili de secrecion y proteinas estructurales clave para el ensamblaje de las distintas

magquinarias de secrecion (Tabla 4).

Tabla 4: Genes blanco utilizados para el disefio de cebadores degenerados para los

diferentes sistemas de secrecion.

Sistema Secrecion  Gen Funcién
SSTI hlyD Proteina de fusién de membrana
SSTI _ ~hlyB  ATPasa (Transportador ABC)
SSTII PUIE/gSPE ATPasa '
Ssill - pulD Proteina del pili de secrecién
SSTI lerD ATPasa
SSTill - mixA Proteina estructural aguja secrecién
SSTIHI . ipaB Proteina de contacto (secretén)
SSTHI ipaC Proteina de contacto (secretén)
SSTIHI . fpéD F’rotéi na de contacto (seéretén)
SSTIV-A virB11 ATPasa
SSTIV-A virB2 Monémero pili secrecién
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 citoplasmatica
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En todos los casos se seleccionaron genes de organismos cercanos filogenéticamente a P.
salmonis, como es el caso de Legionella pneumophila, Coxiella bumetii, Francisella
tularensis, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, entre otros (Las secuencias
especificas utilizadas y sus numeros 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.
Posteriormente, se alinearon las secuencias de nucledtidos de estas regiones y se
dispusieron las degeneraciones teniendo en cuenta el porcentaje de consenso en cada
posicion y la cercania filogenética de los organismos alineados. Finalmente, los cebadores
fueron validados mediante el programa “Oligo calculator”
(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc). Todos los cebadores disefiados en

esta etapa del trabajo estan listados en el anexo 3.

6.3.2. Amplificacion de los genes blanco con cebadores degenerados

Los cebadores degenerados disefiados anteriormente fueron utilizados para la amplificacion
por PCR de los genes descritos en la tabla 4. Como templado se utilizaron 20 ng de ADN de
P. salmonis extraido por el método de Chelex-100. Todas las reacciones de PCR realizadas
contenian: 1x Buffer PCR, 3 mM MgCl,, 125 nM de cada cebador (Forward y Reverse), 425
MM de mix de nucleétidos o dNTP’s (adenina, timina, citocina y guanina) y 5U de Tagq DNA
Polimerasa (GoTag-Flexi DNA Polymerase, Promega). En una primera instancia, para la
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 6ptimas para la
amplificacion de los genes blancos. Para todos ellos se realizé una gradiente de temperatura
de “annealing” desde 53° a 60°C. Los resultados fueron visualizados en geles de agarosa al

1% tefidos con GelRed.

6.3.3 Clonamiento y secuenciaciéon de las secuencias amplificadas

Las secuencias blanco que lograron ser amplificadas por PCR fueron clonadas para su
posterior secuenciacion. A pesar de haber realizado un gradiente de temperatura para el

PCR, de igual forma se obtuvo mas de un amplicén con algunos sets de cebadores. Por tal
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motivo, se purificd desde el gel el producto de PCR del tamario 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 la reaccién de
PCR, fueron clonados en el vector pCR 2.1 TOPO TA (Invitrogen). Se hizo una reaccion de
clonamiento que contenia 2 ul de producto amplificado, 1 pl de 2 M NaCl, 1,2 ul de agua libre
de nucleasas y 0,8 ul del vector; la reacciéon fue incubada por 15 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, los 5 pl de la reaccién de clonamiento fueron agregados a 100 pl
de bacterias quimiocompetentes de Escherichia coli TOP 10 (Invitrogen), incubandose por 30
minutos en hielo, para luego realizar un shock térmico a 42°C por 45 segundos. Después de
2 minutos de incubacién en hielo se agregaron 250 pyl de medio Luria Bertani (LB) libre de
antibiéticos, incubando en agitacion (250 rpm) a 37°C por una hora. Finalmente, se
agregaron 17 ul de X-Gal (Promega) a los cultivos, los que fueron sembrados en forma
homogénea en placas de agar LB suplementadas con 50 ug/ml 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/ml de Km y sometidas a PCR utilizando los cebadores universales M13 para
determinar la presencia de los insertos. La reaccion de PCR se realizé con las mismas
concentraciones 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 segundos
y 72°C por 1 minuto, y una extensién final a 72°C por 5 minutos. Los resultados del PCR

fueron visualizados en geles de agarosa al 1% tefiidos con GelRed.

Las colonias que resultaron positivas al PCR fueron sembradas en 5 ml de medio LB liquido
suplementado con 50 pg/ml de Km e incubadas por 16 horas a 37°C para realizar la
extraccion plasmidial. Los plasmidos fueron purificados de las distintas cepas por Miniprep
utilizando el Kit E.Z.N.A Minikit I| (Omega Biotek) segun protocolo descrito por el fabricante.
Adicionalmente, para asegurar en un 100% que las colonias seleccionadas contenian inserto
los plasmidos purificados fueron digeridos con la enzima de restriccion EcoRl, la que permite
escindir el inserto clonado en el vector pCR 2.1 TOPO TA. La reaccién de digestioén contenia
1x de buffer EcoRlI, 1 ug de ADN plasmidial y 20U de EcoRl y fue realizada en un volumen
de 25 pl e incubada por 2 horas a 37°C. Finalmente los resultados de las digestiones fueron
visualizados en geles de agarosa al 1% tefiidos con GelRed. Los vectores purificados fueron

enviados a secuenciaciéon a Macrogen Inc., Corea.
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6.3.4 Andlisis 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 la
Informacién Biotecnolégica (NCBI) de E.E.U.U., corresponde a un programa informatico de
alineamiento de secuencias de tipo local, ya sea de ADN, ARN o de proteinas. El programa

BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) es capaz de comparar una secuencia

problema contra una gran cantidad de secuencias que se encuentren en la base de datos, ya
sea del NCBI, EMBO o Expasy, y de esta forma el algoritmo encuentra las secuencias de la

base de datos que tienen mayor parecido a la secuencia problema (Altschul et al., 1997).

En una primera instancia, las secuencias fueron analizadas utilizando el algoritmo BLAST de
nucledtidos (BLASTN), el cual permite hacer la comparacion de la secuencia problema con
otras secuencias nucleotidicas encontradas en las bases de datos. De los resultados
obtenidos en el analisis 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.uk/Tools/msa/clustalw2/) (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 analisis de
identidad, esta vez utilizando el programa BLASTX, que usa como entrada una secuencia de
nucledtidos, la 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 ocasién 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 mdultiple 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 la dificultad de encontrar otras secuencias relacionadas con SSTIV al utilizar la
estrategia de PCR con cebadores degenerados, se opté 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 disefar
cebadores, se usaron como referencia dos marcadores. El primer marcador utilizado fue el
gen de la proteina inmunogénica ChaP.s (Marshall et al., 2007) y el otro marcador fue la
region espaciadora del operén ribosomal (Internal Transcibed Spacer- ITS) (Marshall et al.,
1998). Se realizé una combinaciéon de cebadores de ChaP.s, ITS y del gen putativo de la
ATPasa DotB (SSTIV) en diferentes reacciones de PCR. Las combinaciones utilizadas

fueron las siguientes:
1. 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 + RTS4 (ITS Reverse)

2
3
4
5. DotB-Forward + RTS1 (ITS Forward)
6
7. DotB-Reverse + RTS1 (ITS Forward)
8

. DotB-Reverse + RTS4 (ITS Reverse)

Todas las reacciones de PCR se realizaron en 50 pl, utilizando como templado 100 ng ADN
de P. salmonis purificado por el método de extraccion fendlica descrito anteriormente. Las
reacciones de PCR contenian 200 nM de cada cebador, 1x buffer PCR, 500 uM dNTPs y
2,5U de polimerasa PfuUltra™ high-fidelity DNA Polymerase (Stratagene). Las condiciones
de PCR fueron las siguientes: 92°C por 5 minutos, 30 ciclos de 92° por 10 segundos, 51°C
(ITS/DotB) o 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 ul de cada reaccién en un gel de agarosa al 1% tefido
con Gel Red.

Se selecciono el producto amplificado de mayor tamano y los 40 pl restantes fueron
cargados en un gel de agarosa al 1% para purificar la banda con el kit E.Z.N.A Gel Extraction
Kit (Omega Biotek). EI 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 tamafo. Una vez visualizado el
resultado en un gel de agarosa, el producto del LR-PCR fue parcialmente digerido con 2

unidades de la enzima de restriccion Sau3Al (New England Biolabs) por 10 minutos a 37°C.

Posteriormente, se realizé una libreria gendmica con la digestiéon de Sau3Al en el vector
pBluescript SK+ (Fermentas) previamente linearizado con la enzima de restriccion BamH|
(Promega) y desfosforilado con Fosfatasa Alcalina (Promega). La ligacion fue realizada en 20
ul en presencia de la enzima T4 ADN Ligasa (Promega), incubando a 22°C por 4 horas.
Posteriormente, el producto de ligacion fue wusado para transformar células
quimiocompetentes de E. coli TOP10 (descrito anteriormente) y luego sembrado en placas
LB suplementadas con 100 pg/ml Ampicilina (Amp) en presencia de X-Gal. Las colonias
blancas resultantes fueron seleccionadas y resembradas en medio liquido LB suplementado
con 100 pg/ml Ampicilina para la posterior purificacion de plasmidos, tal como se describid
anteriormente. Los plasmidos purificados fueron enviados a secuenciacion en Macrogen Inc.,

Corea.

Los resultados de la secuenciacion fueron analizados utilizando los programas BLASTN,

BLASTX y ClustalW, tal como fue descrito anteriormente.

6.3.6 Busqueda de genes de secrecién en el plasmido de P. salmonis

En el Laboratorio de Genética e Inmunologia Molecular de la Pontificia Universidad Catdlica
de Valparaiso existe evidencia de un megaplasmido (pPsal-GIM) en P. salmonis (Marshall et
al., manuscrito en preparacion). Como ha sido mencionado en la introduccion, el SSTIII
puede estar codificado en el cromosoma bacteriano o bien en un plasmido en la region
llamada Isla de Patogenicidad. Por este motivo se exploré la posibilidad de que el plasmido

pPsal-GIM codificara los genes que componen la maquinaria de secrecion del SSTIII
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Para lograr este cometido, se realizaron 4 cultivos en matraces con 50 ml de medio MC1. Se
inicié un cultivo de 25 ml de medio MC1 con una colonia extraida de agar sangre y se,
incubd por 24 horas a 23°C y 100 rpm de agitacion. Posteriormente, 4 matraces con 50 ml de
medio MC1 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 la extraccion 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 espectrofotémetro Nanodrop-1000 y posteriormente fue

visualizado en un gel de agarosa al 1% tefiido con GelRed.

Con la 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 etidio (tubos de 15 ml), segun
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 separacién del ADN cromosomal del ADN plasmidial
fue visualizada en un transiluminador de UV. El ADN plasmidial fue extraido con una jeringa,
procurando no arrastrar ADN cromosomal. El bromuro de etidio fue removido de la muestra
realizando lavados con Alcohol Isoamilico, segun 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, lavado con etanol 75% y resuspendido en 200 pl de agua libre de
nucleasas. La concentracion de ADN fue cuantificada en un espectrofotometro Nanodrop-
1000, y posteriormente fue visualizado en un gel de agarosa al 1% tefiido con GelRed.
Finalmente la muestra fue enviada a secuenciaciéon a la compafia SeqWright, EEUU, y

procesada por el método de pirosecuenciacion Roche 454.

Los resultados de la secuenciacion 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 bacterianos
y esta 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.cgi), que permite comparar una secuencia de proteina con

las similares encontradas en bases de datos, usando el mismo principio de BLASTN vy

BLASTX. Se seleccionaron las secuencias de proteinas que tuviesen un porcentaje de
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cobertura superior al 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 Secuenciacion parcial del genoma de P. salmonis

Como se menciond anteriormente y debido a ciertos problemas relacionados con la
estrategia de utilizar PCR con cebadores degenerados, en especial por la amplificacion de
algunos productos inespecificos, se opté por otras estrategias para la busqueda de genes
relacionados con los sistemas de secrecion. En conjunto con el Dr. Karl Klose, durante la
pasantia de este trabajo de Tesis Doctoral, en el South Texas Center for Emerging
Infectious Diseases de la Universidad de Texas, San Antonio (UTSA) en EEUU, se comenzo

a trabajar en la secuenciacion del genoma de P. salmonis.

Para realizar la secuenciacion del genoma se utilizé ADN de P. salmonis de la mejor calidad
posible, para este proposito se utilizé el método de extraccion de ADN E.Z.N.A Bacterial DNA
Kit (Omega Biotek). La secuenciacion fue realizada en un secuenciador GS-FLX 454

(Roche), el que utiliza la tecnologia de pirosecuenciacion.

Los resultados de la primera ronda de secuenciacion fueron analizados en la plataforma
RAST (Rapid Anotation Using Subsystem Technologies) (http://rast.nmpdr.ora/). 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 metabdlicas. Ademas, los genomas en analisis de la
plataforma RAST pueden ser utilizados para realizar comparaciones con otros genomas que
se encuentren en la plataforma SEED del sistema RAST (Aziz et al., 2008). De esta manera,
se inicié la busqueda de genes homologos a diferentes sistemas de secrecion en el genoma
de P. salmonis. Utilizando la 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. coli, entre otros. Esta comparacion
fue realizada con la finalidad de determinar el grado de conservaciéon de la organizacion
genémica de P. salmonis con otros organismos del grupo Gammaproteobacteria, en relacion
a los sistemas de secrecion. Adicionalmente, algunas regiones de ADN que contenian

operones relacionados con los sistemas de secrecion fueron evaluadas con FgenesB de
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Softberry, con la finalidad de corroborar los datos obtenidos por RAST. Finalmente, las
secuencias de proteinas de sistemas de secrecion predichas por RAST y FgenesB, fueron
analizadas por BLASTP y Clustal\Ww como fue descrito previamente, para la determinacion de
los porcentajes de similitud con secuencias homoélogas encontradas en las bases de datos.
Adicionalmente, los resultados de genes de diferentes sistemas de secrecion obtenidos por

RAST fueron analizados con SoftBerry para corroborar los datos.

6.4 EVALUACION DE LA EXPRESION DE LOS GENES DE SECRECION/VIRULENCIA EN
PISCIRICKETTSIA SALMONIS

Con la finalidad de determinar que los genes de secrecién encontrados en el genoma de P.
salmonis estaban transcripcionalmente activos y que ademas, contenian diferentes patrones
de expresion en diferentes condiciones ambientales, se determiné el nivel de expresion de
éstos a través de RT-PCR y RT-PCR en Tiempo Real (QRT-PCR). Los genes involucrados
en los sistemas de secrecion tipo | y Il 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 mas relacién tiene con la patogenicidad bacteriana y mas
aun, porque se ha visto que responden a diferentes condiciones ambientales (Boschiroli et
al., 2002).

Adicionalmente, ciertos genes importantes en la cascada de expresion de los genes
flagelares fueron evaluados por RT-PCR convencional. Cabe mencionar que se ha
propuesto que la motilidad bacteriana podria ser considerada como otro factor determinante
en la virulencia, especificamente relacionado con la adherencia a las células blanco (Giron et
al., 2002).

6.4.1 EXPRESION GENES SSTIV DOT/ICM

La evaluacion de la expresion de los genes del sistema Dot/lcm fue realizada en 4

condiciones diferentes:

A) Infeccidén de las lineas celulares RTS11 y Sf21

La linea celular RTS11 es derivada de células del sistema inmune de trucha arcoiris

(Oncorhynchus mykiss) y estd 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 cm® en medio Leibovits L-

15 (Gibco), suplementado con 15% de suero fetal bovino (FBS) (Gibco) a pH 7,3 y a 20°C.

Previamente ha sido descrita la capacidad de P. salmonis de infectar la linea celular Sf21
(insecto), obteniéndose altos titulos bacterianos después de 15 dias post-infeccion (Birkbeck
et al., 2004). La linea celular Sf21 fue mantenida en botellas de cultivo de 23 cm? con medio
Grace’s Insect Culture Medium (Biological Industries) suplementado con 20% FBSapH 7,2y
a 20°C.

Se realizé una cinética de infeccion en las linea celulares RTS11 y Sf21 de 24, 48 y 72
horas, con la finalidad de determinar la expresion de los genes dot/icm en tiempos tempranos
de infeccion. Para ello, una colonia de P. salmonis crecida en agar sangre fue usada para
inocular 3 ml de medio MC1, los que fueron incubados a 23°C y 100 rpm hasta llegar a una
ODgoo de 0,4 (14 horas aproximadamente). Posteriormente 100 pl del cultivo de P. salmonis
fueron usados para infectar botellas de RTS11 y Sf21, las que fueron cosechadas para la
extraccion de ARN a las 24, 48 y 72 horas post-infeccion. Para cada tiempo de infeccion se
realizaron 2 réplicas biolégicas. En cada punto de la 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 la extraccion de ARN con el agente Trizol® (Invitrogen) segun indicaciones del

fabricante.

Para la sintesis del ADNc se utilizaron 2 pg del ARN extraido de las lineas celulares
infectadas, los que fueron tratados con la enzima DNAsa RQ1 (Promega), en un volumen de
reaccion de 10 pl, por 30 minutos a 37°C para eliminar cualquier posible contaminaciéon con
ADN. Después de haber inactivado a la DNAsa a 65°C por 10 minutos se comenzé a realizar
sintesis del ADNc con el kit de sintesis Affinity Script QPCR cDNA Synthesis (Agilent),
utilizando random primers (hexameros). La reaccion de sintesis fue realizada en un volumen
final de 30 pl que contenian: 2 pug de ARN, 1x de cDNA Synthesis Master Mix, 3 ng de
random primers y 5U de AffinityScript RT/ RNase Block enzyme mixture. La reaccién 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 cuantificacién del numero de copias de los genes dot/icm fue realizada por QRT-PCR
utilizando cuantificacion absoluta de la expresion génica, debido a que aun no se ha descrito
un marcador genético en P. salmonis que mantenga estable su expresion en diferentes
condiciones para poder ser utilizado en cuantificacién relativa. Como gen “housekeeping” se
utilizé la secuencia ITS del operdn ribosomal. Se determiné la expresion de los genes dofB,
dotA, icmE e icmK, para los cuales se disefiaron 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/icm.

Gen Blanco  Nombre cebador  Secuencia ‘

dotB Ps-DotB-For 5-GCT ACA TCT CAA TTT CTT GAC CAT TTC-3
dotB . ‘PS‘-"DotB-RevS o 5'-GCA TTA GTG CCG ACG ATT ACA GG-3'

dbtA . Ps-DotA-For1 5'-CAC TCG GCA AAT TAA GCA GTT GAG-3

dotA  Ps-DotA-Revi  5-GCGACATAA GTT GGA TCA AGA AAT TTC T-3
icmE Ps-lcmE-F 5'-GCC ﬁG GTT AAG TGT GAC CGT TG-3’

icmE - Ps-lcmE-Revl 5-GCT GTC ATT ACC TGC ATT AGA TCA TAG-3’
icmK . .PS-Ich-F 5’-GCG CCA GAG CAG ATA .CAT CAG TAT AAA G-3'

omK Ps-lcmK-R1 ~ 5-GCC ACC GGAACA TCT AAG CCT TTT AA-3'

Para generar la curva de calibrado los genes dotB, dotA, icmE e icmK, al igual que ITS,
fueron previamente amplificados por PCR y clonados en el vector pCR2.1 TOPO TA, como
se describié anteriormente. Una vez purificados por Miniprep los plasmidos que contenian los
diferentes marcadores, se cuantificé la concentracion de ADN en un espectrofotémetro
Nanodrop-1000. Se realizé una curva patrén desde 10° a 10" numero de copias de cada
plasmido, calculando la cantidad de ADN necesario para generar el stock de 10° copias

utilizando el programa Finnzymes disponible on line (http://www finnzymes fi/java applets-

/copy number calculation.html), que se basa formula descrita por Whelan et al., 2003 para el

célculo del correcto nimero de copias:

6,02 x10% (copias | mol) x cantidadADN (g)
LongitudADN (pb)x 660(g / mol | pb)

N¢°deCopias =
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Donde, 6,02x10%° es el nimero de Avogadro y 660 equivale a la masa molar de un par de
bases de ADN.

Para el QRT-PCR se realiz6 una dilucion 1:10 del ADNc para evitar saturacion de la reaccion
por exceso de templado. Ademas, las muestras fueron cargadas en duplicado, tanto los
ADNc como las diferentes concentraciones de la curva patron. La reaccién de QRT-PCR fue
realizada en un volumen final de 20 pl que contenia: 1 pl de muestra, 1x de Brilliant Il
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
dot/icm 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 analisis de datos, los valores de Cy 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 nimero de copias
del templado inicial (10° — 10"). Cada curva patrén fue generada por una regresion lineal de
los puntos graficados (Log N°copias v/s Promedio C+). Todos los analisis de datos fueron
realizados utilizando el software CFX Manager (Biorad). La eficiencia de amplificacion del
PCR de cada curva patron (E) fue calculada usando la pendiente obtenida en los graficos,

utilizando la ecuacién descrita por Rasmussen et al. (2001):

-1

E - 10 pendiente 1

Para el analisis de las muestras, la cuantificacion absoluta permiti6 determinar el numero
exacto de copias de ARNm de cada gen al extrapolar los valores de Ct con los de la curva
de calibrado a través de la ecuacion de la recta. Los datos de nimero 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 la acidificacién del fagosoma en el macréfago podria ser un factor importante
que gatille la expresiébn o sobrexpresion de los genes de secrecién, se determiné el

comportamiento de éstos a pHs acidos.

Para ello, se inicié un cultivo de 3 ml de P. salmonis a partir de una colonia extraida de agar
sangre, se incubd por 16 horas a 23°C y 100 rpm de agitacién. Este precultivo fue utilizado
como indculo para iniciar un nuevo cultivo en 50 ml en medio MC1, que fue incubado por 24
horas bajo 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 MC1, incubando por 12 horas bajo las condiciones ya descritas de temperatura
y agitacién. Del cultivo anterior se tomaron 150 ml, los que fueron divididos en 3 tubos de 50
ml cada uno y centrifugados a 6000 rpm, 4°C por 20 minutos. Después de descartar el
sobrenadante un tubo fue resuspendido en 50 ml de medio MC1 a pH 7,0, el segundo se
resuspendid en 50 ml de medio MC1 a pH 5,5 y el tercero en 50 ml de medio MC1 a pH 4,0.
Luego, fueron traspasados a matraces de 250 ml. De esta forma se dio inicio a la cinética
para determinar los niveles de expresion de los genes de secrecion a diferentes pH vy
distintos tiempos de crecimiento. Los cultivos fueros incubados a 23°C y 100 rpm de
agitacion, tomando muestras de 4 ml por matraz a las 2, 4, 6 y 24 horas de incubacion. Las
muestras de cada punto de la 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 cuantificado en un espectrofotémetro

Nanodrop-1000 y fueron guardados a -80°C hasta su posterior uso.

Para la sintesis del ADNc se utilizaron 2 pug del ARN extraido de cada uno de los puntos de
la cinetica, fueron tratados con la enzima DNAsa RQ1 (Promega), en las mismas
condiciones descritas anteriormente. Después de haber inactivado a la DNAsa a 65°C por 10
minutos se realizé la sintesis del ADNc con el kit de sintesis Affinity Script QPCR cDNA
Synthesis (Agilent), utilizando random primers (hexameros). La sintesis fue realizada con las

mismas condiciones descritas anteriormente.

La cuantificacion del nimero de copias de los genes dot/icm fue realizada por QRT-PCR,
utilizando cuantificacién absoluta de la expresion génica para determinar el numero de

transcritos de cada gen. En este caso, la secuencia del ITS también fue utilizada como gen
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“housekeeping”, lo que permiti6 determinar el comportamiento de la expresion general de

genes en cada punto de la cinética en los tres pH utilizados.

La cuantificacién fue realizada utilizando una curva patrén con los genes clonados en el
vector pCR 2.1 TOPO TA, tal como fue descrito anteriormente. El QRT-PCR se realizé en un
equipo CFX96 Real Time PCR System (Biorad) en reacciones de 20 pl que contenian 1 de
muestra, 1x de Brilliant [l SYBR® Green QRT-PCR Master Mix (Agilent) y 300 nM de cada
cebador. Las condiciones de PCR para cada gen, al igual que el metodo de cuantificacion y
el analisis de resultados, fueron las mismas descritas para la cinética de infecciéon en las

lineas celulares.

6.4.2 EXPRESION DE GENES DE LOS SSTI Y GENES FLAGELARES

La expresion de genes flagelares, SSTI y SSTII fue visualizada por RT-PCR convencional,
con la finalidad de determinar si éstos se encuentran transcripcionalmente activos en P.

salmonis.

A) Expresion de genes flagelares

Debido a que la expresién 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 llegar 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 inicié un cultivo de P. salmonis en 3 ml de medio MC1 usando como inéculo una colonia
crecida en agar sangre. El cultivo fue incubado a 23°C por 16 horas y a 100 rpm de
agitacion, y se utilizé para inocular 25 ml de medio MC1. Posteriormente, se realizaron dos
nuevos cultivos en 25 ml de medio MC1, 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 la extraccion de ARN con
el agente Trizol LS® segun indicaciones del fabricante. EI ARN fue cuantificado en un

espectrofotémetro Nanodrop-1000 y fue guardado a -80°C hasta su uso.
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La sintesis del ADNc fue realizada utilizando 2 ug de ARN, los que fueron previamente
tratados con 2 unidades de la enzima DNAsa RQ1 (Promega) a 37°C por 30 minutos. Una
vez inactivada la DNAsa a 65°C por 10 minutos el ARN fue utilizado para sintesis con la
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 realizé la
reaccion de sintesis del ADNc en un volumen final de 25 pl, que contenia: 2 ug de ARN, 0,5
ug de random primers, 200U de M-MLV RT, 200 nM de dNTPs y 1x 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 fliA (Factor Sigma-28), flhF (proteina reguladora), firA (proteina
reguladora), flaB (proteina de anclaje de flagelina) y el gen de flagelina. Como control de la
expresion se utilizé el gen de la proteina inmunogénica ChaP.s (HSP60) (Marshall et al.,
2007). Los cebadores utilizados para la amplificacion por PCR de los genes flagelares y de la
proteina ChaP.s estan en la tabla 6. Las reacciones de PCR fueron realizadas en un
volumen de 25 pl que contenia: 1 ul de templado, 1x buffer de PCR, 3 mM de MgCl,, 125 nM
de cada cebador (Forward y Reverse), 425 uM de dNTPs y 5U de Taq DNA Polimerasa
(GoTag-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 utilizé ADN de P. salmonis extraido por el método de Chelex-100
y como blanco o control negativo se utilizé agua libre de nucleasas. Los resultados de los

PCR fueron visualizados en geles de agarosa al 1% tefiidos con GelRed ™.
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Tabla 6: Cebadores utilizados para RT-PCR genes flagelares y ChaP.s

Gen Blanco Nombre cebador ~ Secuencia _ .
fliA FliA-F 5'- GTG AAG CGG GCT GAA AAG TAT GCT-3
fidis FliA-R 5-C TTACTC TCC ATT CAT CTG TAA CCG-3'
firA FIrA-F 5-GTT AAG CAG AGA GTG GTT ATT G-3'
firA FilAR 5-C TCA GGC TTT TGA CAG CTC TTC GCT-3'
flhF FIhF-F 5-G AAA ATT AAACGG TTT TTT GCA G-3’

ifRE . EBER . '5-C TCA TAG CAC TTC TCT TCC ATG TTC-3'
flaB FlaB-F 5-GCG ATG GGA ATT TCT ATT AAT ACC AAC-3'
flaB FlaB-R1 ~ 5-CCT AAA ACA CCA GCC CTT AAA GCA-3’
flagelina Flagellin-F 5-GCA TGG CACTTT CAG TTG TAA CCA AC-3’
flegelina Flagellin-R1 ~ 5-CTT GAC CAG TCC CCA AAG TAG CAG-3’
chaP.s FF9 5-GAT GTC AGC AAA AGA AGT GCG CTT-3'
chaP.s R4 5-G AAC TGA TTC TAA TGT GGG TAG TAA TTC-3'

B) SSTI:

Para el SSTlise realizé un RT-PCR de los genes to/C (proteina de membrana externa o
porina), hlyD (proteina de canal intermembrana) y hlyA (a-hemolisina).

Para ello se realizdé una cinética de infeccion en la linea celular RTS11
(monocitos/macrofagos) por 24, 48 y 72 horas, tal como fue descrito para la expresion de los
genes dot/icm (SSTIV) en la seccién anterior. Como control de expresion de éstos genes se
utilizé un cultivo de 3 ml de P. salmonis en medio MC1, generado a partir de una colonia
crecida en agar sangre. Se incub6 24 horas a 23°C y 100 rpm. Las células RTS11
infectadas fueron cosechadas con un “cell scraper” y fueron centrifugadas en su propio
medio a 1500 rpm. Se proceso el pellet con el agente Trizol ® (Invitrogen) para la extraccion
de ARN. El cultivo liquido de P. salmonis fue centrifugado a 6000 rpm por 20 minutos y el
pellet procesado con Trizol LS® (Invitrogen). Posteriormente, se efectué un RT-PCR, donde
la sintesis del ADNc fue realizada con random primers y con la reverso transcriptasa M-MLV
(Promega) en las mismas condiciones de reaccion, temperatura y tiempos de incubacion
antes descritos. Una vez terminada la sintesis, el ADNc fue utilizado como templado para
una amplificacién por PCR, con cebadores disefiados para amplificar los genes tolC, hlyC 'y
hlyA. Como control de expresion se utilizé el gen de la proteina inmunogénica ChaP.s. El
PCR para ChaP.s fue realizado bajo las mismas condiciones de temperatura y tiempos
descritos anteriormente. El PCR para los genes del SSTI fue realizado en 25 pl bajo las
siguientes condiciones: 94°C por 5 minutos; 35 ciclos 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% teflidos con GelRed™.

6.5 GENERACION DE ORGANISMOS KNOCK OUT PARA EVALUAR IMPORTANCIA DE
GENES DEL SSTIV EN LA PATOGENICIDAD

Con la finalidad de determinar la relevancia de los genes dot/icm en la virulencia y
patogenicidad de P. salmonis, se evaluo el efecto del knock out de los genes dotB (ATPasa)
e icmE (proteina transmembrana) en la capacidad infectiva de la bacteria. Para realizar el
knock out de estos genes de secrecién se seleccioné un sistema denominado TargeTron™
(Sigma-Aldrich), que ha sido ensayado con éxito en F. tularensis, bacteria filogenéticamente

cercana a P. salmonis y que comparten varias caracteristica en comun.

Cabe mencionar, que a la fecha no se han reportado procedimientos que permitan la
transformacion de P. salmonis con algun elemento genético extracromosomal, por lo cual la
primera estrategia a realizar ha sido estandarizar una tecnica que permitiera la

transformacién del patégeno con un vector plasmidial.

Se ha reportado que ciertos organismos patégenos intracelulares no reconocen secuencias
promotoras exégenas (Rodriguez et al., 2008), por tanto, para asegurar la expresion de los
genes reporteros ha sido necesario generar cassettes de expresion con secuencias
promotoras endogenas. En F. tulanesis y C. bumetti se ha utilizado ampliamente la
secuencia promotora del operén groES-groEL (HSP10-HSP60) (Rodriguez et al., 2009) con
notable éxito. En P. salmonis no esta disponible en bases de datos publica la region
promotora del operén HSP10-HSP60 (GroES-ChaP.s), 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 correspondié al PCR RAGE
(Rapid Amplification of Genomic Ends) y la 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 operon bicistronico
conformado por los génes de las protéinas GroES y ChaP.s y también para el operén
ribosomal 16S-23S. El RAGE es una técnica basada en el PCR, fue desarrollada por
Cormack y Somssich (1997). Se basa en el mismo principio de la técnica RACE (Rapid
Amplification of cDNA Ends) (Ohara et al., 1989). Basicamente consiste en cortar con una o
mas enzimas de restricciébn el ADN gendmico total, para luego poliadenilar, mediante la
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 disefiado 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 cuestion, distinto al anterior
(Figura 5). Esto genera amplicones especificos, los cuales pueden ser clonados vy

secuenciados.

Figura 5: Esquema técnica del RAGE.

3" Cortes del ADN total

Fragmentos de restricdion

RLL  BEE 3 Poliaderilacion
F1l RE—
.1.‘-‘2‘3TTT----;;1"'£71——W) PCR 1 para el gen blanco
MFTJ Q‘_}:EZ]
"TRGRLCGRRR. . ARJs 5"  PCR 2 para el gan blanco

ADN de P. salmonis purificado por el método de extraccion fendlica fue utilizado para este
procedimiento. Para ello se realizaron 5 reacciones de digestion (3 uyg de ADN) en un
volumen final de 100 pl, utilizando 30 unidades de las enzimas de restriccion BamHI
(Promega), EcoRI (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 corte total del material genémico. Luego, la reaccion fue detenida por inactivacion de
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la enzima a 65°C por 15 minutos, (Liu y Baird, 2001). Las digestiones fueron visualizadas en
un gel de agarosa al 1% tefiido con GelRed™, vy 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 denaturd por 5 min a 100 °C, y se
realizd la reaccion de poliadenilacion en 20 pl, contenian: 0.5 mM de dATP y 50U de
Terminal Transferasa TdT (Promega), se incubd por 90 minutos a 37°C vy finalmente, 10
minutos a 72°C. Por ultimo, 5 pl de la reaccion de poliadenilacion equivalente a 100 ng del
ADN fueron utilizados para el primer ciclo de PCR (RAGE1), en una reaccion de 50 pl que
contenia 2 UM del cebador del gen seleccionado (ChaP.s o 16S, ver tabla 7), 2 yM del
cebador oligo d(T) (5-ACCACGCGTATCGATGTCGATTTTTTTITTTTTTTTIT-3"), 400 uM de
dNTP’s, 3 mM de MgCI2 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 por 5 minutos. Luego, 1 ul del RAGE1 se usé como
templado para un segundo PCR (RAGEZ2), en una reaccién de 50 pl de volumen total,
utilizando las mismas condiciones de PCR que en el RAGE1, excepto por la presencia de un
segundo cebador del gen seleccionado (ver tabla 7) y de 2 uM de un cebador de anclaje
(anchor primer) (5- GACCACGCGTATCGATGTCGAC-3). Finalmente, los productos
amplificados fueron visualizados en geles de agarosa al 1% tefiidos con GelRed™, vy
posteriormente clonados en el vector pCR2.1 TOPO TA, como se ha descrito anteriormente,

para su posterior secuenciacion.

Tabla 7: Cebadores utilizados para el RAGE de ChaP.sy 16S.

Cebador e - Secuencia T T GanaEhes
165-F1 5.GCT TCA GTT TCC TAA AGT TAT CCC-3 165
16sF2  5-ACT CAC CCG TCC GCCACTCGTC-3' SRR
ChaPs-R9  5-GAA GCG CAC TTC TTT TGC TGA CAT-3’ ChaP.s
GrOES-R2  5-CGG TCA TGT AAT GGA CGGATT TTCAT-3  groES

Los resultados de la secuenciacion fueron analizados en una primera instancia con el
programa BLASTN, con la finalidad de determinar si los productos amplificados contenian la
region 5’ de los genes en estudio. Posteriormente, los resultados positivos fueron alineados

con ChaP.s y 16S a través del software Clustal\W, como fue descrito anteriormente.
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Debido a la poca cobertura de amplificacion obtenida con el RAGE para ChaP.s se realizé un
segundo RAGE. Como templado se utilizé ADN de P. salmonis digerido con las enzimas de
restriccion Ndel, BamH| y Kpnl. El RAGE fue realizado con las mismas condiciones
descritas anteriormente, salvo que los cebadores especificos para ChaP.s fueron cambiados
por cebadores disefiados sobre la secuencia del gen de la 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 la prediccion de posibles secuencias promotoras bacterianas.

B) Libreria genémica de P. salmonis

Con la finalidad de hallar otros posibles promotores de genes de P. salmonis, se utilizé una
segunda estrategia que consistié en generar una libreria genémica en el vector pBluescript
SK+ (Fermentas). Se utilizaron 5 pg de ADN de P. salmonis purificado por el método de
extraccion fendlica, que fueron parcialmente digeridos con 10U de la enzima de restriccién
Sau3Al en una reaccion final de 150 pl. La reaccién de digestion fue incubada por 30
minutos a 37°C y la enzima inactivada a 65°C por 15 minutos. Se procedié a una extraccion
con Fenol:Cloroformo:alcohol-isoamilico y el sobrenadante fue precipitado con etanol frio,
lavado con 75 % ETOH vy finalemente el pellet resuspendido en 15 pl de agua libre de
nucleasas. El vector pBluescript SK+ (3 pg) fue linearizado con 20U de la enzima BamH]I en
una reaccion de 50 pl, e incubada por 12 horas a 37°C, para luego ser tratado por 1 hora a
37°C con la enzima Fosfatasa Alcalina (Promega). EI 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% tefido con GelRed™. Posteriormente, 600 ng de
ADN de P. salmonis digerido y 300 ng de pBluescript SK+ linearizado fueron ligados en
presencia de la enzima T4 ADN Ligasa (Promega), en una reaccién de 20 pul que fue
incubada por 16 horas a 16°C. Finalmente, la mezcla de la reaccién de ligacién fue usada
para transformar por electroporacion células electrocompetentes de E. coli TOP10
(Invitrogen). La seleccién de los transformantes se efectud en agar LB suplementado con

Ampicilina 100 pg/ml en presencia de X-Gal (Promega). En total 200 colonias blancas fueron
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analizadas por PCR con los cebadores M13-F y M13-Rev, se seleccionaron solamente
aquellas que tuviesen un inserto de tamafio mayor a 500 pb. Las colonias seleccionadas
fueron crecidas en 5 ml de caldo LB con Ampicilina 100 pg/ml para realizar la purificacion
plasmidial (E.Z.N.A Plasmid Midi Kit, Omega Biotek) y proceder con el servicio 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 posibles ORFs y con Bprom para

buscar una region promotora dentro de ella.

6.5.2 CONSTRUCCION DE LOS VECTORES DE EXPRESION

Con la finalidad de probar diferentes origenes de replicacioén de plasmidos en la bacteria, se
utilizaron dos plasmidos para clonar el cassette de expresiéon. Uno de los vectores fue
pCR2.1 TOPO TA (Invitrogen) y el otro pCU18 (Rasko et al., 2007).

A) Construccion del cassette de expresion

Para la construccion del cassette de expresion se utilizé como gen reportero cat
(Cloranfenicol acetil-transferasa) que entrega la resistencia al antibiético Cloranfenicol.

Para comenzar la construcciéon del cassette se disefiaron cebadores dirigidos a amplificar al
gen cat y a la regién promotora del operén GroES-ChaP.s de P. salmonis, utilizando la

herramienta “Oligo Calculator” (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html).

Los cebadores fueron disefiados con sitios de restriccion para permitir la ligacion entre el
promotor y el vector, en el sitio Ndel (CATATG), y del cassette con el vector en el sitio Sall
(GTCGAC). Los cebadores utilizados estan listados en la tabla 8.
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Tabla 8: Cebadores utilizados para la construccién del cassette de expresion.

Genblanco  Nombre ~ Secuencia cebador
cat CAT-F  5-GCG CAT ATG GAG AAA AAA ATC ACT GGA TAT ACCAC-3
cat  CATR 5-GTACTCGAG TTACGCCCC GCC CTGCCACT-S

groES-ChaP.s  GroES-EL-F 5-GTT GTC GAC CAA TTC AGC ATC AAG CTC TGT C-3’

grOES-ChaP.s GroES-EL-R  5-GCG CAT ATG TCA TTC TTC TCC TAA AAG ATG A-3'

Tanto la secuencia promotora de P. salmonis, como el gen cat fueron amplificados por PCR
con los cebadores enunciados en la tabla 8. Como templado para el promotor se utilizd ADN
de P. salmonis extraido por el método de Chelex-100. Para el PCR del gen cat se us6 como
templado el vector pDNR-LIB (GenBank: DQ666274.1). Las reacciones de PCR se realizaron
en un volumen final de 50 pl, que contiene: 1x buffer de PCR, 3 mM de MgCl,, 125 nM de
cada cebador (Forward y Reverse), 425 pM de dNTPs y 5U de Tag DNA Polimerasa
(GoTag-Flexi DNA Polymerase, Promega). Las condiciones de PCR 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 pl de cada reaccion fueron visualizados en un gel de agarosa al 1% tefido con GelRed™.
Luego, los amplicones fueron purificados con el kit MSB® Spin PCRapace (Invitek), segun
indicaciones de manufactura, y el DNA fue finalmente cuantificado en un espectrofotometro
Nanodrop-1000.

Posteriormente, 1 pg de ADN de la regién promotora de ChaP.s y 1ug de ADN de cat fueron
tratados con la endonucleasa de restriccion Ndel. El sitio Ndel esta incluido en cada cebador.
La reaccion de digestion fue realizada en un volumen de 50 pl en presencia de 10U de Ndel,
incubando a 37°C por 4 horas, para luego detener la reaccion a 65°C por 10 minutos.
Finalmente, el ADN fue purificado con el kit MSB® Spin PCRapace (Invitek). Después de
haber cuantificado la concentracion de ADN se utilizaron 500 ng de cada ADN para ser
ligados entre si en una reaccion de ligacién de 25 ul en presencia de 2U de T4 DNA Ligasa
(Promega), incubando por 16 horas a 16°C. Finalmente, 1 pl de la reaccién de ligacién fue
utilizada como templado para PCR, usando el cebador Forward de la regiéon promotora y el
Reverse de cat, con la finalidad de amplificar por completo el cassette ya ligado (Promotor

GroES-ChaP.s + caf). La reaccién de PCR fue realizada en 50 pl bajo las mismas
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condiciones descritas para la amplificacion de ambas secuencias y los resultados fueron

visualizados en un gel de agarosa 1% tefiido con GelRed,

B) Construccidén del vector de transformacion

Se utilizaron dos vectores de transformacién, un vector de clonamiento comercial que fue
pCR2.1 TOPO TA (Invitrogen) y el vector pCU18, donado gentiimente por el Dr. Karl Klose

de la Universidad de Texas en San Antonio, EEUU.

a) pCR2.1 TOPO TA:

Este vector plasmidial contiene dos origenes de replicacion diferentes para poder ser usado
en una amplia variedad de hospederos (pUC oriy f1 ori). Para la construcciéon de este vector,
se clond el cassette de expresion (Promotor GroES-ChaP.s + cat) generado en la seccion
anterior. El clonamiento fue realizado en un volumen de 5 pl, segun indicaciones del
fabricante, los que fueron posteriormente transformados en células quimiocompetentes de E.
coli TOPO 10, tal como se describié en secciones anteriores. La seleccion de los clones
positivos se realizé por PCR usando los cebadores M13 forward y reverse. Con el clon
positivo, se realizd un cultivo de 50 ml de medio LB suplementado con Kanamicina 50 pg/ml,
y se incub6 por 12 horas a 37°C. A partir de 2 ml de cultivo, se hizo un stock del clon a -80°C
en 15% de glicerol. El resto del cultivo fue utilizado para la extracciéon plasmidial por medio
utilizando el kit de Midiprep E.Z.N.A Plasmid Midi Kit (Omega Biotek) segun indicaciones de
manufactura. Los resultados fueron visualizados en un gel de agarosa tefiido con GelRed™

y la concentracion de ADN fue cuantificada en un espectrofotémetro Nanodrop-1000.

b) pCU18:

EL vector pCU18 de (5768 pb) fue creado por la fusién de 2 plasmidos, el vector de
clonamiento comercial pUC18 y un plasmido 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. coli, F. tularensis y V. cholerae (Dr. Karl Klose,

comunicacion personal).

Para la construccion del nuevo vector se hizo crecer la cepa de E. coli TOP10 utizada como
reservorio de pCU18 en 5 ml de medio LB suplementado con 100 pg/ml de Ampicilina por 16
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horas a 37°C y 100 rpm. El cultivo fue utilizado para la extraccién plasmidial con el kit
E.ZN.A Plasmid Mini kit (Omega Biotek) segun indicaciones del fabricante. Una vez
cuantificada la concentracion del ADN purificado, se utilizaron 3 pug de pCU18 para ser
linearizados con 20U de la enzima de restriccion Sall (Promega) en una reaccién de 100 pl
incubada por 16 horas a 37°C, la que fue posteriormente tratada con la 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 concentraciéon vy

guardado a -20°C hasta su uso.

El cassette de expresion fue extraido desde el vector pCR2.1 TOPO TA mediado por una
digestion con la enzima Sall (Promega), en una reaccién de 100 pl que contenia: 20U de
Sall, 3 ug de pCR2.1 TOPO TA/GroES-ChaPs+cat) y 1x buffer R. La reaccién fue incubada
por 16 horas a 37°C, y luego de inactivar la enzima a 65°C por 15 minutos, los 100 ul de la
reaccion fueron cargados en un gel de agarosa al 1% tefido con GelRed™. Posteriormente
la 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), segln indicaciones del
fabricante. Se cuantifico el ADN purificado en un espectrofotémetro Nanodrop-1000.

Se realizé una reacciéon de ligacién de 25 pl en presencia de la enzima T4 DNA Ligasa
(Promega), utilizando 300 ng del vector pCU18 linearizado y 600 ng del cassette purificado,
se incub6 16 horas a 16°C. Posteriormente, se utilizaron 15 pl de la reaccion de ligacion para
transformar células quimiocompetentes de E. coli 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 la regién promotora
GroES-ChaP.s con la finalidad de determinar el clonamiento del cassette de expresion en el
vector. Para ello se realizé un PCR “colony picking” en 15 ul de volumen de reaccién para
cada colonia, bajo las mismas condiciones descritas anteriormente. Finalmente, se
selecciond una clon 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 clon con 2 ml
de cultivo en 15% de glicerol y se guardd -80°C. El resto del cultivo fue utilizado para la
extraccion plasmidial por medio utilizando el kit de Midiprep E.Z.N.A Plasmid Midi Kit (Omega
Biotek) segun indicaciones de manufactura. Los resultados fueron visualizados en un gel de
agarosa tefiido con GelRed™ vy la concentracion de ADN fue cuantificada en un

espectrofotometro Nanodrop-1000.
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6.5.3 TRANSFORMACION DE P. SALMONIS

Como se mencioné anteriormente, a la fecha no existe una metodologia que permita la
transformacion de la bacteria P. salmonis, por lo cual, se buscaron diferentes estrategias de
transformacion, todas ellas basadas en experiencias realizadas en patégenos intracelulares

facultativos u organismos cercanos filogenéticamente a P. salmonis.

A) Transformacidn quimica (quimiotransformacion):

Se procedid a la preparacion de células quimiocompetentes de P. salmonis iniciando un
cultivo de 3 ml en medio MC1, se incubé por 24 horas a 23°C y a 100 rpm. Posteriormente,
este cultivo se utilizé para inocular un matraz con 50 ml de medio MC1, 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 CaCl, esteril y frio e incubado por 30 minutos en hielo. Luego, se
centrifugd nuevamente a 6000 rpm por 10 minutos y el pellet fue resuspendido en 2 ml de
0,1 M de CaCl, y 15% de glicerol. Utilizando el mismo protocolo anterior, también se probd
hacer células competentes con 0,1 M de MgCl,y 0,1 M de FeCl..

Para la transformacion con las tres modalidades de células competentes se utilizo 1 ug de
cada vector (pCR 2.1 TOPO TA/GroES-ChaP.s-cat y pCU18/GroES-ChaP.s-cat), los que
fueron mezclados con 200 pl de P. salmonis quimiocompetente (4 reacciones de
tranformacién independientes por vector), incubando en hielo por 30 minutos, para luego
realizar un shock de temperatura a 30°C. Luego, se incub6 nuevamente en hielo por 2
minutos, y se adiciond 500 pl de medio MC1 sin antibidtico 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 la incubacion en el shaker, los cultivos fueron sembrados
en placas de agar sangre que contenian 5 pg/ml de Cloranfenicol, monitoreando el
crecimiento de colonias transformantes cada dos dias. Adicionalmente, un vial de P.
salmonis quimiocompetente fue incubado, en ausencia de plasmido, en las mismas
condiciones anteriores y sembrada en una placa de agar sangre sin antibiéticos, con la

finalidad de determinar la viabilidad celular después del tratamiento.
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B) Electroporacion

Para la electroporacion se utilizaron dos protocolos diferentes. El primero fue descrito para L.

pneumophila 'y F. tularensis y el segundo para V. cholerae.
a) Protocolo 1:

En este caso las células electrocompetentes fueron preparadas iniciando un cultivo de 3 ml
en medio MC1 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 utilizé para inocular un matraz con
50 ml de medio MC1, y se dejo 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 centrifugacién a 6000 rpm y a 4°C el pellet fue resuspendido en 2 ml de sacarosa 0,5
M con 25% de glicerol.

Para la electroporacion, se utilizé 1 pg de cada vector, que fueron mezclados con 200 pl de
P. salmonis electrocompetentes (4 reacciones por vector). Para la electroporacién se utilizd
una cubeta de de 0,2 mm (Biorad) y fueron electroporadas en un equipo Gen Pulser® |l
Electroporation System (Biorad) con las siguientes condiciones: 2,5 Kv, 600 Q de resistencia
y 25 uF de capacitancia. Se hicieron 4 réplicas por cada vector y una electroporacion sin
vector como control. Una vez realizada la electroporacién, las bacterias fueron
resuspendidas en 500 pl de medio MC1 sin antibiético. Se procedié 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 la incubacién las bacterias fueron sembradas en placas de agar sangre en
presencia de 5 pg/ml de Cloranfenicol, monitoreando el crecimiento de colonias

transformantes cada 2 dias.

b) Protocolo 2:

Al igual que en los casos anteriores, se inicid un cultivo de P. salmonis en 50 ml de medio
MC1, 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 MgCl;)
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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 la ultima

centrifugacion fue resuspendido en 2 ml de buffer de electrocompetencia.

Para la electroporacién, se utilizé 1 pg de cada vector que fueron mezclados con 200 pl de P.
salmonis electrocompetentes (4 reacciones por vector). Se utilizaron cubetas de
electroporaciéon de 0,2 mm (Biorad) y fueron electroporadas en un equipo Gen Pulser® |l
Electroporation System (Biorad) con las siguientes condiciones: 2,4 Kv, 100-1000 Q de
resistencia y 25 uF de capacitancia. Se hicieron 4 replicas por cada vector y una
electroporacioén sin vector como control. Inmediatamente después de la electroporacion las
bacterias fueron resuspendidas en 500 pl de medio MC1 sin antibiotico, incubando 2 tubos
por vector por 4 horas y los otros dos por 12 horas, todos a 23°C y 100 rpm. Despues de la
incubacion las bacterias fueron sembradas en placas de agar sangre en presencia de 5

pg/ml de Cloranfenicol, monitoreando el crecimiento de colonias transformantes cada 2 dias.
C) Biobalistica:

La Biobalistica basicamente consiste en introducir material genético exégeno a células
mediante alta velocidad de pequefias particulas de oro o tungsteno, las que perforan las
paredes celulares y membranas y entran en las células sin destruirlas (Klein et al., 1987). La
Biobalistica fue en un principio descrito para la transformaciéon 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 comenzé con 4 cultivos de 3 ml en medio MC1 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 MC1 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 MC1. La suspensiéon de
bacterias fue utilizada para sembrar 20 placas de agar sangre, agregando 500 pl en la parte
central de la placa, las que fueron incubadas por 48 horas a 20°C para aumentar la masa

celular.
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La obtencion de los plasmidos a transformar (pCU18+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 la noche a 37°C y a 250 rpm.
Posteriormente, la purificacién plasmidial se realizé utilizando el kit E.Z.N.A Midi Kit (Omega
Biotek), segun indicaciones del fabricante. EI ADN obtenido fue cuantificado por

espectrofotometria en un equipo Nanodrop-1000 y guardado a -20°C hasta su uso.

La transformacién fue realizada en un equipo Biolistic PDS-1000 (Biorad). Para el
bombardeo se utilizaron particulas de Tungsteno M5 (Biorad), tratadas previamente con 3 ug
de cada vector, segun indicaciones del fabricante. Las bacterias fueron bombardeadas con 3
pg de ADN adherido a 600 pg de tungsteno a 1100 p.s.i. de presion 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
la aparicion de colonias cada dos dias. Adicionalmente, una alicuota de las bacterias
bombardeadas fue sembrada en medio MC1 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 bombarded una placa sin vector pero con tungsteno M5, la que fue posteriormente

resembrada en una placa de agar sangre y en medio MC1, ambos sin antibiéticos.

D) Conjugacién:

La conjugacion fue realizada con el vector pCU18 sin el cassette de expresion, pero con la
region de movilidad MOB (genes fra) del plasmido pRP4. El vector pCU18+MOB fue
transformado en células quimiocompetentes de la cepa donadora de plasmido para
conjugacién E. coli DAPA A-pir. Las bacterias transformantes fueron seleccionadas en placas
LB Ampicilina 100 pg/ml suplementadas con 50 mM de DAPA. Una vez seleccionadas las
colonias transformantes, se tomd 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 realizé una siembra homogénea en una placa de LB Ampicilina
100 pg/ml suplementada con 50 mM de DAPA. Se tomod un inéculo de P. salmonis crecida
por 4 dias en una placa de agar sangre a 20°C, la que tambien fue resembrada por arrastre

con una torula (generando una linea recta del largo del diametro de |a placa) en una placa de
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agar sangre suplementada con 50 mM de DAPA. Después de 24 horas de incubacion del
cultivo, se sembré en la misma placa la cepa E. coli DAPA-A-pir que contenia a
pCU18+MOB, generando una cruz con la linea sembrada de P. salmonis, produciendo un
contacto entre ambas bacterias en la parte central de la placa, la que fue incubada por 12
horas a 20°C. Finalmente, con una térula estéril se tomo la parte central del cultivo (mezcla
P. salmonis y E. coli DAPA™ A-pir) y se resembré en una placa de agar sangre en en ausencia
de DAPA y suplementada con 5 pg/ml de Cloranfenicol, la que fue monitoreada para el
crecimiento de colonias transformantes de P. salmonis cada dos dias. Previo a la
transformacion de P. salmonis mediada por conjugacion, el vector fue ensayado bajo las
mismas condiciones experimentales en la bacteria Francisella tularensis, comprobando la

eficiencia de la conjugacion.

6.5.4 KNOCK OUT UTILIZANDO EL SISTEMA TARGETRON®

TargeTron® Gene Knock out System (Sigma-Aldrich), se basa en la aplicacién de la genética
reversa mediante un intron movil del grupo Il, que se encuentra tanto en bacterias como en
mitocondrias y cloroplastos. Estos intrones son retro-elementos sitio especificos, que utilizan
un mecanismo de movilidad denominado “retrohoming”, pudiendo movilizarse
autonomamente (Chen ef al., 2005). Este elemento genético movil presenta una proteina
codificada por el intrén (IEP), que tiene actividad de transcriptasa-reversa, de RNA splicing
(Madurasa) y también de endonucleasa. La movilidad comienza cuando la IEP facilita al
intron adoptar una conformacion cataliticamente activa para promover el “splicing”,
resultando en la formacion de un complejo intrén-IEP (RNP). El complejo RNP reconoce
especificamente la secuencia de ADN blanco y promueve la 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), usandola como partidor para la transcripcion-reversa del
intron recién insertado. La copia de ADNc resultante es integrada en el ADN gendmico
celular por recombinacién o un mecanismo de reparacion (Karberg et al., 2001). Esta técnica
ha sido utilizada con éxito para Lactococcus lactis, Clostridium perfringens, Escherichia coli,
Salmonella enterica, Vibrio parahemolyticus, Agrobacterium tumefaciens, Serratia
marcescens, Francisella tularensis y Pseudomonas aeruginosa, en donde la estabilidad se
mantiene en un 100% por un alto numero de generaciones (Frazier et al., 2003; Chen et al.,
2005; Rodriguez et al., 2008).
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Debido a problemas asociados a la transformacion eficiente de P. salmonis, se optd por
generar un modelo de Knock out para el gen de la proteina ChaP.s, el que se encontraba
clonado en el vector pBluescript SK+ (Fermentas) y resguardado en la cepa E. coli TOP10
(Invitrogen). Cabe mencionar que el intréon contiene un cassette de expresién que entrega
resistencia al antibiético Kanamicina, por tanto, los transformantes fueron seleccionados en

presencia de ese antibiético.

A) Construccion del vector de Knock out

Para el disefio de los cebadores que redirigiran la insercion del intron al gen ChaP.s, se
realizé el el analisis de la secuencia con el algoritmo de disefio de cebadores de TargeTron

(http://www.sigma-genosys.com/targetron/), indicado por el fabricante de este sistema de

mutagénesis. Se seleccionaron dos sets de cebadores, aquellos con el el mayor puntaje, y
por ende con la mayor probabilidad de generar una insercién del intrén en el gen de ChaP.s.
Los cebadores utilizados estan listados en la tabla 9. La inserciéon del intron fue escogida
para dos posiciones dentro de la secuencia de ChaP.s, una entre los nucleétidos 272 y 273 y

la otra entre los nucleétidos 1021 y 1022.

Tabla 9: Cebadores utilizados para la modificacion del intrén en la secuencia de ChaP.s

Nombre . ~ Secuencia (5'-3") , : _.
1021/IBS AAAAAAGCTTATAATTATCCTTAGGTGACCAAAATGTGCGCCCAGATAGGGTG
1021/EBS1d  CAGATTGTACAAATGTGGTGATAACAGATAAGTCCAAAATGCTAACTTACCTTTCTTTGT
1021s/EBS2 TGAACGCAAGTTTCTAATTTCGATTTCACCTCGATAGAGGAAAGTGTCT
2731BS AAAAAAGCTTATAATTATCCTTAAATACCGTCGCCGTGCGCCCAGATAGGGTG
273/EBS1d  CAGATTGTACAAATGTGGTGATAACAGATAAGTCGTCGCCGTTAACTTACCTTTCTTTGT
273/EBS2 TGAACGCAAGTTTCTAATTTCGGTTGTATTCCGATAGAGGAAAGTGTCT

La modificacién del intron fue redirigido a las regiones de ChaP.s seleccionadas por sistema
de PCR con 4 cebadores, de los cuales 3 de ellos (IBS, EBS1d y EBS2) entregan la
secuencia de sitios de reconocimiento para ChaP.s y el tltimo es un cebador universal (EBS)
del intrén. El PCR para ambas sitios de inserciéon en ChaP.s fue realizado, utilizando como
templado ADN del intron suministrado en el kit, en una reaccion de 50 pl de volumen total en
presencia de la enzima JumpStart REDTaq ReadyMix, segun indicaciones del fabricante. Las
condiciones de PCR fueron: 94°C por 30 segundos; 30 ciclos de 94°C por 15 segundos,
55°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos; y 72°C por 2 minutos de extension final. Los

50 ul de cada reaccion de PCR fueron cargados en un gel de agarosa al 2%, para
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posteriormente cortar la banda de ADN correspondiente a 350 pb y purificarla con el kit
E.Z.N.A Gel Extraction Kit (Omega Biotek). Posteriormente, el intrén modificado fue digerido
con 20U de la enzima Hindlll y 10U de BsrGl, en una reaccién de 20 pl, 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), segutn indicaciones de manufactura.
Este ADN fue utilizado en una reacciéon de ligacion en presencia de T4 DNA Ligase
(Promega) con el vector pACD4K-C (Targetron Vector), previamente linearizado con las
mismas enzimas de restriccion. La ligacion fue realizada por 16 horas a 16°C. Finalmente, el
producto de la ligacion fue transformado en células quimiocompetentes de E. coli TOP10y
sembradas en placas LB con 25 pg/ml de Cloranfenicol en presencia de X-Gal (Promega).
Las colonias blancas fueron seleccionadas, su ADN plasmidial purificado y digerido con las
enzimas Hindlll y BsrGl para determinar la correcta insercion del intrén. Se resguardaron los

clones positivos al igual que el ADN plasmidial.

B) Knock out

Para el Knock out, se realizé una transformacién 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. coli TOP10. Las bacterias fueron sembradas en placas LB suplementadas con
Ampicilina 100 pg/ml y Cloranfenicol 25 ug/ml, con la finalidad de seleccionar aquellas
colonias que tuviesen ambos plasmidos. El vector pACD4K-C contiene la region operadora
del operén lac, por lo cual la expresion del intrén debe ser inducida con IPTG (Isopropil

Tiogalactésido).

Una vez seleccionadas las correspondientes colonias, se hicieron crecer en 5 ml de medio
LB suplementado con Ampicilina 100 pg/ml y Cloranfenicol 25 ug/ml por 12 horas a 37°C.
Posteriormente, 2 ml de medio LB suplementado con Ampicilina 100 pyg/ml fueron inoculados
con 100 pl de los cultivos anteriores y se incubaron por 2 horas con las mismas condiciones
ya descritas. La induccion de la expresion del intrén fue realizada con 10 pl de un stock de
IPTG a 100 mM, incubando los cultivos por dos horas a 30°C y 250 rpm de agitacion.
Posteriormente, 200 ul de los cultivos fueron utilizados como inéculo para sembrar 5 ml de
medio LB suplementado con 25 pg/ml de Kanamicina y fueron incubados a 37°C por 12
horas, con la finalidad de seleccionar las bacterias en las que el intrén se inserto en el gen
blanco. Se usd un asa de loop para tomar un inéculo de los cultivos y sembrarlos por

estrias en placas LB suplementadas con 25 pug/ml de Kanamicina e incubadas a 37° por 16
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horas. Para validar la insercién del intrén en la secuencia de ChaP.s se realizé un PCR de
colonias utilizando el cebador FF9 (Forward) de ChaP.s y el cebador EBS-universal
(Reverse) del intrén en un volumen total de 15 pl. 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% tefiidos 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 férmula se basé en los componentes del
agar sangre, pero se reemplazo la sangre de cordero por un lisado de sangre de trucha. El
crecimiento en este medio de cultivo fue relativamente bajo, llegando a una ODgg de 0,272 a

los 13 dias de incubacion (Figura 6).
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En el caso del cultivo en medio marino, la absorbancia a una ODg de 0,-260 se alcanzo a las
32 horas de crecimiento, pero en tiempos posteriores los valores de absorbancia
comenzaron a descender, terminando en 0,199 a las 44 horas de incubacién (Figura 7). Un
resultado similar se obtuvo en el crecimiento de P. salmonis en medio MC1, en el cual el
mayor valor de absorbancia se alcanzé a las 36 horas y fue de 0,4, para luego descender

llegando a 0,37 a las 44 horas de incubacion (Figura 7).
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Como 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 MC1 en los cuales se logré el mayor valor de
absorbancia a las 40 horas. MC1 fue el medio de cultivo en el que se obtuvo el mejor
resultado de crecimiento, asi como también es el medio con menor costo para la produccion
de biomasa de P. salmonis, por ese motivo fue seleccionado para el resto de las

experiencias realizadas en este trabajo.

7.2 GENES DE SECRECION/VIRULENCIA EN EL GENOMA DE P. SALMONIS

7.2.1 Genes del Sistema de Secrecion Tipo | (SSTI)

Mediante la estrategia basada en PCR con cebadores degenerados se buscaron los genes
estructurales hlyD (proteina de fusién de membrana) y hlyB (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 tamafio esperado (Figura 8). En este caso fue
necesario realizar un gradiente de temperatura para la obtenciéon un producto amplificado
unico, debido a que el uso de cebadores degenerados usualmente genera productos

inespecificos, determinando que 61°C es la mejor tempratura de annealing de los cebadores.

Figura 8: Gradiente de PCR para |Ia
amplificacion del gen HlyD del SSTI con
 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 la secuencia amplificada en el vector pCR2.1 TOPO TA, ésta
fue enviada a secuenciacion. Los resultados de la secuenciacion, por medio del del
algoritmo BLASTN (limitando el analisis bacterias) no mostraron homologia con genes del
SSTI. '
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Al realizar el analisis de |la secuencia con el algoritmo BLASTX, que traduce la secuencia de
ADN y la compara con otras secuencias de proteinas de la base de datos, se obtuvo como
resultado que la proteina putativa codificada en la secuencia de P. salmonis amplificada
contiene dominios conservados con proteinas de la familia HlyD (Figura 9). El principal
ejemplo de proteinas de esta familia es HIyD, la que forma parte del SSTI y forma un canal
periplasmatico entre el transpdrtador ABC o ATPasa (HlyB) y la proteina de membrana
externa (porina o TolC), 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: 157.48 E-value: 2.51e-46

P. salmonis
HlyD family 5c7

L

P. salmonis =
HlyD family 327

P. salmonis B
HlyD family 4:7

Figura 9: Resultado de BLASTX del alineamiento de secuencias para determinar dominios
conservados entre la proteina putativa HlyD de P. salmonis y una proteina de la Familia HlyD
Los asteriscos indican los aminoacidos implicados en el dominio conservado HIyD.

Al analizar los datos de identidad entregados por BLASTX se observé que la secuencia de
P. salmonis solamente tiene similitudes en su secuencia aminoacidica con otras proteinas
HIyD del SSTI de otros organismos, no encontrandose similitud o algun grado de homologia
con proteinas que no tuvieran relacién con el SSTI, como es el caso de la colicina que
también pertenece a la familia HlyD. En la Tabla 10, se muestran las proteinas que tuvieron
un mayor grado de homologia con la secuencia parcial de la 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. salmonis encontradas por BLASTX.

GenBank N° Organismo % ldentidad  Valor "e"
BAI75751.1 Azospirillum sp. B510 41 2,00E-32
CAM77161.1 Magnetospirillum gryphiswaldense MSR-1 43 9,00E-31
YP_001425441.1 Coxiella burnetii Dugway 38 2,00E+30
EAS66398.1 Vibrio angustum S14 44 3,00E+30

Una vez seleccionadas las secuencias de proteinas con mayor grado de similitud a la
proteina putativa HlyD de P. salmonis (Tabla 10), se realizé un alineamiento multiple de
secuencias con el programa ClustalW, que permitio comparar las 5 secuencias al mismo
tiempo. A diferencia del resultado que entregd BLASTX en que aparecen los resultados
individuales entre P. salmonis y cada proteina. Los resultados fueron procesados con el
software Jalview, con la finalidad de mostrar los grados de conservacion existente entre las

secuencias (Figura 10).
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Figura 10: Alineamiento multiple de la secuencia aminoacidica de HlyD de P. salmonis predicha por
BLASTX con las secuencias de organismos con mayor similitud (Tabla 10)., Alineamiento realizado
por ClustalW y procesado por Jalview. La intensidad de los colores muestra el grado de conservacion

de los aminoacidos. Los colores indican aminoacidos de propiedades similares.

Cuando se amplifico el gen hlyB se obtuvo como resultado muchos fragmentos inespecificos,
incluso después de haber hecho una gradiente de temperatura para determinar la
temperatura 6ptima 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 la

secuenciacion no se encontraron homologias con el gen hlyB, tanto por BLASTX como por
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BLASTN. Adicionalmente, se diseid un nuevo set de cebadores degenerados para amplificar

esta secuencia, pero nuevamente los resultados fueron negativos.

MK 1 2 3 4

Figura 11: Gradiente de PCR para la amplificacion
del gen hlyB del SSTI con cebadores degenerados.
Gel agarosa al 1%. MK: Marcador de ADN de 100
pb. 1-5: ADN de P. salmonis amplificado a diferentes
temperaturas (59 a 62°C).

Después de analizar los resultados de la secuenciacién parcial del genoma de P. salmonis
en el servidor RAST se buscaron secuencias que tuvieran relacién con el SSTI. En el
contig00617 se encontro la presencia de una secuencia homologa al gen hlyD. Para
comprobar ese resultado, la secuencia fue analizada en el servidor SoftBerry con el software
FgenesB. FgenesB busca posibles ORFs en ese contig, entregando también |la secuencia de
la proteina putativa. El resultado de FgenesB entregd el mismo ORFs obtenido mediante
RAST en el contig00617, el que posteriormente fue analizado BLASTP para confirmar la
identidad de la proteina predicha, obteniéndose nuevamente un alto grado de homologia con
la proteina HIyD de otros organismos. Este hallazgo confirma la presencia de esta proteina
en el genoma de P. salmonis, corroborando el resultado obtenido anteriormente en la
secuenciacion del producto amplificado con los cebadores degenerados disefiados a

amplificar el gen hlyD.

De los resultados del RAST también se buscaron otras posibles proteinas relacionadas con
el aparato de secrecion del SSTI, encontrandose en el contigD0039 la secuencia de la
proteina TolC (proteina de membrana externa o porina). Este contig también fue analizado
con FgenesB y posteriormente con BLASTP para comprobar la identidad de la secuencia,
obteniéndose un alto grado de homologia con proteinas TolC del SSTI de diferentes

organismos (Tabla 11).
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Tabla 11: Mayores homologias de la proteina putativa TolC de P. salmonis obtenidas por el
analisis con BLASTP.

GenBank N° Organismo % ldentidad  Valor "e"
EEF79527.1 Methylophaga thiooxidans DMS010 38 1,00E-78
EAX32128.1 Coxiella burnetii MSU Goat Q177 35 8,00E-73
ABQ56510.1 Legionella pneumophila Corby 35 1,00E-70
EHQ51357 1 Ectothiorhodospira sp. PHS-1 34 2,00E-76

Una vez seleccionadas las cuatro mayores homologias en BLASTP, estas fueron sometidas
a un alineamiento multiple de secuencias con TolC de P. salmonis usando ClustalW, con el
fin de visualizar el grado de conservacion entre ellas. Los resultados fueron procesados con

Jalview (Figura 12).

TolC-M thioox QAWAENL IDVFELSLSSDPOLLAEAASRQAVGELDDQAT - - - - . - - AMFLPQVDLT.INTGK?WDASSQSFGGQIEYNDHGYILSLVQSI
TolC-E.PHS1 ITDLMEIYRTALERMOLRAAEIQFRIILEORPQIR ------- SVLLPQIEG- -SLGYAYTDTDR- - -GGNFDYRTSSFELSLNQ 73
TolC-C. burnetii LLYIE DLVOVYCQALASDPTFOKAHADWL SARQNLP | AMSGTGTPGSGLFPYVDITAGLDRTFQRI EAGSSSVSGYFNOHN?QVTVT 89
TolC-L pneoph HAFITDLHDIYOQALEN&TI FKEAYDTYMSSTEAIPQAR- - - - - - - AALYPOVGLGSOAGRNYQDAVAGAFSAHOYXGSYLMVKAS 81
TolC-F.sal QSLAVDLITAYQOALOKDPTLKAAAATYQAQOQLTPIAR. - - - - - . AGLLPQIVGTANTOGNRQSPSAP- - - - . ERYNSHGFSLTLTQ 138

ToIC-E.PHS1 TLYDHRNYVALRQADLGIAQATAVRDATRAGL ILRVAEA FGVLAIO“NLSF!R!EKEAIGRQLEDIERRFEUGLIAIIDVHEIQIOF 161
TolC-C.burneti PIFNYATWKA I SSASFSVKAATATY IEAAQDL I FRTAKA l‘DVLDIYDQI.QFTLIOKESFYHQLVTAQEKFKVGLIA]FGWDAQLS%WT
ToiC-L pneoph ALFNYQAWHQVJ\OAHASVHAIDQSFNDAAQNLlL%;IIAKA FDVLFIKBTLDFAEKKKRINKRQYDDATORFOVGLDAITSWEAKIA 169
TolC-P sai SIFSYSNWKTLAQSYPOVAGAAADYESAKQASL ILRVAQT LDILOAEhELKlAOANED!LAETLKDSOQRFNVGLVAIfﬁVOII’RISgRG

TolC-M.thioox PL){RRONFVOKEOAD!AIEGIDISYVAAED‘SLIV?SE FGVLG!EUDLTFALAEREAI AKQLEDTOORFDVG“ATIjﬂTIEAOIRF 168

thiogx DLANAAVIAAENALANANEQLRETSGKY INELTGLQSD - SPLVSPEPED | NOWSQT ALVONPSLMVAKSNVDSAAQT IELQKSGHYP - 254
7 PHS1 DLAVAEEIAALNRLDLAGEELMVITGQFHEALALLSER-MPLVSPEPGNMDOWVOTALEANLAL | ARRFGTEAAAEE | KRQRAGHYP - 247
TolC-C.burnetii DOAI AOEIQDRNNLDNQLENLRAI TGOEYRSLASLKKS - IPLVIPHPRNIDAWTAVAEROSFAIQSALYTMLAQRETVKETAAQRYPT 264
TolC-L pneoph DOSIATVIAARNNOINOSENLRKLTNHVYETLAPLKDSKIPLVKPEPNDVNOWIDTGLKONYKLYAAKYNLEVAKENVKA | SAGNWP - 256

TolC-M.

TolC-P.sal ESAIATRVOAENTVANNOQEALAEITGVIQKNI I PMRYD - IPLTKPMPNNI DNWVAAALKGNPALASARYDOQDAGNDAVGI AAGAFIP .- 312
TolC-M.thioox ---SLDLVA- - -OKNYASOSDG-NFSGSSK- - -THTEAIGLOFNLPIYAGGAVVSRTREAGYRL DQAMONEEQQR HSVTRQTRESFNG 332
ToIC-E.PHS1 - - -TLGLSASYTDRDFHNAPGGQAASNFLD- - -SRDTQVGIQLRVPVYTGGRTTSLTREARESFDAAREELELTERQTVRQARSAFLS 329

TolC-C burnetii LTGTFSYGAQ- -QRGFPPSLSGPPTTGEFLDTTTTTATAGLNLNFPVFOGGFVTHSTROQEEYNYLSASDOLNFTHRDVVRQTRQAYL G 350
--VFSLOSN- - ASOVHNNASG- - -NNVFIPSKQTQANIAI AMNFPVFOGGLVOAQTROAQYNFQSTSEKLEQTYRDVIVNSRIAFNT 336

-TLDGTATYTRAASNASAAG- - - - - - - - AQSSLAQSGOLSATWNLFOGGTDYATYKQASYTAKATASNYVNTERSTTTKTRQDFLS 389
ToIC-M thioox VMSGISRVOALKGAVVSNEKALESTQAGYEVGTRT TVDVLDARRNL FSARRDYARSR¥EDY ILNTLRLKQAAGIVTI E( val - - 418
ToIC-E.PHS1 VNAGISRVHILEQALESTRASFEAAE!GFEUGTRTAVDVLLELROVFRAERDYIEAR AYLLDTLRLEKQAAGTLSEDDLLAINTWAL - - 415
ToIC-C.burnetii VDSGISKIRADRQAI | SAQNKL EAIOIGYVUGTRI’MVDVL DAVTSLYQAQQOWATDR¥SYIINI I TLKQQAGTLCPHE Aolﬁm - 436

TolC-L pneoph 1TDGISKVKADRQTVISVONSLOSTEAQFEVGTRIMVDVVNAQQRL FEAQEQL ARDOYDL INSILTL LAGTI.NVNB!.EQI% - 422
ToiC-F.sal VlAG'GTVNIYKQAVISSESSLKSFQAGVAVG?ETI\INVLDAQKKLFDSRSSYAOOK YILIDTLNLKADTGSLAIDDLKK] QVU'?

Figura 12: Alineamiento multiple de la secuencia aminoacidica de TolC de P. salmonis predicha por
RAST y FgenesB con las secuencias de los organismos con mayor similitud encontrados en el
analisis de BLASTP (Tabla 11). Alineamiento realizado por ClustalW y procesado por Jalview, la

intensidad de los colores indican el grado de conservacion de los aminoécidos.
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Al continuar la busqueda de genes relacionados con el SSTI en los resultados de la
secuenciacion del genoma de P. salmonis se encontro que el contig00010 contenia otro gen
de alta relevancia y que se encuentra relacionado directamente el SSTI. Este nuevo
marcador corresponde a un efector o proteina de exportacion, la toxina a-hemolisina, que en
varios organismos cercanos filogenéticamente a P. salmonis es secretada pos el SSTI. El
contig00010 fue posteriormente analizado en Softberry, con el algoritmo FgenesB, para
corroborar la presencia de este ORF en |la secuencia. La secuencia aminoacidica entregada
por FgenesB, correspondiente al gen putativo de la a-hemolisina, fue analizada por BLASTP,
obteniendo como resultado que la proteina putativa contiene un dominio conservado llamado
BON, que se encuentra presente en proteinas de proteccién osmética, en algunas secretinas
y en las hemolisinas, que en general son proteinas bacterianas secretadas. La funcion de
ese dominio estaria implicada en la unién a las membranas fosfolipidicas. Adicionalmente, el
analisis de BLASTP entregé como resultado que la proteina de P. salmonis tiene un alto
grado de homologia a algunas a- hemolisinas y a otras proteinas relacionas con la union a

fosfolipidos (lipoproteinas) (Tabla 12).

Tabla 12: Mayores homologias de la proteina a-hemolisina de P. salmonis encontradas por
el analisis con BLASTP. Las mayores similitudes corresponden con otras a-hemolisina, como

también con ciertas proteinas de unién a fosfolipidos o lipoproteinas.

GenBank N° Organismo/Proteina % ldentidad Valor "e"
EGM68490.1 Shewanella 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
ABO88523.1 Aeromonas salmonicida (Lipoprotein) 32 1,00E-30

Se seleccionaron las proteinas, entregadas por BLASTP con mayor homologia a la a-
hemolisina de P. salmonis y cuyo valor e fuera superior a -30. Al igual que en los casos
anteriores, éstas fueron utilizadas en un alineamiento multiple de secuencias junto a la a-
hemolisina de P. salmonis para la determinacién del grado de conservacion entre éstas
(Figura 13).
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10 20 30 40 50 60 10 80
1 i | L | | 1
Hemo-Shewanella’1-177 Toemeeeee e MLLEGCAGAVMVG - - AVSCAMMANDERTVK TQLDBTNTDFK | TSALLEQEDLKKQ- - - - TNITGYSVNGNVEM! G870

Lipaprol-F balc/f-191 1 MNALP IRLLATLL IVTSLSGCAGY IMAG- - AVGGAVMYNDRRSF TTQFDBHGLDVAYT AALDEDDGLKNQ- - - - SRIRV | SMNRRVLLVGESS
Hemo-V. caribty1-186 1 - -MVITRTVTLLSCLFLLNGCAGLFVAG- - AATTVOVATOTRTTOE IWODNN IEFE | AG- | SNKPPFRGH- - - - SRIHANSFSGTYLL | 6882
Lipoprol-A saimonicda/{-192 1 -MKKQTLLLGLLAGTLLLOGCAAVVVGE- - AAGTAKASGORRTLGAGAOD |ELKAANLLADNKPLSTA- - - -SKISVYSNNGRVLLVGEs:
Hemo-P.sal/1-193 | ——— MALOGC IPAV | AVSAAASGAY VAHNRNSPSG IWNDVNLAYDARCOM | KKMPOLEGGRAYNY INF TAYNGALL I TGR75
100 10 120 130 140 150 160 170 160
Hemo-Shewanella/t-177 ?IAPNSMLRDKAIKVVQDLKLGGKIHNQIRIGNPTSFTTRSN' TTRVKGRMLNEKDLDVTR IV | T nsevr-u?mmﬁ:,mmmm] 161
Lipoprol-F. bale/1-191 86 VPNOMLKDRAVQ | ARANTDVAQYHDQLR | GNPVGF TTRSND r SRMFGONELDA | RIKV | TENGEVFLLGLVDPSEADLAVEVAR 176
Hemo-V. canbb/1-186 83 ADSEQLSED | EKNVRALKGVKK || |KOP | SFGQIS SLLTDSELNGINI DGEVFL IGXVTSKQAD | ASE AR 173
Lipoprol-A salmoniciga1-192 85 TPSDAYKLEAGKWARlDGWV&‘&ELRLGOPVNlevRs ADMLGAKNFDS AK! NGEVFL |GLVTROEGDOAVE | AR 175
Hemo-F sal1-193 77 1 ANQTYKDQI TRI ALAVK - PRVVYNGLTLGAPONTSOA | OD! TRMVG - - KYDP TRVKVVIONG | VELLG | | TPFEAAAATQVAR 184
180 200
Hemo-Shewanela/1-177 162 NTAGYRKVVRVEEYVE - - -- - - - ... ... 77
Lipoprot-F balc/1-191 177 TTSGYRKV IKVFEYL - - - - - - oo oo - 191
Hemo-V.canbt/1-186 174 N | SGVKQV | KAFY - - - - - cessmsacaan 186
L}popro«‘-ﬂ‘salmonmdad-mWEHVSGVKR\H I Y R — 122
Hemo-P sa¥1-193 185 TTDGVRKVVEVFDY | KQOKLSPEEAKQQL 193

Figura 13: Alineamiento muiltiple de secuencias entre la proteina a-hemolisina de P. salmonis
predicha por RAST y FgenesB y las proteinas de mayor similitud encontrados por el analisis con
BLASTP (Tabla 11). Alineamiento realizado por ClustalWW y procesado por Jalview, los colores

muestran el grado de conservacion.

Se analizaron los contigs que contenian los genes de las proteinasTolC, HIyB y a-

hemolisina, pero la secuencia del gen hlyB, que codifica para el transportador ABC o

ATPasa (HlyB) del SSTI no fue encontrado. Posteriormente, se analizaron contigé de tamano

pequerio por BLASTX y FgenesB (inferiores a 600 pb), los que no habian sido reconocidos

por el servidor RAST, pero tampoco se encontré algun homélogo a dicho gen, concluyendo

que en estos contigs obtenidos hasta el momento de la secuenciacién parcial del genoma de

P. salmonis, no esta presente el gen hlyB.

Por consiguiente, a modo de resumen, como se observa en la 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 TolC (proteina de membrana

externa). El tercer gen corresponde al de una proteina efectora (a-hemolisina), la que es

secretada por este sistema.

T —e

Figura 14: Esquema general de la estructura del
SSTI. Resaltados en rojo (flecha y cuadros) estan
indicadas las proteinas codificadas por los genes
encontrados en el genoma de P. salmonis. En
azul se muestra |la proteina HlyB (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 Secrecion Tipo Il (SSTII)/Pili Tipo IV

Respecto a los genes del SSTII, se disefiaron cebadores degenerados para la amplificacion
de dos de sus genes estructurales. Uno de ellos fue para pulE, que codifica para la ATPasa,
y el otro pulD, que corresponde al gen que codifica para la proteina estructural del pili de

secrecion.

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 secuenciacion.

MK C- 1

Figura 15: PCR de la amplificacion del gen puié del
SSTII con cebadores degenerados. Gel agarosa al 1%.
MK: Marcador de ADN de 100 pb. C-: Blanco o control
negativo de PCR. 1y 2: ADN de P. salmonis

amplificado a diferentes temperaturas de “annealing”.

El analisis de la secuenciacion del producto amplificado y clonado fue finalmente calculado
en un tamano de 440 pb. En una primera instancia el programa BLASTX, arrojé como
resultado que la proteina putativa codificada en esa secuencia contenia un dominio
conservado con las proteinas de la familia PulE (SSTII), pero también contiene un dominio
conservado con la ATPasa (PilB) del Pili Tipo IV. EL Pili Tipo IV es una estructura
filamentosa de adhesion presente en muchas bacterias patogenas y qué también participa
en la movilidad independiente de flagelo que se da sobre superficies sélidas y cuyos genes
estructurales comparten alta homologia con los genes del SSTII (Flores-Herrera, 2003). Al
analizar los resultados de similitudes de secuencias entregados por BLASTX se comprobo
que la secuencia comparte una alta homologia con proteinas de la familia PilB, a pesar que

los valores “e” obtenidos de los analisis fueron relativamente altos (Tabla 13).
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Tabla 13: Mayores homologias encontradas por el analisis con BLASTX a la secuencia

amplificada con cebadores degenerados dirigidos al gen pulE (SSTIl). Los mayores

porcentajes de similitud corresponden a la proteina PilB (Pili Tipo IV).

GenBank N° OfganismoIProteina % ldentidad  Valor "e"
ACEB83223.1  Cellvibrio japonicus Ueda107 (PilB) 30 . 3,00E-17
ACV26126.1  Kangiella koreensis DSM 16069 (PilB) 27 2,00E-16
BAC95543.1  Vibrio vulnificus (PilB) 28 5,00E-15
AANS3499.1  Shewanella oneidensis MR-1 (PIIB) 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 conservacion

entre las secuencias (Figura 16). Se puede observar que el grado de conservacion no es

muy alto y ademas la secuencia de P. salmonis contiene un gap de al menos 15

aminoacidos con respecto a las otras secuencias analizadas.

PilB-K-koreen
PilB-S.oneid
PilB-C.Japon
PilB-V.vuinif

PiiB-P.sal

PiiB-K-koreen
PliB-S.oneid
PilB-C.Japon
PiIB-V . vuinif
PilB-P.sai

PiiB-K-koreen
PilB-5.oneid
PiiB-C.Japon
PilB-V.vuinif
PiiB-P.sal

FGYPYFDLSS|IAFENIPKDVIDLKLMQAHRAVPLYKRGTRLFVAVSDATNLKSLEE
----- LDLAEFDVSAIPEEFLNKKLI EKHRCLPLFKRGNRLYIATSDPTNIAALEE
FGTPVFD?LGALNKDT | POKLVDEKLIRKHQTLPLSRRGNRLFLAVADPTDLHALDE
FGLPRTD.;LNQYDYQELCNQLGLRELITR QALPLOQKSNAGLILAVADPTNIQAEDD
LGLTELDLNQINTHTIDLGPVPVHWVRKHRLLPFYYKNSKHLIAISQYQDLTVLKS

IRFQTGCSVEAVLVEPNKLESVVGKL I EEKEN-ETLSDFDDSDLDNIDLDAVDPEA
FQFSAGLHAEAILVEEDKLAKALEKVLEEDITGLDLSGMDEAALAGIEITDTDKRN
IKFNTGINTEAVLVEADKLKST | EKYLSSQEEPLSLGDGLDSDLEDLDVETIDTNA
FRFATGVQVEIVLADCQELQAAIRRLYGKSIKQSQGSGLKEIHAQDELANLVEVSDD
LTLLTGHYFHPVLCETDALQSAVQHLLQQEKLKTKLTTAKNS - -« - -« -

EQEMDDKAAGEDAPVVKFVKQML | SAIRKGASDL RFRIDGILH- -
EETTGE--SSDDAPIVIYINKILTDAIRKGAS| FRIDGIL---
S-TGDESTEADEAPIVKYINKVLLDAIKGGS FRTDGVL - - -
EVESIEDLSQDESPVSRFINQILLDAVRKGAS LRCDGILVE -
-------------- VSQHINQLILHAIEQRASDIH RLRIDGKLLHS

56
51

63

111
107
112
120
105

165
158
164
175
147

Figura 16: Alineamiento multiple de secuencias entre la secuencia de proteina putativa PilB de P.

salmonis predicha por BLASTX y las proteinas de mayor similitud encontrados en el andlisis

realizado con el mismo programa (Tabla 13). Alineamiento realizado por ClustalW y procesado

por Jalview, la intensidad de los colores indican el grado de conservacion entre los aminoacidos.
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Respecto a la amplificacion del gen pulD, no se obtuvo producto de amplificacion con los set
de cebadores degenerados disefiados. Por tal motivo, se efectué una busqueda de genes

del SSTII en los resultados obtenidos del analisis con RAST del genoma de P. salmonis.

En diferentes contigs se encontraron dos genes estructurales del Pili Tipo IV, que tiene un
alto grado de conservacion con el SSTII. En el contig0879 RAST hizo |a prediccion de varios
genes metabolicos y al final de la secuencia se detecto la presencia del gen pi/Q truncado
(proteina de membrana externa) debido lo fragmentado de la la secuenciaciéon del genoma.
Los resultados por FgenesB, generé los mismos ORF putativos en la secuencia, se
selecciono el ORF final, se analizé por BLASTX y la secuencia aminoacidica predicha fue
evaluada por BLASTP. La secuencia tiene un alto grado de similitud con el gen pilQ, tal
como habia sido predicho por RAST (tabla 14), ademas de presentar dominios conservados
con proteinas de la 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 la proteina putativa PilQ de P. salmonis, los

resultados fueron procesados con Jalview (Figura 17).

Tabla 14. Mayores homologias encontradas por el andlisis con BLASTX y BLASTP a la
secuencia pilQ (Pili Tipo V) predicha pos RAST y FgenesB.

GenBank N° Organismo/Proteina % ldentidad Valor "e"
ADE16899.1  Nitrosococcus halophilus Nc4 (PilQ) 46 4E-108
ABES53556.1  Shewanella denitrificans OS217 (pilQ) 44 4E-100
AAZ25362.1 Colwellia psychrerythraea (PilQ) 43 1E-99
ABQ56281.1  Legionella pneumophila cepa Corby (PilQ) 43 3E-97
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PiiQ-S dentrif
PIQ-C psych
Pi¥2-L pneumoph
PiQ-N_halop
PiiQ-P.salm

PilQ-S.denitrif
PiKX-C psych
PilG-L pneumoph
PiiCQ-N hatop
PikQ-P.saim

FiiQ-S.dengrif
PilQ-C psych
PIIG-L pneumoph
PilQ-N halop
PilQ-P.saim

PikG-S.denrif
PiGQ-C psych
PilQ-L pneumoph
PIIG-N.halop
PilQ-P.saim

PiiQ-S.denirif
PilQ-C psych
Pik3-L pneumoph
PilG-N.halop
PilQ-P.saim

Figura 17: Alineamiento multiple de secuencias entre la secuencia de proteina putativa PilQ de

LVTSDTVEGN I TLRLODVPWOQALDL | LOAKGLDKRIEGNILMVAPSEELAIRESODLKNKQEVKEL APLYSEFLOI NYAKA
LIISDTVIGNITLRLDGVPWDQALS] I LKVKGLDKRMQGN | LMVAPSDELAAREAQSLOAKQOVEELATLYSEYLOINYAKA
MVVSDKVQGD I TLRLND | PAWDOALDI ILTTOGLDKRRKGNVML | DTKASMDKMEEEQLKSQQT | EKLEPIRSDL1Q1NYAKA
LVASDTVOGNVTLRLKNVPWDQALD I | LKTKGLDMRRTGDVILVAPAAE | ADRERLELEARKOMEEL APLHSEF | QVNFAKA
MVINDDVOGTMSLHLKKVIWOQALNVILMAEDLTENROGNIL I | KKKGL I LKKANNKLNKRK - - - - - - - MESL FVNVHYGRA

IDIAELLKSEDSSLLST RGSVAVDD_TNTLI.VKDZTADI IDNIHRLIEVLDIPIKQVL IES?\!TVKDDVSEDLGIMI?DQ
AEFSELIKNEDTSILSDRGSVSVDER UTLIJRIITAKSIED!KRHIIII.D‘VPVRQWIEA TVKDNMNEEL G| RWGVTNT
ADIAVL IKDKONSLLSDRGKISVDARTNT IWIODTGTKIEEVREL | KOLD I PVKQVL | EARIVEVTKDFSQDIGIRWGVSRP
SDLAAL IQAEENTLLSPRGHVILDE HTLLW&TADRLADLRKLVARLUIPVRQV!.IES;:IINSDFSKN.GIRT—GLSKR

EKIAMILKEGSGKI ISTOGIVSFDORTNVLL IHDY IDRIKI | KKMI KALDRPVPQVMIEARIVI ANRSFEKDLGVKEGISGG
aQ6T------ KGTSGSLTGSONIAN- - - - - - - .. GVVPSIDDRLNVNLPAAASNHTS - - I.IFHVAKLADGT!LI]L SALE
DGE - - - - - - FATSGSIEGASSANGTRGVTTPGVGAOVPT IGDGLNVNLPVANAAGT - - - - - IIFO-U.IRLANGTILDL SALE
--------- THLSGTLEGANELARG - - - - -IAPANVVPLERRLMBLAAAPLIGATPA SVGIALAKLNDNILLDLELSALE
EDTGGAFDEVVTSGSLNGTTQIIN- - - - - - - .. RETLELODRMNVNLPVTRODAAR - lthL?KLPLGNLlEL%SALQ
GST.--.... VATAGSISGTNAIRQ- - ------- GESPGIAERLHVSLPFHADSAATGLGRFALAVAKLPGNLLLDL OALE

QENKGEI I ASPRITTSNOKAAY | EQGVEIPYVOSTSSGATSVT FKK. [
KENKGEVIASPRITTANQKEAY | EQGVE IPYQEAASSGATATOFKKAVLSLTVIPHITPODKI ILDLVVTQDT IS - - - - - - -
SEGRAEL I SSPRL | TTNOOAAVIESGEEIPYOEATSSGATAVAFKKAVLSLKVTPOITPDGKILMDLOINGDTPS - - - . - -
Ascncﬁwsunwrsuauuumcrs;lnmunrsseusvsr VLSLKVVPQITPDDRI IMDLTVNKDSVG - - - - - - -
SEGEAEVISTPKLLTAHDQEAF IEQGEEIPYLESTSSGAASVSFKKAVLGLTVTPHITPDOHI ILT IRLSKDSRSALSAGDG

VDTPTGPAVAIDTOR| GTQVLVDNGET | VLGGI¥QONL | SRVSKVP ILGDIPYVGFLFRNT TDKNERQELL I EVIPKIVT -
-DITSGFAPAIDIORI GTOVLVNNGET IVLGGIYQOA I I STVSKIPILGDIPYLGWL FRNSSOLNEKKELL 1 FVT RIVTEH
-PQTFLGVPAL | TKE IQTNVLVNNGQT I VL GG I ¥KODKNKVINRIPFFGELPVVGILFSNRQITLKNEELLIFITPRIIT - -
- -QVFNGVPSIDTREVATQVLVDNGOTVVL GG I ¥EQEQNRASRRVPFLGDLPYVGT L FRDKSEVNNKDELL | FVIPKI | -
GSSANVLPPAIDIRVIKIQALVKDGET I VLGG I YEQEKQRVVRRVPFLADLPGIGW. FOSRSQSTLNKELL | EVIPKIMSAY

salmonis predicha por RAST y FgenesB y las proteinas de mayor similitud encontradas en

P

el

analisis con BLASTX y BLASTP (Tabla 14). Alineamiento realizado por ClustalW y procesado por

Jalview, la intensidad de los los colores indican el grado de conservacion de los aminoacidos.

Al continuar |la busqueda se encontré que en el contigd0029, RAST realiz6 la prediccién de

un ORF que tenia alto grado de similitud con el gen fimT, que codifica para una proteina de

anclaje del Pili Tipo IV. El contig fue analizado por FgenesB, para luego corroborar los

resultados de RAST con BLASTP, encontrando que la proteina putativa codificada en el ORF

tiene cierto grado de similitud con la proteina FimT (Tabla 15), ademas de contener un

dominio conservado que esta presente en proteinas de la familia GspH del SSTII, al cual

pertenece FimT.

Tabla 15: Mayores homologias encontradas por el analisis con BLASTP a la proteina
putativa FimT (Pili Tipo IV) predicha pos RAST y FgenesB.

GenBank N° Organismo/Proteina % ldentidad Valor "e"
AEP31126.1  Glaciecola nitratireducens FR1064 (FimT) 29 8E-32
EHY76878.1  Pseudomonas stutzeri (FimT) 29 1E-31
ABZ75711.1  Shewanella halifaxensis (FimT) a1 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. salmonis
fueron utilizadas para realizar un alineamiento multiple de secuencias, con la finalidad de
determinar el grado de conservacion entre éstas (Figura 18). Se observo que en el extremo
amino de la proteina el grado de conservacién es mayor, ya sea por la presencia de
aminodacidos idénticos u homologos (misma carga, por tanto, no altera la funcion del sitio

activo).

FimT-P.sal SLQGFSLI&VLIVLTLLSSLILLSLPTLFHLKEQQIHQQAASQLEQLIKLGTEQALH
FimT-Paurug SQRAFTLTELLFALALLGILGSLALPGMAAWLDGNRERSVLHELSASIQLGRTHAVS6

FimT-P.stt ---GYTLFELLIALAVFSILMGIAIPAVSAWQERQQLQSLQAGLFHMTSKA YLAMS3
FimT-S. halif ---GFTLIELMVTLVVATILIV[AVPSLSQFYEAQRAKSAIRVIQQTLQYA NSAI 53
FimT-G.nitrat —--GTTLIELMVVIGILAIVGTLGVPSFLSIITKARITSETNOLNSLIRFT FTAI 53

FimT-P.sal YQANTVTLCPTANQTHCHTNWQLPLMLFLDQNQNNQRDHEEPMITTFTLPHS I QLT 127
FimT-Pauug AYQRPVTLCPSTDGRHCGSDWGEGWLLAEDGG - - - - - - - - ERLLVGRALAKKERLR 104
FimT-P.stut TSHNRVTLCPLTQQGLCQQSWSGSISSFT INGNRRLDAGEDILGTLYLPDSISLY 109
FimT-Shaif SFGVRVTVCP | ASDS -CSKDWRLGLTVFTE DSGDKNQ I DDTDKILLQTSPFNPQD IV 108
FimT-G.nitrat DQQQTAVLCPADNYSQCSEDWNAPKIVFlESNYNNEREPLEPLLMSMPKSTANNQl1%

FimT-P.sal WN---RGNHLSFYGASGIAASNGTLSFCT--PQLSRQ--FILNRQéRLRQTTQPCT1E

FimT-Pauug WN- - -RSNHLRFLPSGQLNIHNGRFLLCGR-HTVAWQ - -L | LNRQGRLRTAS - - - - 150
FimT-P.stt WRGMMPNNS IHFSSQGVTFVSNGTMSLCPA -RAGARTGAMV I TRQGRIRVSSD - - - 161
FimT-Shalf  SYN---RTSVRFHSDGLASGSNGTLRYCPSSATSPYSKAVIVNQAGRVR- - - - - - - 154
FimT-G.ntrat ¥S - - -RNKT IKFYESG-VTASPASLRICPASQEANYARLLTVSLQGKIK----- - - 154

Figura 18: Alineamiento multiple de secuencias entre la secuencia de proteina putativa FimT de P.
salmonis predicha por RAST y FgenesB y las proteinas de mayor similitud encontradas en el analisis
con BLASTP (Tabla 15). Alineamiento realizado por ClustalWy procesado por Jalview, la intensidad

de los colores muestran el grado de conservacion de los aminoacidos.

En resumen, como se observa en la figura 19 se ha detectado en el genoma de P. salmonis
la presencia de genes estructurales del Pili Tipo IV, el cual comparte homologia estructural y
de secuencia de sus partes con el SSTII, pero no se encontraron secuencias relacionadas
con el SSTII. '

Figura 19: Esquema general de Ila
estructura del Pili Tipo IV. Resaltados en
circulo rojo estan indicadas las proteinas
codificadas por los genes encontrados en el
genoma de P. salmonis (PilB, FimT y PilQ).

Cabe mencionar que las proteinas externas

del pili son exportadas al periplasma por la
maquinaria Sec, para que el resto de las

proteinas del pili funcionen como un SSTII.

PilE, PilV, Pilw, PiIX, FimU
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7.2.3 Genes del Sistema de Secrecion Tipo lll (SSTII)/Genes Flagelares

Para la obtencion de genes relacionados con el SSTIIl en el genoma de P. salmonis, se
utilizaron 3 estrategias diferentes. La primera y la segunda, al igual que para los demas
sistemas de secrecion, fueron basadas en el disefio de cebadores degenerados para PCR y
secuenciacion parcial del genoma de |a bacteria. La tercera fue la busqueda de los genes del
SSTIII en el plasmido criptico de P. salmonis, realizando la secuenciacion de éste. Los

resultados obtenidos con las tres estrategias utilizadas se detallan a continuacion.

A) Cebadores degenerados/secuenciacion del genoma de P. salmonis

Se disefiaron cebadores degenerados dirigidos a amplificar el gen de la ATPasa LcrD, el

moénomero de la aguja de secrecion MixA y los efectores IpaB, IpaC e IpaD.

Utilizando los cebadores dirigidos a amplificar el gen de la ATPasa del sistema, se obtuvo un

producto amplificado cercano a los 200 pb (Figura 20), sin existir amplificaciones

inespecificas.

Figura 20: Gradiente de PCR para la amplificacion del
gen lerD (ATPasa) del SSTII . 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 secuenciacion. Los resultados de la secuenciacion fueron analizados
por BLASTN (nucleétidos) y BLASTX, obteniéndose que el producto amplificado comparte
alta homologia con el gen flhA, que codifica a una proteina implicada en la biosintesis del
flagelo (Tabla 16).
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Tabla 16: Mayores homologias encontradas por BLASTN al producto obtenido de la

amplificacion con cebadores dirigidos a amplificar el gen /erD del SSTIII.

GenBank N° Organismo/Gen % ldentidad  Valor "e"
CP000469.1  Shewanella sp. (flhA) 74 5E-32
CP002771.1 Marinomonas posidonica (flhA) 3 2E-29
CP003069.1 Vibrio cholerae O1 (flhA) 73 2E-21
CR378665.1 Photobacterium profundum SS9 (flhA) 72 6E-22

Las secuencias nucleotidicas con mayor grado de similitud al gen putativo flhA de P.
salmonis obtenidas por BLASTN fueron seleccionadas para realizar un alineamiento multiple
de secuencias con ClustalW (Figura 21-A). Del andlisis con BLASTX se obtuvo que la region
amplificada esta contenina en la region inicial de flhA, especificamente entre los primeros
150 aminoacidos de la proteina. Las secuencias aminoacidicas obtenidas por el andlisis

fueron también seleccionadas para un alineamiento multiple con ClustalW (Figura 21-B).

flhA=-V.chol/1-131
A irA-Ppoiw-125

fihA-M.posid/1-179

r’an P. aab’f T"u

flhA~-V.chol1-131 G CGGCGTTTCCAACGGTACTGCTGATCGCGACCTTECTACGCTTGGCACTGMCGTTGC A
flnA-P-prof/1-125  TGCTGCATTTCCAACTGTATTGTTAATTGCCACTTTATTIGCGATTAG CCCTTAACGJ‘TGC 65
finA-M posid’1-179  EGCEGT AffﬁTCCGACCGIlITAII,GGHT CCACCCTGATG CGATTGG CITIGAATGICGC 119
flhA-P.sal1-179 TG CCGTTTTTCCMCGATTT‘TATTAGTAGCGACTTTATTACGGTTGGCCTTGAATGTCGC 119
fIhA-Shevianelia/1-179 G CRG CGTTTCCAACTGTTTTACTAGTTGCAACACTG CTACGACTCGCACTTAACGTGGC 119

fiAn-V.choi'1-131  GTCAACGCGAGT CGTTITTGCTGTACGGTCATGAAGGT CCAGGTGCGGCGGGTAACGTTAT 131
flhA-P-prof/1-125  CTCGACT CGAGTTG ACTCTATGGCCATGAAGGCCCTGATGCGGCAGGGCAAGTGAT 125
finA-M posid/1-179  GTCTACTCGAGTTG GTTGCTAAATGGTCATGAAGGCGG‘FGATGCGGCTGGAAAGG GAT 179
finA-P. sa¥1-170 ATCGACGCGAGTGGTTTTGCTTGAAGGTGATACAGGCCCTGATGCCGCAGGTAAGGT AE 179
fIhA-Shevanella'1-179 ATCGAC CCGAGTGGTGTTACT CGAAGGT CACAATGGTGGTGATGCCGCGGGTAAGGTGAT 179

B FlhA-P salmonis/1-49 1 IYAGKPLQFAVFFT | l.LVATl.l. lAL!VASTH\’VLLEGDIGPﬁ‘:AGKVI 49
FlhA-Shevanelia. denitrficans/1-49 1 | YSNRPLDFAAFPTVLL | AT’LL LALHVA,§3[ VVLLEGHNGGDAAGKYI 49
FlhA-Nitrosomanas/1-49 1LYTKNPLDFAVEPTI |.|.|TTL|. LSLHlASﬁ VLLEGHTGPWGKU‘I 49
FlhA-Burknholderia. sp/1-49 1 MYTMKPLD FAAFPSVLI.FSTLL LSLHVAST VVLLEGHTGPE:AGOV! 49
FlhA-Bordetella petrii'1-49 1MFTRK PLEFAAFPAVLLFATL Lgl. SLHVAST& VLLHGHTGPDAAGKVI 49

Figura 21: Alineamiento multiple de secuencias entre la secuencia FIhA de P. salmonis,
amplificada con los cebadores degenerados para lcrD y las secuencias de mayor similitud
encontradas en el analisis 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, la intensidad de los colores indican el grado

de conservacion de los aminoacidos 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 la biosintesis flagelar, flhA, que se encuentra altamente
conservado entre los diferentes organismos que fueron comparados. En todos los analisis
realizados la mayor homologia de la secuencia de P. salmonis fue con flhA, sin encontrar
similitud con /crD (ATPasa SSTIII).

En las amplificaciones realizadas con los cebadores degenerados disefiados contra los
genes mixA, ipaB, ipaC e ipaD del SSTIII no se obtuvieron productos amplificados, por lo que
continuo la busqueda de genes de este sistema en los resultados de la secuenciacion parcial
del genoma de P. salmonis. Al realizar este analisis no se encontrd la presencia de genes
homaélogos al SSTIII, pero si se corroboré el hallazgo anterior, ya que RAST hizo la
prediccién de genes flagelares en diferentes contigs, incluido al gen flhA. 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
realizé un nuevo un analisis de ORFs, arrojando la misma prediccién antes obtenida con
RAST y FgenesB (Softberry). Los resultados fueron procesados y esquematizados con CLC-

Workbench para ilustrar la organizacion de los operones flagelares de P. salmonis.

El contig00127 es de 3700 pb de longitud y de acuerdo a los analisis contiene dos ORFs
putativos. El primero corresponde al gen flhA (componente de la maquinaria de exportacién
flagelar). El segundo ORF corresponde a fihf, gen implicado en la regulacion de los genes

tipo Ili de la cascada de expresion de genes flagelares (Figura 22).

Contig00127 i g K 0 [ N i
FIhA FIhF

Figura 22: Esquema de la organizacion del contig00127 que contiene a los genes flhA (2030 pb) y
flhF (1100 pb), ambos codificantes de proteinas reguladoras para la expresion de otros genes de la
cascada de genes flagelares. Las flechas indican la orientacion de los genes dentro del contig. Los

numeros indican a los nucleétidos 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, flil (ATPasa), fliH (proteina de ensamblaje H), fliG (proteina motora G)
y fliF (Proteina del anillo M), se encuentran formando un operon, al igual que en otros
organismos como V. cholerae. Cabe mencionar que los ORFs de los genes putativos fliH y
fliF aparecen divididos en dos, debido que en la secuencia aparece un codon de término
(TAA) que los trunca, probablemente a un error en la secuenciacion, puesto que cuando
termina una parte de cada gen, continia inmediatamente la otra sin haber espacio

intergénico o insercién (Figura 23).

1.000 2.000 3.000 4.000 5000 6.000

FliJ Flil FliH FliH FIiG FIiF FliF
=R ) <:< BB
<

Contig00060

H

Figura 23: Esquema de la organizacion del contig00060 que contiene a los genes fliJ, flil, fliH, fliG y
fliF, que codifican para proteinas estructurales del sistema flagelar. Las flechas indican la
orientacion de los genes dentro del contig (orientacion negativa). Los numeros indican a los
nucledtidos en el contig. La figura fue procesada con CLC-Workbench.

Al continuar el analisis de los contigs obtenidos por la secuenciacion parcial del genoma de
P. salmonis, se encontré que en el contig00009 (11234 pb), RAST realizé la prediccion de 11
ORFs que codifican para diferentes proteinas relacionadas con el aparato estructural del
sistema flagelar, especificamente las proteinas FIgB-K. El contig fue nuevamente analizado
por FgenesB y CLC-Workbench, obteniendo los mismos ORFs antes predichos. Al hacer un
analisis en BLASTP de las proteinas 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 corresponderian a los genes figB, flgC, flgD, figE, figF, figG,
flgH, figl, flgJ y figK (Figura 24). El gen figl esta truncado por un codén de término, similar a

fliH y fliF (Figura 23), haciendo suponer que corresponde a un error en la secuenciacion.
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Figura 24: Esquema de la organizacion del contig00009 que contiene a los genes flgB-K, que

cadifican para proteinas estructurales del sistema flagelar. Las flechas indican la orientacién de los
genes dentro del contig. La organizacion es similar a otros organismos como V. cholerae. Los

numeros indican a los nucleétidos en el contig. La figura fue procesada con CLC-Workbench.

El contig00387, al ser analizado por RAST, FgenesB y CLC-workbench mostré contener dos
ORFs putativos, que corresponden a los genes fleN (regulador de la sintesis flagelar) y fliA
(factor Sigma-28) (Figura 25). Estos genes son importantes en la regulacién de la expresion
de la maquinaria flagelar y estan al inicio de la cascada de expresion. Adicionalmente, se
puede ver que estos genes en P. salmonis estan sobrelapados, en donde los ultimos 4

nucleotidos de fleN son los iniciales de fliA.

500 1.000
I l

FleN FliA (Sigma-28)

D

Contig00381

Figura 25: Esquema de la organizacion del contig00381, que contiene a los genes reguladores de la
expresion de la maquinaria flagelar fleN y fliA. Las flechas indican la orientacion de los genes dentro del
contig. Se observa un sobrelapamiento de los genes. Los numeros indican a los nucleétidos en el contig.

La figura fue procesada con CLC-Workbench.

Finalmente, el analisis entregado por RAST de las secuencias del genoma de P. salmonis
permitié dilucidar otro par de genes flagelares, motA y motB, que codifican para las proteinas
motoras de rotacion flagelar MotA y MotB, respectivamente. El contigD0095 que las contiene
también tiene otras enzimas no relacionadas con la biosintesis flagelar y una proteina
hipotética, sin dominios conservados encontrados (Figura 26). Los resultados obtenidos por
RAST fueron también comprobados con FgenesB/BLASTP y CLC-Workbench.
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Figura 26: Esquema de la organizacion del contig00095 que presenta los genes de las proteinas
motoras de rotacion flagelar MotA y MotB. Las flechas indican la orientacién de los genes dentro

Contig00095

del contig. Los nimeros indican a los nucleétidos 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 analisis realizados, no permitieron obtener como resultado a

genes relacionados con el SSTIII, por lo tanto, se inicid la busqueda de éstos en el plasmido

criptico de la bacteria.

B) Busqueda de genes del SSTIll en el plasmido de P. salmonis

Debido a que no encontraron genes del SSTIII en el cromosoma de la bacteria, se realizo
una busqueda de éstos en el plasmido, ya que se ha descrito que este sistema puede estar

codificado en el cromosoma o bién en plasmidos de virulencia.

Para ello, el plasmido fue purificado desde la bacteria utilizando un kit de midiprep, con la

finalidad de obtener una concentracion elevada de éste. Los resultados fueron visualizados

en geles de agarosa al 1% (Figura 27).

MK 1 2

Figura 27: Purificacion del plasmido de P.
salmonis. Gel agarosa al 1% MK: Marcador
de ADN de 1 Kb. 1: Plasmido P. salmonis

(pP.sal). 2: ADN cromosomal de P. salmonis.
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Una vez obtenido el ADN plasmidial de P. salmonis, éste fue sometido a una purificacién por
una gradiente discontinua de CsCl/Bromuro de Etidio, con la finalidad de eliminar toda

contaminacion posible con ADN cromosomal (Figura 28).

Figura 28: Gradiente discontinua de
CsCl/Bromuro de Etidio visualizada
bajo luz UV.

Se puede observar claramente la

Cromosoma
Plasmido

separacion entre el cromosoma (banda
superior) y el plasmido de P. salmonis

(banda inferior).

Los resultados de la secuenciacion parcial del plasmido de P. salmonis fueron analizados en
primera instancia en el servidor Softberry, con el algoritmo FgenesB. Posteriormente, las
secuencias aminoacidicas predichas por FgenesB fueron sometidas a un analisis con
BLASTP con la 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 relacion
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 indicaria que P. salmonis no contiene el SSTIII, por lo que otro

sistema estaria siendo el responsable de la virulencia en la bacteria.
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7.2.4 Genes del Sistema de Secrecién Tipo IV (SSTIV)

Existen 3 tipos de SSTIV, de los cuales, SSTIV-A y IV-B estan implicados directamente en la
virulencia, ya que facilitan la secrecion de moléculas efectoras.

A) SSTIV-A (VirB/D4 homélogo)

Para el SSTIV-A se disefiaron cebadores degenerados que permitieran la amplificacion de
los genes virB11 (ATPasa), virD4 (ATPasa), virB2 (monémero del pili de secrecion) y virB5.
Al utilizar los cebadores disefiados para PCR no se obtuvo amplificacion para ninguno de
ellos, por ese motivo nuevos sets de cebadores fueron disefiados, pero los resultados fueron

de igual forma infructuosos (Figura 29).

Figura 29: Amplificacion de los
genes del virB11, virD4 y virB2
del SSTIV-A. Gel agarosa 1%.
MK: marcador ADN 100 pb. 1-
2: virB11; 3-4: virD4 5-6: virB2;
7-8: virB5; C-: Blanco

Como en todos los casos anteriores, los genes fueron buscados en las secuencias del
genoma de P. salmonis analizadas por el servidor RAST. No se encontraron secuencias
relacionadas con el SSTIV-A en el genoma de la bacteria, por lo cual, se podria sefialar que

no hay un homoélogo al sistema VirB/D en el genoma de P. salmonis.

B) SSTIV-B (Dot/lcm homoélogo)

Para el sistema Dot/lcm, igualmente se disefiaron cebadores degenerados dirigidos a
amplificar los genes dotB (ATPasa), icmK (proteina de membrana externa), /cmF (proteina

transmembrana) e icmS (proteina citoplasmatica).
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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

secuenciacion.

Figura 30: Amplificacion de los genes icmK y
dot8 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.

Figura 31: Amplificacion 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 analisis del producto
amplificado para dotB por BLASTN, demostro tener alto grado de homologia con el gen dotB
(Dot/lcm) de otros organismos filogenéticamente cercanos a P. salmonis. Ademas, el analisis
realizado por BLASTX demostro que la proteina putativa codificada por la secuencia

amplificada tiene alto grado de similitud con la proteina DotB (Tabla 17)."
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Tabla 17: Mayores homologias encontradas por BLASTX para el gen dotB del SSTIV-B.

GenBank N° Organismo/Proteina % ldentidad Valor "e"
EDP46591.1 Rickettsiella grylli (DotB) 69 2E-40
CBJ10695.1 Legionella longbeachae NSW150 (DotB) 69 5E-39
CP000890.1 Coxiella burnetii RSA (DotB) 68 5E-38
AEQ017354.1 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 Clustal\W, con

la finalidad de determinar el grado de conservacion (Figura 32).

118

DotB-L.pneumop AR G§G§STJLLAS I IRELI ET SBSNR *

DotB-L.long ATGSGKSTLLASI IRQLIEF E&SH 17
DotB-C. burnetii ATGSG%STLLAAI IRELAEA PB’SH : 17
DotB-P.sal ATGSG STLLASLVANSL&QVB*SHL. 48
DotB-R.gryli ATGSGKTTLLAAI IRDLAEKEDSHRK 116

Dot-Lpreumop  S@SEIPRHLPNFADGVRN
DotB-L longb SQSEIPRHLPSFADGVR

DotB-C. burnetis cassél PRHLNSFAAGVE
DotB-P.sal SQCEIPK LPSFAAGVRNA
DotB-R.gryil SQSEIPRHLPSFAAGVRN

KPRLIMVGECRI
PRLIMVGECRD
PHAILVGEA]
PGLILVGEA]

166
165
165
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Figura 32: Alineamiento multiple de secuencias entre la nueva proteina putativa DotB de P.
salmonis y las proteinas con mayor porcentaje de similitud encontradas en el analisis con

BLASTX (Tabla 17). Alineamiento realizado por ClustalW'y procesado por Jalview.

Para icmK, el resultado BLASTN mostré que la secuencia comparte alto grado de similitud
con el gen de la proteina IcmK del sistema Dot/lcm. El analisis con BLASTX también arrojé
que la proteina putativa codificada en la secuencia amplificada comparte similitudes con

lcmK (Tabla 18), lo que indica |a presencia de este gen en el genoma de P. salmonis.

Tabla 18: Mayores homologias encontradas por BLASTX al producto obtenido de la

amplificacion con cebadores dirigidos al gen icmK del SSTIV-B.

GenBank N° Organismo/Proteina % ldentidad  Valor “e”
EHL29524.1 Legionella drancourtii LLAP12 (IlcmK) 49 1E-30
AAS91991.1 Legionella pneumophila (lcmK) 49 3E-30
EDR35502.1 Coxiella burnetii 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 ClustalW (Figura 33), mostrando un alto grado de conservacion

entre la secuencia de P. salmonis y las otras proteinas lcmK.

JemK-L.drac VNLSPGSTPPVIRLAQGFVSSLVFLD
lemK-L pneumaf VNLSPGSTPPVIR D
lemK-C. burnetii VNLSPGATPPI IR
lemi-R gryili VQLEPGATPTVIRLAEGYVTTLAF
lemK-P.sal VGLKPGGVQP I VR

lemiK-L.drac

lemK-L pneumof ¥DLGDPSSFNIQWDKTSNT I".Ml‘iff 59

DLGDPGAF!\&I%DKTSNT IMIQ 59

lemK-C. burnetii DLGDPKSFNIQWNKKDNTLLVQ 59
lemK-R.gryli YDIGNPQAFNIQWDKKSNLLMIQ 59
lemi-P.sal ¥SLGDPAAFNVQWNQASGVLMV@ 59

Figura 33: Alineamiento muiltiple de secuencias entre |la proteina putativa
lcmK de P. salmonis y las proteinas con mayor porcentaje de similitud
encontradas en el analisis con BLASTX (Tabla 18). Alineamiento realizado

por ClustalWy 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 tenian relaciéon con genes

dot/icm.

Previo a la obtencion de la secuenciacion parcial del genoma de P. salmonis y con la
finalidad de obtener otros genes relacionados con el aparato de secrecion del sistema
Dot/lcm se realizé un LR-PCR, utilizando una combinacién de cebadores dirigidos a dotB,
ChaP.s e ITS (ver detalles en materiales y metodos). Se logré amplificar un producto cercano
a los 10 kb con los cebadores dofB/ITS (Figura 34-A). El producto fue digerido parcialmente
con la enzima Sau3Al y los fragmentos resultantes fueron subclonados en el vector

pBluescript SK+ para su secuenciacion (Figura 34-B).
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Figura 34: LR-PCR con cebadores
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 Sau3Al.

Posterior a la secuenciacion de los clones y analisis por BLASTX se obtuvo un fragmento de
410 pb que codifica para una proteina con alto grado de similitud con la proteina IcmE del
sistema Dot/lcm (Tabla 18).

Tabla 19: Mayores homologias encontradas por BLASTX al fragmento Sau3Al derivado del
LR-PCR (dotB/ITS). Las mayores similitudes fueron encontradas con la proteina IcmE del

sistema Dot/lcm.

GenBank N° Organismo/Proteina % ldentidad  Valor “e”
CAA75165.1 Legionella pneumophila (IcmE) 45 5E-33
CBJ13218.1 Legionella longbeachae D-4968 (IlcmE) 45 B6E-32
EDP45922 1 Rickettsiella grylli (IlcmE) 41 2E-30
EDR35505.1 Coxiella burnetii RSA (IlcmE) 36 1E-30

Una vez obtenida la identidad de |la secuencia proveniente de la digestion Sau3Al del LR-
PCR, se seleccionaron las 4 secuencias con mayor porcentaje de similitud para la realizacién
del alineamiento multiple de secuencias con ClustalW (Figura 35). Demostrando que existe
un alto grado de conservacion entre |la proteina putativa IcmE de P. salmonis con la de otros

organismos cercanos filogenéticamente.
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lemE-L pneumop DKMVITFNTMS IPGAEKTISISAYAIDPNTARTALSSRTNHHYLM 45
lcmE-L.longb NIGHVITFNTMSIPGAPKTI SISAYAIDPNT'ARTALSSKTNN LM 45
lemE-P.sal DHLVISFDHMSLPALDHSISIKAYAIHATTAQNALASDVDN LL 45
femE-R.grylli OGOKILLSFNTLTLPHLSKSVAINTVAIDENT*AR'I}ALSSDTHN 47
femE.C.burnetii -DKKVLLKFNLLNVPSFDHTFGINAVAIDPDTARTAIAKSVNSHYLL 46

femE-L pneumap

'GSLFASSFLQGFGHAFQSANTT ITIGGTGGGNNITVANG - VGRST
GSLFASSFLEGFGNAFQSANTTVT IGGTGTGNNVT I ANG - VGRST

91

femE-L longb 9"
lecmE-P.sal (GGLFASAFLOGFGNAFQSANTTITIGGTGGGNNITVANG - VGRST 91
lemE-R.grylli _)GTLFASAFLQGYGQSFLDYGN ..... NYSGAVVINPSNOQPIDLSP 89
lemE.C. burnetii RYGSLFASAFLSGLSQGI 1QSGS - - - - - - TEDCFFGICHRQYSKLNT 87

fcmE-L pneumop
fcmeE-L longb

LENAVIG - LATVGKAWSQOAOQLFRTPTTVEVYSGTGLGIl.FTQﬂV—
LENAVIA- LADVGKTWGOOAQVLFNTPPTVEVYSGTPVGVLFTQWVK

136
137

lemE-P.sal LENAVIG - LATVGKAWSQOAOQLFHTPTTVEVYSGTGLGILFTQI!V 136
lemE-R. grylii RORVFVG - LGOVGEQ¥ASAL RNVFHTPPTVKIYSGTPMG[I.FLSBI_ - 134
iemE.C. burnetii AQYIALG-MGNVGEQ¥ATVMGNNENRAPT I RVPGGTGIGLI.FMS_I‘_.I"[ 132

Figura 35: Alineamiento multiple de secuencias entre la proteina putativa lcmE
de P. salmonis y las proteinas con mayor porcentaje de similitud encontradas en
el analisis BLASTX (Tabla 19). Alineamiento realizado por ClustalW y procesado
por Jalview. La intensidad de los colores indica el grado de conservacion de los |

aminoacidos.

Una vez obtenidos los resultados de la secuenciacion parcial del genoma de la bacteria, se
realizo la busqueda de los genes del sistema Dot/lcm en el analisis efectuado por RAST. En
el contig00229 (2335 pb) RAST realiz6 la prediccion de un ORF relacionado con el sistema
Dot/lcm, especificamente el gen dotA, que codifica para la proteina la proteina globular de
membrana externa DotA. El contig fue sometido al analisis con FgenesB y posteriormente, a
BLASTX y BLASP, comprobando que el gen encontrado en ese contig tiene un porcentaje de
similitud a dotA (Tabla 20).

Tabla 20: Mayores homologias encontradas por BLASTX al gen putativo dotA predicho por

RAST. Las mayores similitudes fueron con la proteina DotA del sistema Dot/Icm.

GenBank N° Organismo/Proteina % ldentidad  Valor “e”
EHL29908.1 Legionella drancourtii LLAP12 (DotA) 33 1E-24
ABX79068.1 Coxiella burnetii RSA (DotA) 31 1E-24
AAP75479 1 Legionella pneumophila (DotA) 29 2E-22
EDP46828.1 Rickettsiella grylli (DotA) 2L 3E-20

Las secuencias con mayor porcentaje de similitud a DotA de P. salmonis fueron utilizadas
para un alineamiento multiple con el programa ClustalW, mostrando que el grado de

conservacion de éesta, 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).

DotA-L dran 1 -MSLAMPLLMAWVGVMVSIGFTTAYYIPILPYMIFTFGALGWLMSVI

DotA-L preumap (R MPLLMAWIGTMVSIGFVTAYYIPVLPYMIFTFGSFAWL | AVIE

DotA-C. bumetii 4 IKPLLMVVAVGLWG - - - - TGFVLAYYVPLYPYMLYTFGVIGWI I VVI|

DotA-R grylli 39 IGILGAAVALGGI SGVVSLGSLLSYYVPLIPFFLFTFGAI TWFAVVL

DotA-F. sai 1MSLAWLPIALVVLGSLFTAAISFVVMMPL | PYFLFWAGT | VWAL S I L

DotA-L dran 55 VALGVTHPEGHDAFGKGEAAIMILLNVFLEPSMMI 1 6Y T AAT ALSHVGYWILNSG 109
DotA-Lpreumop 51 VALGVTHPEGNEAFGKGEFAIMILVNVFLRPSLMI IGY 1 AAIALSYVGYWILNAG 105
DotA-C. bumetii 55 IAFGLTHPEGHDFLGEAKQGGMLLLGVFLRPVLMYVGL I AGMILS¥VALRIVVYT 109
DotA-R. gryii 94 VALGI THPEGHDFLGKAEQS IMLLASVFLRPMLMVFGLIFGI | LSMVAL SVFNRG 148
DotA-P. sal 56 VALALVYPEGHE ILGHGSPAIKIALNI IFRPVLMVIGVIAAMALTYVL ITYSAQG 110
DotA-L.dran 110 FD - TAIGFVOQ - - -GOGRSAANWASDLPSGS - -GGYSDWAG I YAFFFSILTH¥TTMY 158
DotA-L preumop 106 FD - HAI SY |QSDAGKDTSGKGWTGDYQSTALEGGYTGWAGVYAFFFSIL | ¥TSMY 159
DotA-C.bumeti 110 FSGLAVDLFANTPSSGPASGS | LMSNSMATAGSVTGAIVSLMVFPLVLI IFTMLV 164
DotA-R.gryll 149 FA-TAVOFLTEYN- - - - - - .. ... ... _. GDLLSI| IYOLAMMAI¥TAAI 180
DotA-P. sal 111 EHLVAPLILNNFS - - - - - oo ... ... ... ASGMVNGIVSCFLIFI¥ASFM 144
DotA-L dran 159 LVLVOKSFTLISVLPDKVLRWIGGNPESTGQESAGWAGDVQ - EGAATKTGDAQGA 212
DotA-Lpneumop 160 L1 IVOKAFTL IAHLPDKVL RWI GGSPESFGOETMOWGEEAKGYGAEKA I GDKLGA 214
DotA-C.bumetii 165 YVVTTQSFSLIFALPDNVMRWIGI PGORSEYDRMATQLESKV -GFASSTGRSGG . 217
DotA-R gryli 181 LAI VNRSFAMIYEVPNKVLRWIGGPOESGHEESMLQS | RGOHFNDAI TTGQQASK 235
DotA-P. sal 145 MMAF SKCESVIYL I PDKVFDWIGASAGHRAGAEEVQQLOGKA - GMGSQAGQSMGS 198

Figura 36: Alineamiento multiple de secuencias entre la proteina putativa DotA 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 aminoacidos esta representado por la intensidad de colores.

Adicionalmente, el andlisis realizado por RAST determind en tres contigs de tamafio no
superior a los 1500 pb la presencia de los genes dotB, icmK e lcmE, .lo que corroboré los
resultados anteriormente obtenidos con la estrategia de amplificacion con cebadores
degenerados y con LR-PCR, ademas 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 analisis con el algoritmo BLASTP, con la finalidad de
confirmar que las proteinas codificadas por esos ORFs tuevieran relacion con el sistema
Dot/lcm. Una vez comprobada la identidad de las tres proteinas éstas fueron alineadas con
proteinas con mayor porcentaje de identidad obtenidas del analisis con BLASTP (Figura 37).
Ademas, el analisis con BLASTP de la proteina DotB de P. salmonis revel6é ésta contiene
dominios conservados con proteinas de la 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 altamente conservados con
sus homologos en otros organismos, los que se encuentran sefialados con asteriscos en la
Figura 37-A. Por otro lado, se logré determinar que la proteina IcmE de P. salmonis contiene

dominios conservados con la proteina de conjugacion Trbl, similar a su homédloga en L.
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pnemumophila, la que contiene similitud de secuencias con la proteina Trbl codificada en al
plasmido RK2 IncP (Figura 37-C).

A [cpreumnhia MHLPDIIIIEAFAPOEGIVFITGATGQ 'ﬁLLASHF‘ELIET B8R LPNF 107
IC.bumetii LDLFAAIVDMAPQEGVVYVTGATG LLAA| [RELAEAPDSHREI L : NSF 107
\7 gyt LNLEPOL | DALAPSOG | VYVTGAT § ?LLAAIIRDLAE!E%:R | : 5 PSF107
P saimonis MDLDOGLYES LK vpoevvwscngss TLLASLIASFLKNPDSHLEILTYESP IEYTEDNYVDK LPSFa2
It pneumaphiia LHTSGVAETMF 1189
IC.burneti SGVAET | R189
R gryii SHGYSETL Q189
P saimonis NGYVDS A164
. pneumophiia LVFDEEVRD | LLEGDPNEVTSATRKLVROKGALMTADAKMEFEQG | | SES (0Q- - 268
lc. bumetii FLVFKEE IRDLLLDSDPEQ | TAAVRRLVAEHGOPMOVDVE ARFGGL ISERLYK | LSASQE- - - - - - 264
R gyl F FLVFDOTLRDHLLDAKLETMS ATTRRLLNDYGOPHSS 269
P saimonis LVPTITGTRTVIFEYLY | TDDIKDOLYRSTAENMTVALKDIL | KFGRPLYED 245

\ILoneumophiia MTRNLYPLHPEG VKLKOIYETSEYAKAATPGTPPKPTATSQF - YNLSPGSTPPVIRLSOQGFVSSLYFLDSTGAPWP | AABDLG 83
R.ar/lli MTOAMLPMSPEG‘H RLRALFNOTOAAAATTPGTPPRPT | SBQF - VOLEPGATP TV IRLAEGYVTTLAFLDSTGOPWPVENNDIG 148
IC.burnetii TIRNMMPLSPDQ!RTLH YLFDOSOOAARAAPGVPPKPTSASY |- VNLSPGATPP | IBLSSGFVTSLVFLDSSGAPWP | ARDLG 183

B L drancourtii MTHSLYPLSPEX 11 VOLROMOOTVE Y AKAS TPGTPPK PTATEOF - VNLSPGSTPPVIBLACGFVSSLVFLBS TGAPWP 15 AfDLG 139
P salmonis MK HNIJFPLSPE@[HUYI"DLYDVOP [KAEAAPAGSAPSESSSS | IPVGLKPGGVAP | VEILAKGM I TS lVHT OSGRVWP 1 SSESLG 84

|IL_drancourti DFGAFNIQ&DFTSNTiHIQALI Lty Gh MLAVRLRGLNTPVMLTL | PG@KAVOYRVDLEVOGYGPNAKNMPMEEG IPPSASELLL 263
L pneumophita DPoSFNIQMJVTSNTLMIﬁATPL Y GIN LAVF’LPGLNTPVHLTLIPGQKAV RVDLRVQGYGPNAKSMP TEEGIPPSANDLLL 167
\R.gr/Hi NPOAFNI KKSNLLMIQATSL II‘JG[JIJW\JLRHLETPWVTLISGQKAV RYDLR | FGNGPHAKALLGRN- LFORANPVLL 231
IC.burnetii DFPSFﬁ ) -IKI‘DNTLLVﬁ.ALSH FAGﬁU\VVLQGLDTPWLTLMPG@RA RVDLRVPGLGPNAN- - PDLDGLFATESPELL 265
|IP.saimonis DP AAFNVOANOASGYLMVAGLKDEGOANIGI LLKGLDVPVMLS LY LGAKIKWBYLD Y IRVOGYOSESE - - - AMALOTOHAP AMLI 165

L pneumophiia HVLEGVPPPGSPF‘LVVSGGDARAWLSNEI’MYVPTNLTI LSPGNL#SMTSA - DGTHAREMOQKSP VLLVSWHGK VMOLKVEGL - - 247
R.gr/lli NVLEGVPPPKNVALK VSGGLAQAWLMDHHLYLRTRLI,!LISP“«WI ASMSSF’ - DGMIKAXEMPITPL | LGFEDGQS | QLK IEGF - - 311
IC.burnetii NVLNGYPPSHSKPLT I TGGDCQGWL | KGHI FLRTRLIVLSPGWI STMRSA -DGTHARELQTTPVYLASQRGOLVKLMIEGL- - 345

\L.drancourtii HVLDGVPPPGSKRLAVSGGDARAWI DHDRM‘(VRTI‘ILIILSPGWLASHTSA - DGTHAFEMOKSPVLLVSWHGK VMOLKVEGL - - 363
LTATPSLLVSMNGYLRQVTVSDSWO 249

P.saimonis OLLNGIPPQGAKELSVDDGAVAYWS YOGKYLMLTAGTL ISP OWAGRASSTGPAVLN

c L pneumophila  QE | OOPTSDHLT%ATOLVOM QVET@QVYTEG- - TEETKTSGGESAVPGTGTGTGSNNAP VDAGAVS AQNQA | | BTGD MFAVLD S 98

|L longbeachae QK IAEI SNDMLIMNAANALLNEWKGVA TBSYSEGNHTEP:«V‘A\‘AATGAVASEGTTTOTTTT ————— VVSNNDVMMI GDVLFAVfD S 95
C.burneli ‘JEOQMQGOHSLQAQI LMFGWSNDSGdAYOVﬂLQQFATTF‘V'GG NVSGQRGAG----------- AAAKPTGPY I AGTIMF;‘\VLD G 88
7. saimonis MOVSQI ERK HOSQLOGMVGMDPASVQSS\JVGOLPAQSTTPGO ------ QBON-------------- AAANI IEMSGA I LFAVLDTC 67
R.Qrylii QLOEQMATAMS TQASOLF TAWAS - PI IGR\’VTGIFDVDR]ODGLIITPL%EI {0 KPPAVEAGT IL¥AILLTA83

ILpneumophila VﬂSDEFG PILAT IVTGKLIEGSKL I GSFNLPSNAD VITFNTISIPGAEVTiSISAYAIDF’N LASRTN LM SLFAS 184
|L longbeachae V PG-PILATIISGRLEGTKL IGSFNLPSHNANKMY I TENTMS | PGAP} TlSlSAYAtDF’N ALSSKTNNEYL GSLF 181

|C.burnetii éEI S-PILAT IVTGKLEGSKL I GDFSRVD- - KKVLLIKFNLLNVPSFDHTFGINAYVA IDPDT 1 AIKSVNSHYLL SLFAS 172
P saimonis Lﬁst){opcwvmrl [OGKFKDAKLLGSFKRED- - DRLY [ FDHMSLP ALDHS 15 sramnm%qu{nmsovm LL GLF 8152
. ril VNSDEPG- PVLAE | VOGKFKGARLMGTLSNOG- - ORI LLS ENTLTLPHLSKSVA INTVA | DENTARTALSSDTN TLF 167

L pneumophila  SELQGFGN- AFOSANTTITIGGTGGGNNITVAHGVGRSTLEHAVIGLATVG?AWSQOAOOLFNTPT'&VEVYSGTGLGILFTO T 269

L longbeachae SFLEGFGN- AFQSANTTVT IGGTGTGNNYT | ANGYGRSTLENAV | ALADVGK TWGQOAOVLFI’;TPPTVEVYSGTPVGVLFTO

IC. burnetii AFLSGLSOG| IQSGSTEDCFFGICHRQYSKLN- - - - - - TAQY | ALGMGNVGEQYATVMGNNFNRAPT I RVFGGTG | GLLFMS
P.salmonis AFLQGFGEYFSDTSSSLCNGSTTCI uTSDQTSAATEOTSI‘I’»‘\VYBGLGOVGTTLGOQAASEFNRPP:{WTLHOGVGMGI LEMSDVKA 238
R.gryilf AFLOGYGOSFLDYGNNYSGAVV INPSNGP IDLS- - - - - PR‘QPVFVGLGQVGEOYASALRHVFQTPPTW\ IYSGTPMGILFLSDLSA 248

Figura 37: Alineamiento multiple de secuencias de las proteinas DotB, IcmK e IcmE de P.
salmonis, obtenidas de la secuenciacion del genoma de la 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 IcmK; C:
Alineamiento IcmE. Los alineamientos fueron realizados por ClustalWW y procesados con

Jalview, la conservacion de los aminoacidos esta representada por la intensidad de colores.
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Los resultados obtenidos, tanto por LR-PCR, como al usar cebadores degenerados y al
analizar las secuencias del genoma de P. salmonis, indican que la bacteria contiene al

menos los genes mas relevantes del sistema Dot/lcm.

7.2.5 Genes de los sistemas de secrecion Tipo V y VI (SSTV, SSTVI):

Debido a algunos inconvenientes en el disefio de cebadores degenerados para estos dos
sistemas, especialmente para el SSTVI, se optd por realizar la busqueda de estos genes en
las secuencias del genoma de P. salmonis analizadas por RAST. Al realizar la busqueda en
los diferentes contigs no se hallaron genes que tuvieran relacion o similitud con estos dos
sistemas de secrecion. A pesar de ésto, se seleccionaron algunos contigs de tamafo inferior
a 600 pb, en los que RAST no habia encontrado similitud con algun otro gen en su base de

datos o que no habia determinado algun ORF en ellos.

Los contigs seleccionados fueron posteriormente analizados pos BLASTN y BLASTX, en
donde se vio que algunos si contenian ORFs putativos, mostrando una posible secuencia
aminoacidica relacionada a ellos, pero no se encontré genes que tuvieran similitud o alguna
relacion el aparato estructural o efectores secretados por los SSTV y SSTVI. Pudiendo

sefalar que estos sistemas no estan contenidos en el genoma de P. salmonis.

En el caso del SSTVII, no se realizé busqueda de genes homologos, ya que éste ha sido

descrito solo en organismos Gram-positivos y en bacterias del género Mycobacterium.

7.3 EVALUACION DE LA EXPRESION DE LOS GENES DE SECRECION/VIRULENCIA EN
P. SALMONIS

Con el propésito de determinar si los diferentes genes de secrecion 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 condiciones de crecimiento de |la bacteria.
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7.3.1 EXPRESION DE LOS GENES DEL SSTI

La expresion de los genes HlyD, TolC y hlyA (a-hemolisina) fue efectuada por RT-PCR
convencional, en una cinética de infeccion en la linea celular RTS11 (24, 48 y 72 horas post-
infeccion). Como control se utilizé ARN extraido de bacterias crecidas en medio liquido, para

determinar si la expresion de estos genes es constitutiva.

La Figura 38, muestra la expresion del gen TolC (proteina de membrana externa o porina),
observandose un alto nivel de expresion incluso al haber utilizado como templado una
dilucion del ADNc. Durante la infeccion en la linea celular se observa un aumento en la

intensidad de la banda en el gel a medida que aumenta el tiempo.

MK 1 2 3 4 5 6 7 8 (C+(C-

Figura 38: RT-PCR para el gen de la porina TolC del SSTI. Gel agarosa 1%. MK: Marcador ADN 100
pb; 1y 2: ADNc proveniente de cultivo liquido, No diluido y dilucion 1:10, respectivamente; 3 y 4: ADNc
RTS11 infectadas 24 hrs, no diluido y dilucion 1:10, respectivamente; 5 y 6: ADNc RTS11 infectadas 48
hrs, No diluido y dilucién 1:10, respectivamente; 7 y 8: ADNc RTS11 infectadas 72 hrs, no diluido y

dilucion 1:10, respectivamente; C+: Control positivo (ADN P. salmonis); C-: Control negativo.

Para los genes hlyD y hlyA, (Figura 39) los resultados fueron semejantes, visualizandose el
mismo efecto de aumento en intensidad de la amplificacion a medida que avanzaba el
tiempo en la cinética de infeccién. La amplificacion de HlyD se observa claramente menor

que para los otros dos genes.
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MK1 2 3 4 5 6 7 8 C+ C-

Figura 39: RT-PCR para los genes de las proteinas HlyD y HIyA del SSTI. Gel agarosa 1%.

A: RT-PCR HIyD; B: RT-PCR HIyA (a-hemolisina). MK: Marcador ADN 100 pb; 1 y 2: ADNc
cultivo liquido, no diluido y dilucion 1:10, respectivamente; 3 y 4: ADNc RTS11 infectadas 24
hrs, no diluido y dilucién 1:10, respectivamente; 5 y 6: ADNc RTS11 infectadas 48 hrs, no
diluido y dilucion 1:10, respectivamente; 7 y 8: ADNc RTS11 infectadas 72 hrs, no diluido y
dilucion 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 expresion de los genes del SSTIV fue realizada por QRT-PCR utilizando cuantificacion
absoluta de la expresion génica. Los genes fueron evaluados en diferentes condiciones de

crecimiento de la bacteria.

A) Cinética de infeccidn en las lineas celulares

Se realizé una cinética en las lineas celulares RTS11 y Sf21 a tiempos tempranos de
infeccion (24, 48 y 72 horas), debido a que estos genes deberian comenzar a expresarse al
inicio de la infeccion, como también determinar si es detectable la expresion de éstos. Se
utilizé como control de la transcripcion bacteriana a la regién espaciadora del operodn
ribosomal (ITS). La Figura 40 muestra los niveles de expresion de los 4 genes del sistema
Dot/lcm (dotB, IcmE, icmK y dotA) en las condiciones antes descritas. Hay una tendencia al
aumento de la expresion a medida que aumenta el tiempo en la cinética de infeccion.
Ademas, se observa que el nimero de copias del mensaje para los 4 genes es superior en la
linea celular Sf21. Adicionalmente, en los 4 genes se observa una clara disminucion de su
transcripcion a las 72 horas post-infeccion. La mayor expresion 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 la cantidad de transcrito observada

en los otros tiempos tiempos de la

cinética.
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Figura 40: Cuantificacion de la expresién (transcripcién) de los genes del SSTIV durante una

cinética de infeccion in vitro (Dot/lcm). Se observa una tendencia a disminuir la expresion a 72

horas post-infeccion.

A: Expresion de dotB; B: expresion de icmK; C: expresién IcmE; D: expresion de dotA.

Por otro lado, la transcripcion del ITS fue aumentando en el tiempo, siendo mucho mayor a

las 72 horas horas post-infeccion. Este hecho se debe a que el nimero de bacterias va

aumentando en el tiempo, ya que se han podido multiplicar en las lineas celulares, indicando
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que la infeccion fue productiva, ademas demuestra que la transcripcion en general no se ha

visto alterada durante los tiempos iniciales de la infeccion (Figura 41).
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bacterias estan en multiplicacion.
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B) Expresion de los genes dot/icm en medio liquido

Con la finalidad de determinar si los genes dot/icm son expresados constitutivamente por P.
salmonis se realizo la cuantificacion de la expresion de éstos durante una cinética de
crecimiento en medio MC1 (2, 4, 6, 24 horas) con pH 7,0, temperatura y agitac'ic'm optimas
para el crecimiento de la bacteria. En paralelo, se evalu6 el efecto de dos distintos pHs
acidos (4,0 y 5,0) en la expresion de estos genes, utilizando los mismos tiempos de
incubacion ya descritos para el pH 7,0. Esta cinética de expresion en pH acido podria
simular el efecto que ocurre durante la fusién fagosoma-lisosoma en los macréfagos en la
infeccion in vivo. De esta forma, se logré comparar el comportamiento de los genes dot/icm

estos dos pHs acidos con el crecimiento a pH 6ptimo (pH 7,0).

En las Figuras 42, 43, 44 y 45 se observa claramente una tendencia a la sobreexpresién de
los genes dot/icm a pH acido, en especial en el pH 4,0. Se pudo determinar que el nimero
de copias del transcrito de estos genes es superior en 2 logaritmos a pH 4,0 que apH 7,0 y
en 1 logaritmo a pH 5,5 que a pH 7,0. La induccion de la expresion de los genes dot/icm se

dispara a las dos horas de incubacion con pH acido, 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 acido.

Expresion dotB a diferentes pHs
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Figura 42: QRT-PCR de la expresion del gen dofB de P. salmonis durante el
crecimiento de |la bacteria a diferentes pH. La expresion de dotB a pH 4,0 esta del
orden de 10° un logaritmo mas que a pH 7,0.
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Figura 43: QRT-PCR de la expresion del gen icmK de P. salmonis durante el
crecimiento de la bacteria a diferentes pH. El nimero de copias del transcrito
de icmK a 2 horas de crecimiento supera en 2 logaritmos al mismo tiempo de

incubacion a pH 7,0.
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Expresion icmE a diferentes pHs
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Figura 44: QRT-PCR de la expresion del gen icmE de P. salmonis
durante la cinética de crecimiento a diferentes pHs. La expresion de este
gen a pH 4,0 es superior 2 logaritmos que a pH 7,0 en todos los tiempos
de incubacion.
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Figura 45: QRT-PCR de la expresién del gen dotA de P. salmonis
durante la cinética de crecimiento a diferentes pHs. La
sobreexpresion de dotA sigue el mismo patrén de los demas
genes, existiendo -una induccién marcada a las 2 horas de

incubacion a pHs acidos. para lueao ir disminuvendo en el tiembo.
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En este caso la secuencia del ITS también fue utilizada para monitorear la expresién general
de genes en P. salmonis al realizar el crecimiento en diferentes pH. Se observo claramente
que la expresiéon de este marcador fue mucho mas alta a pH neutro que &cidos, aunque
estan dentro del mismo rango de logaritmo (10°) (Figura 46). Ademas a pH 4,0 la expresion
es mucho menor que con las otras condiciones, bajando un logaritmo (10°) a pai‘tir de las 4

horas de incubacion en esa condicién.
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Figura 46: QRT-PCR de la transcripcion de la region ITS del operdn

° Copias/ug RNA

ribosomal de P. salmonis durante la cinética de crecimiento a diferentes
pHs. Se observa una tendencia a disminuir la transcripcion de este
macrador a pH acido 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 Dot/lcm de P. salmonis
estan transcripcionalmente activos y que ademas parecen tener una expresion constitutiva
en diferentes condiciones de crecimiento de la bacteria, ya sea durante el crecimiento en
lineas celulares (infeccion) como en medios libres de células. Ademas, se observd que
ciertas condiciones ambientales podrian gatillar una sobreexpresion de éstos, como ocurrié

para el pH acido, que mostré un nivel de expresion mucho mayor que a pH neutro.
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7.3.3 EXPRESION GENES FLAGELARES

P. salmonis es considerado un organismo inmovil, por ese motivo la existencia de un set de
genes relacionados con la biosintesis flagelar podria refutar aquella teoria. Con la finalidad
de determinar si los genes flagelares estan transcripcionalmente activos se realizé un ensayo
de RT-PCR. Para ello se seleccionaron 3 genes importantes en la cascada incial de
expresion de genes flagelares: fIrA (activador o-** dependiente), fliA (o°®) y flhF (gen
regulador). La expresion fue evaluada durante el crecimiento de la bacteria en medio MC1 a
24 horas de haber realizado el inoculo, utilizando el gen de ChaP.s como control
transcripcional de la bacteria. Como se puede ver en la figura 47, la expresion del gen fiIrA es
baja en comparacion con fliA, e incluso en el segundo cultivo la amplificacion por RT-PCR es
casi imperceptible, lo que indicaria que si transcripcion es baja al menos en esa condicion de

crecimiento. Para fliA la expresion detectada por RT-PCR es alta en ambos cultivos

MK 10 11 12 C-

MK 1 2 3 C- 4 5 6 C- 7 8 9 C-

Figura 47: RT-PCR de genes reguladores de |la de la cascada de expresion 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 0* cultivo 1; 5: fliA o® cultivo 2; 6: PCR fliA 0* desde DNA de P.
salmonis;7: flhF cultivo 1; 8: flhF 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 la importancia de los genes dot/icm en la virulencia y
patogenicidad de la bacteria, se propuso realizar un Knock out de éstos con el sistema
TargeTron™ (Sigma-Aldrich).

Para lograr realizar este propdsito, en primer lugar se buscé una secuencia promotora propia
de P. salmonis para asegurar la expresion del intron (Targetron) para que ocurriera la
correcta insercion de éste en los genes blanco. En segundo lugar, se optimizo la
transformacién genética de la bacteria, proceso que no ha sido descrito hasta la actualidad.

Finalmente, se prueba el sistema de Knock out en la bacteria.

7.4.1 BUSQUEDA DE SECUENCIAS PROMOTORAS PROPIAS DE P. SALMONIS.

Se ha descrito para otros patégenos intracelulares facultativos que la utilizacion de
secuencias promotoras propias aumenta considerablemente la expresion de genes
reporteros. Por ese motivo es que se comenzd la busqueda de secuencias promotoras
propias de la bacteria. Este objetivo se realizé con anterioridad a la secuenciacién del
genoma de la bacteria, por tanto se partio desde cero. Dos técnicas fueron utilzadas para

lograr este proposito.

A) PCR RAGE (Rapid Amplification of Genomic Ends)

Esta técnica, basada en PCR (ver metodologia) se utilizd para encontrar las regiones
promotoras del gen de la proteina ChaP.s (HSP60) y del operon ribosomal (16S-23S). Una
vez realizada la digestion del ADN con las enzimas de restriccion seleccionadas vy
poliadenilado el ADN. Se realizé el primer PCR del RAGE con cebadores dirigidos a
amplificar rio arriba del gen de ChaP.s y del 16S. Después del segundo PCR del RAGE se
obtuvo como resultado una amplificacion 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

secuenciacion.
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Figura 48: RAGE2-PCR del 16S y ChaP.s.
Gel agarosa 1%. MK: marcador ADN 100 pb.
1: RAGE 2 16S. 2: RAGE 2 ChaP.s, la flecha

indica el producto amplificado.

La secuenciacion de los clones obtenidos a partir del RAGE2 de ChaP.s fue analizada por
BLASTN y arrojé como resultado que se habia obtenido completo el gen groes (HSP10)
(Figura 49), debido a que ambas chaperonas siempre estan formando un operén bicistrénico,

pero no se alcanzo a obtener la secuencia promotora.
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Figura 49: Alineamiento de la secuencia nucleotidica de GroES de P. salmonis 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.
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Una vez obtenida la secuencia del gen groES, se procedio6 a realizar otro RAGE, pero esta
vez con cebadores disefiados sobre la secuencia del gen de la HSP10. Se logré amplificar
un producto de aproximadamente 500 pb. El clonamiento y secuenciacion de esta secuencia
con BLASTN, contenia 100 nucleotidos del extremo amino del gen groES y 400 mas rio
arriba del gen. Los 400 pb rio arriba del ATG fueron analizados con Bprom (Softberry), lo que
demostré que esa region correspondia a la secuencia promotora del operén groES-ChaP.s
(Figura 50). '

GroES ChaP.s

— T -

ACTTGTAATTTCATTCAAGGTCCCTATGTTAATGCCTGARGGCTTTTTAAGTCCAAATTAATCAAGGCGAGTGCCTTGTCATCTTTTAGGAGAAGAATGAATG

- -10 .
0 Shine-Dalgarno

Figura 50: Esquema de la organizacion de operon groES-ChaP.s.
La flecha roja indica al gen groES y la azul a ChaP.s. Rio arriba de groES se indica parte de la
regién promotora, resaltando las secuencias -10, -35 y Shine-Dalgarno (RBS o sitio de unién al

ribosoma).

B) Libreria genémica de P. salmonis

La segunda estrategia utilizada fue la construccién de una libreria genémica de P. salmonis
utilizando ADN cromosomal parcialmente digerido con la enzima Sau3Al, fragmentos que

posteriormente fueron clonados en el vector pBluescript SK+.

De las secuencias analizadas por BLASTN y BLASTX, se selecciond una de 992 pb que
contenia dos ORFs putativos. Al determinar la identidad de éstos se comprobd que
correspondian a un operén que estaba formado por éstos dos genes. Después de analizar el
producto clonado con FgenesB, se comprobd 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 ORF fueron sometidas a un analisis con BLASTP, logrando identificar que el
ORF1 codifica para la proteina VapB (antitoxina) y el ORF2 para VapC (toxina), ambas
forman parte del sistema toxina-antitoxina (TA) bacteriano VapBC, cuya funcién es participar
en la muerte celular programada en bacterias o en la formacion de ceélulas persistentes
(Goémez et al., 2011). Mediante el uso de Bprom rio arriba del gen vapB se logré determinar
la region promotora de operédn bicistronico TA vapBC, que comparte varias caracteristicas
con las regiones promotoras de otros sistemas de la misma familia, como es el caso de un

par de secuencias repetidas invertidas (IRs) entre las regiones -10 y -35 (Figura 51).

Antitoxina Toxina

75 aa. ' 135 aa .

Secuencias repetidas invertidas
—_—s T ——

e
AATATTGC CAAEGTATATA! :AATATAGTATATA(ETACAGGT GTAATGTGAAGGAGGATGTATG
-35 -10 (tata Box) Shine-Dalgarno

Figura 51: Representacion esquematica de la organizacion del operon TA VapBC de P. salmonis.
En rojo esta representado el gen de la antitoxina VapB y en azul el del la toxina VapC. Rio arriba de vapB
se encuentra la region promotora. Subrayada esta el Shine-Dalgamo y las regiones -10y -35. Los

cuadros rojos indican las regiones repetidas invertidas.

7.4.2 TRANSFORMACION DE P. SALMONIS

Con la fin de lograr el Knock out de los genes de secrecidn, se realizaron diferentes pruebas

para lograr la incorporacién de material genético exégeno a P. salmonis.

En primer lugar, se realizé la construccion de dos vectores que contuvieran como gen
reportero cat (resistencia al antibiético Cloranfenicol) bajo la regulacion de la region
promotora del operén groES-ChaP.s, generando de esta forma un cassette de expresion
para la transformacion de P. salmonis con una secuencia promotora endogena de la
bacteria. Los vectores utilizados para la 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 transformacion en P.

salmonis.

Se llevaron a cabo 4 técnicas de transformacion para lograr incorporar los plasmidos en la
bacteria, estas incluyeron: biobalistica, la electroporacion, quimiotransformacion vy

conjugacion.

A) Biobalistica

Para la biobalistica se utilizaron dos plasmidos, los que fueron adheridos a particulas de
tungsteno M5 tal como fue descrito en materiales y metodos. Los proyectiles de
tungsteno/plasmido fueron lanzados a 1100 psi de presion y a 6 cm de distancia de la zona
de lanzamiento de las particulas. Después de 48 horas de incubacion de las bacterias
bombardeadas, estas fueron traspasadas a placas con el agente de seleccion (Cloranfenicol
5 ug/ml). 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 seleccion crecieron normalmente. La experiencia fue repetida en 4

oportunidades sin lograr resultados positivos de transformacion.

B) Electroporacion

Para la electroporacion se utilizaron dos protocolos diferentes.

El primero de ellos, descrito para L. pneumophila y C. burnetii, utilizaba sacarosa 0.5 M para
la generacion de células. Se utilizé 3 ug de cada plasmido para realizar la electroporacion,
con las condiciones descritas en la metodologia. Después de 4 o 6 horas de incubacion de
las células electroporadas en medio MC1 a 100 rpm de agitacion y a 23°C, las bacterias
fueron sembradas en placas de agar sangre en presencia del maracdor de seleccion
Cloranfenicol. Las placas fueron incubadas hasta 1 mes pero no se obtuvieron

transformantes.

El segundo protocolo de transformacion utilizado fue aquel descrito para bacterias del género

Vibrio, utilizando un buffer con 272 mM de sacarosa y 2 mM de MgCl; para la produccién de
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las células electrocompetentes. Las células fueron electroporadas en las condiciones antes
descritas, posterior a la incubacion en medio MC1 sin antibiético, se sembraron en placas
con el antibiético Cloranfenicol. Las células fueron incubadas hasta 1 mes a 23°C pero no se

observaron transformantes.

C) Quimiotransformacion

Para la quimiotransformacion, las células competentes fueron procesadas con 0,1 M de
CaCl,, MgCl, y FeCl,. Se utilizé 1 ug de cada plasmido para la transformaciéon que fue
realizada de acuerdo a lo descrito en materiales y métodos. Después del shock de
temperatura las células fueron incubadas en medio MC1 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.

D) Conjugacién

Para la conjugacion se utilizé solo el plasmido pCU18, sin la presencia del cassette
groES/ChaP.s+cat, pero con la region de movilidad (genes Tra) del plasmido pRP4
(pCU18+MOB), con la finalidad de asegurar la transferencia del vector desde la cepa
donadora. La conjugacién con pCU18 fue ensayada en F. {ularensis con éxito, por tanto, se
procedid a realizar el protocolo con P. salmonis tal como esta descrito en materiales y
métodos. Como cepa donadora se us6 a E. coli 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 logré el crecimiento de

colonias transformantes.
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7.4.3 KNOCK OUT DEL GEN DE CHAP.S DE P. SALMONIS EN E. COLI

Debido a que no fue posible la transformacion de P. salmonis con las 4 técnicas ensayadas,
se procedid a generar un modelo del Knock out para el gen de ChaP.s con el sistema
TargeTron™ (Sigma-Aldrich).

A) Modificacién del Intrén y construccién de los vectores de Knock out

Para poder dirigir la insercion del intron al gen ChaP.s este debié ser modificado con un
sistema de PCR con 4 cebadores para incorporar los sitios de reconocimiento del gen al
intron, usando como templado 100 ng de ADN del intron. Se seleccionaron dos posibles
sitios de insercion, en el nucledtido 273 y en el 1021 de la secuencia de ChaP.s. El PCR

funciono exitosamente, se obtuvo el producto esperado de 350 pb (Figura 52).

Figura 52: PCR con 4 cebadores para
la modificacion 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 la region del intrén 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. coli TOP10 y sembradas
en placas con 25 ug/ml de Cloranfenicol. Las colonias positivas fueron seleccionadas

cromatogenicamente por la 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 intrén
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 realizé una transformacion
doble en células quimiocompetentes de E. coli TOP10 con el vector pBluescript+ChaP.s y
con el vector de mutagénesis que contenia al intron modificado para cada uno de los sitios
de insercion del intron en ChaP.s. Los transformantes fueron seleccionados en placas LB
gue contenian los dos antibidticos de seleccion para cada plasmido (Ampicilina para
pBluescript y Cloranfenicol para pACD4+intron), de esta forma se podran seleccionar
colonias que contengan los dos plasmidos. Una vez obtenidas las colonias transformantes,
éstas fueron cultivadas en medio LB liquido por 12 horas en presencia de los dos agentes de
seleccién. 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 la expresion
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 ultimo para pBluescript), ya que el intron tiene un
cassette de resistencia a ese antibidtico, 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. Sélo de
observo crecimiento bacteriano en los cultivos correspondientes al intrén dirigido a insertarse
en el nucledtido 1021 de ChaP.s y no asi, para aquel en el nucledtido 273. Al haber
crecimiento en presencia de Km indica que la insercién se realiz6é exitosamente, pero para
comprobar completamente el Knock out, se realizé un PCR al cultivo con un cebador forward
anclado en el inicio de ChaP.s (F9) y un reverse anclado en el intrén, obteniendo como
resultado un producto amplificado de 1300 pb, tamafio esperado al sumar el tamafio del
inicio del intron con los 1021 pb de ChaP.s donde ocurrié la insercién (Figura 53). Se

concluye que el Knock out ocurrié correctamente en ese sitio de insercion.
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Figura 53: Validacion por PCR de la insercion del intron en en el nucledtido
1021 de ChaP.s. Gel agarosa 1%. MK: Marcador de 100 pb. 1: DNA
derivado del cultivo 1; 2: DNA derivado del cultivo 2.

(8]



8. DISCUSION

La bacteria P. salmonis desde su aparicion en la salmonicultura nacional (Bravo y Campos,
1989) ha sido el patégeno de mayor relevancia y con mayor incidencia. A pesar de que los
esfuerzos por controlar la enfermedad han sido considerables, ésta no ha podido ser
erradicada de los centros de cultivo debido a la apariciéon de cepas cada vez mas virulentas y
refractarias a los tratamientos con antimicrobianos. Ademas, se suma la posibilidad de
generar una infeccién persistente y asintomatica en los peces (Sergio Marshall,

comunicacion personal).

Siendo P. salmonis un patégeno de alto impacto en la salmonicultura de nuestro pais,
aspectos basicos sobre su biologia y ciclo de vida aun son completamente desconocidos.
Sumado a que la caracterizacién genética de la bacteria es practicamente nula, salvo por
recientes reportes de genes de importancia publicados por el grupo de investigacion de la
Pontificia Universidad Catolica de Valparaiso (Rojas et al., 2008, Marshall et al., 2011;
Goémez et al., 2011; Marshall et al., 2012). Aspectos relevantes del comportamiento en el
estadio intracelular de la bacteria son desconocidos totalmente y por ende sus mecanismos

de virulencia y patogenicidad no han podido ser dilucidados.

Muchas bacterias patégenas de animales y humanos logran colonizar diferentes partes del
organismo, logrando evadir las primeras barreras fisicas de defensa como la piel, epitelios,
etc., logrando diseminarse por el torrente sanguineo o por diferentes tejidos (Lee and
Schneewind, 2001). La entrada de los patégenos al organismo va acompafiada de la
respuesta inmune, en la cual el sistema inmune del huésped reconoce los productos
bacterianos (lipidos, carbohidratos, peptidoglicano o proteinas) y responde con el ataque de
los macréfagos u otras células como un esfuerzo de eliminar al invasor (Medzhitov y
Janeway, 1999). Muchas bacterias patégenas han desarrollado evolutivamente tacticas que
les permiten evadir la respuesta inmune del huésped y multiplicarse en las células tales
como los macréfagos o leucocitos polimorfonucleares (Finlay y Falkow, 1997). Las
estrategias de los patdgenos son considerablemente diversas y en general involucran la
manipulacion del comportamiento del organismo huésped para su beneficio, pudiendo hacer
una division de éstas en tres categorias: i) adhesion, ii) secrecion de toxinas al espacio
intercelular y iii) la 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 la bacteria patégena P. salmonis, con el fin de comprender mejor los
mecanismos que utiliza este organismo para lograr multiplicarse en el huésped, generando
una infeccion productiva y por ende desarrollar la enfermedad. Este estudio se centro
principalmente en la busqueda de genes de los diferentes sistemas de secrecion presentes
en bacterias Gram-negativas, debido a que éstos tienen gran relevancia en la virulencia y
patogenicidad, ya que permiten la exportacion de toxinas y efectores de virulencia que
facilitan la invasion. Muchas proteinas efectoras de virulencia secretadas por bacterias
patégenas, a través de los diferentes sistemas de secrecién, les confieren la 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 ultimo punto la

principal razén de la busqueda de los sistemas de secrecién en P. salmonis.

Utilizando diferentes estrategias para hallar los genes de secrecién en P. salmonis, desde
una técnica basada en PCR con cebadores degenerados hasta la secuenciacion parcial del
genoma de la bacteria, se logré obtener como resultado que este patégeno contiene en su
genoma a: SSTI, Pili Tipo IV, SSTIV (Dot/lcm) y también, presenta codificado genes
flagelares, que podrian tener alguna implicancia en la patogenicidad. Ademas, se determiné
que todos los genes encontrados en el desarrollo de esta tesis estan transcripcionalmente
activos y que al menos el ARNm de éstos es sintetizado en diferentes condiciones de

crecimiento de la bacteria.

8.1 SISTEMA DE SECRECION TIPO |

8.1.1 Presencia de genes del SSTI en el genoma de P. salmonis

Utilizando la técnica basada en PCR con cebadores degenerados se encontroé un gen del
SSTI, que corresponde a hlyD (proteina de canal intermembrana HlyD). Posteriormente, la
secuenciacion parcial del genoma de la bacteria entregé la informacién de la presencia de al
menos dos genes relacionados con el sistema. Uno de esos genes es to/C, gen estructural
que codifica para la proteina de membrana externa o porina TolC, y el segundo corresponde
a hlyA que codifica para la toxina a-hemolisina o HlyA. No se ha detectado la presencia del
transportador ABC del sistema (ATPasa). El SSTI esta presente en un amplio rango de

bacterias Gram-negativas y esta involucrado en la secrecién de diversos sustratos como
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proteasa, lipasas y hemoforos (Masi y Wandersman, 2010). Los componentes del SSTI no
estan permanentemente asociados y su ensamblaje es iniciado por la unién del

transportador ABC (ATPasa o proteina HlyB) al sustrato (Ghigo y Wandersman, 1994).

El SSTI mejor caracterizado corresponde al responsable de la secrecion de la toxina a-
hemolisina (HIyA) en cepas de E. coli uropatogénicas, importante factor de virulencia por su
actividad citotéxica y litica ante un amplio rango de células (eritrocitos, granulocitos y
monocitos, entre otros) (Gentschev ef al.,, 2002), ya que estas toxinas tienen dominios de
unién a fosfolipidos, lo que produce la desestabilizacién de las membranas celulares
generando poros que producen el intercambio de iones y despolarizan la membrana (Bhakdi
et al., 1986). La presencia del gen de la a-hemolisina en el genoma de P. salmonis podria
explicar el hecho de en infecciones in vivo con /a bacteria, muchas células hepéticas y
renales son lisadas, dejando a esos érganos no funcionales, y que en cultivos celulares de
macréfagos y monocitos infectados ocurre una lisis celular generalizada de los cultivos entre

10 a 15 dias post-infeccion (Rojas et al., 2009).

8.1.2. Expresion de los genes del SSTI

Los niveles de expresion de los genes tolC, hlyD y hlyA en P. salmonis fueron detectados por
RT-PCR convencional, demostrando que estan activos transcripcionalmente y que son
expresados tanto en crecimiento en medio liquido, como también durante la infeccién de la

linea celular RTS11 (monocitos/macréfagos) (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 la infeccién de las
lineas celulares. Este hecho puede ser explicado porque en E. coli los genes del SSTI estan
organizados formando el operén hlyCABD, y la expresion de éste es extremadamente polar,
siendo el gen hlyD el Gltimo en la secuencia, ademas de existir en los espacios intergénicos
regiones terminadoras Rho-independientes, lo que disminuye considerablemente el nivel de
expresion del gen siguiente (Welch y Pellett, 1988). Hasta el momento en P. salmonis no se
ha podido armar el operén completo que forman los genes del SSTI, ya que en la
secuenciacion del genoma de la bacteria estos genes estan en contigs de pequefio tamario,
pero presumiblemente deberia tener la misma organizacién que otros operones de los SSTI,

la 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 por ser largos filamentos encontrados en la superficie de
muchas bacterias Gram-negativas y que median un amplio rango de funciones entre las que
se incluyen la adhesién, motilidad, formacion de microcolonias y secrecion de proteasas y

factores de colonizacién (Craig y Li, 2008).

En este trabajo se han encontrado tres genes pertenecientes al Pili Tipo IV, pilQ, pilB'y fimT,
los que codifican para proteinas estructurales del sistema. Anteriormente ha sido reportado
en P. salmonis unas estructuras llamadas PAC (P. salmonis Atachment Complex), las que
segun los autores podrian estar implicadas en la adherencia y anclaje de la bacteria a las
células blanco (Larenas et al., 2003). Estas estructuras llamadas PAC tienen las
caracteristicas principales del pili Tipo IV, como se puede observar en la 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 genético encontrados en este trabajo, pero aun este punto

debera ser mas estudiado a futuro.

Figura 54: Comparacion entre el Pili Tipo IV de E. coliy el sistema PAC de P. salmonis.

A: Microscopia electrénica de barrido de E. coli uropatogénica en la que se pueden observar las
prolongaciones del Pili Tipo IV (Tomada de Xicohtencatl-Cortes et al., 2007); B: Microscopia
electrénica de barrido donde se puede observar el sistema PAC de P. salmonis (Tomada de
Larenas et al., 2003). Las flechas rojas indican las prolongaciones celulares correspondientes al

pili Tipo IV y al sistema PAC en E. coli y P. salmonis respectivamente.
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En F. tularensis el Pili Tipo |V es crucial para la virulencia de la bacteria, ya que participa en
la adhesién, como también en la exportacion de enzimas que facilitan la colonizacién de las
células blanco (proteasas, lipasas y quitinasas), reportandose que una disrupciéon en el
ensamblaje de la estructura del pili produce una reduccién en la virulencia (Chakraborty et
al., 2008). El Pili Tipo IV también ha sido reportado en Aeromonas hydrophila, Azoarcus spp.,
Bacteroides ureolyticus, Branhamella catarrhalis, Comomonas testosteroni, Dichelobacter
nodosus, Eikenella corrodens, Kingella denitrificans, K. kingae, Legionella pneumophila,
Moraxella bovis, M. lacunata, M. nonliquefaciens, M. kingii, Neisseria meningitidis,
Pasteurella multocida, Pseudomonas stutzeri P. putida, P. syringae, Ralstonia
solanacearum, Shewanella putrefaciens, Suttonella indologenes, Synechocystis sp., Vibrio
cholerae, y Wolinella spp., muchos de los cuales son patégenos de animales, plantas y
hongos (Mattick, 2002). En V. cholerae el Pili Tipo IV es crucial para la formacién de biofilm,
participando en la adhesion inicial célula-célula y adhesién al sutrato, siendo la formacion de
biofilm una caracteristica distintiva de la virulencia de este patdgeno, 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 ef al., 2012), por lo que las estructuras relacionas al Pili Tipo IV
podrian estar involucradas en este proceso y podria tener implicancia en la supervivencia del
patégeno en el ambiente marino, asi como también en la colonizacion inicial del huésped,

similar a lo descrito en V. cholerae.

Conociendo la presencia de genes pertenecientes al pili en P. salmonis, y en base a
informacion previa en otros organismos, se puede sefialar que esta estructura deberia tener
alguna incidencia en la virulencia en la bacteria, ya sea en la adhesion o en la secrecion de

moléculas que permitan colonizar a las células del huésped.

8.3 SSTIV (DOT/ICM)

8.3.1. Presencia genes dot/icm 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 la exportaciéon de proteinas o ADN, como

también en la transferencia de genes de virulencia (Rikihisa et al., 2010).
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En este trabajo se encontraron 4 genes estructurales pertenecientes al SSTIV-B,
especificamente del sistema Dot/lcm, dotB, dotA, icmK e icmE. En base de las secuencias
disponibles de los TIVSS genes Dot/lcm de los patégenos L. pneumophila y C. burnetii,
fueron disefiados cebadores degenerados en regiones conservadas de proteinas
estructurales de este sistema con la finalidad de hallar secuencias homélogas en el genoma
de P. salmonis. Utilizando esta estrategia fue posible encontrar en P. salmonis dos genes
dot/icm, dotB e icmK. Un tercer gen, icmE, se obtuvo mediante la estrategia de LR-PCR y el

cuarto, dotA, se obtuvo de la secuenciacion parcial del genoma de la bacteria.

El analisis por BLASTX mostré que gen putativo dotB codifica una proteina putativa con in
grado de identidad de un 69% y 68% de similitud con la ATPasa DotB en L. pneumophila y
C. burnetii, respectivamente (Tabla 17). Una vez obtenida la secuencia completa de este gen
a través de la secuenciacion parcial del genoma de P. salmonis se pudo determinar que ésta
contiene dos dominios conservados distintivos de la familia P-loop NTPasa (Figura 37-A): el
primero consiste en una regién de uniébn a ATP, conocida como motivo Walker A
(GxxxxGKJ[S/T]); y el segundo es el motivo Walker B motif (hhhh[D/E), donde “h” es cualquier
aminoacido hidrofébico (Gangwar et al., 2008). Los motivos Walker A y B se unen al fosfato
de la molécula donadora (ATP o GTP) y al cation Mg?*, respectivamente (Hubbard et al.,
2007). En la proteina DotB de P. salmonis el motivo Walker A involucra la secuencia
GATGSGKS, la que es idéntica a sus homologos en L. pneumophila 'y C. burnetii, 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 la proteina DotB proteina
ha sido muy bien caracterizada y ademas de su actividad de ATPasa se le han otorgado
otras 3 funciones: i) participacién en el ensamblaje 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 estan presentes en la

proteina de P. salmonis.

En el caso de lcmK, fue posible encontrar una regién del gen de esta proteina utilizando
cebadores degenerados y posteriormente con la secuenciacién parcial del genoma de P.
salmonis se obtuvo la secuencia completa (Figura 37). En L. pneumophila lcmK (DotH) es
una proteina periplasmatica y de membrana externa que forma parte del corazon estructural
del sistema Dot/lcm en asociacion con las proteinas DotC, DotD, DotF 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 funcién de lcmK en L. pneumophila es la formacion del poro
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en la membrana externa de la bacteria y es indispensable en la proceso de multiplicacion

intracelular provocar la muerte de los macréfagos (Morozova et al., 2004).

Para el caso del tercer ORF, icmE, obtenido inicialmente por LR-PCR y posteriormente
confirmado por la secuenciacion parcial del genoma, el analisis por Clustal\WW mostré un alto
grado de similitud presentado por la proteina putativa IcmE de P. salmonis con sus
homélogos en L. pneumophila, R. grylliy C. burnetii (Figuras 35 y 37). Adicionalmente, lcmE
mostro tener dominios conservados con la proteina de conjugacion Trbl, similar a su
homologo en L. pneumophila, la cual comparte homologia se secuencias con la proteina Trbl
del plasmido IncP RK2 (Segal y Shuman, 1999). En L. pneumophila IcmE (DotG) se
caracteriza por ser parte de la regién central del aparato de secrecidn, dirigiendo la formacion
del canal de exportacion dependiente de ATP, en donde la cascada involucra a DotF
(asociada a lcmK, DotC y DotD) para transferir la energia del ATP a la membrana externa de
la bacteria (Vincent et al., 2006).

El daltimo gen dot/icm encontrado en P. salmonis, mediante la secuenciacion parcial del
genoma, corresponde a dotA y a pesar de que no se ha obtenido completa |la secuencia de
este gen, se logré determinar que que codifica una proteina altemente homéloga a DotA de
L. pneumophila, C. burnetii y R. grylli. En L. pneumophila DotA es una proteina integral de
membrana de 113 kDa, pero que también es exportada al medio extracelular durante el
crecimiento de la bacteria en medio liquido (Nagai y Roy, 2001). DotA contiene ocho
dominios hidrofébicos y es escencial en la desicién inicial del trafico del fagosoma que
contiene a L. pneumophila en el interior de los macréfagos hacia la fusiéon con los lisosomas,
una desicion fundamental del patégeno después de haber sido fagocitado por un macréfago
(Roy et al., 1998).

La caracterizacion de estos cuatro genes y sus respectivos productos proteicos en P.
salmonis sugieren la existencia functional de un sistema de secrecion homologo a los
sistemas Dot/lcm de L pneumophila y C. bumnetii en P. salmonis, lo que implicaria la
importancia de éstos en la patogenicidad de la bacteria. Cabe mencionar que en L.
pneumophila y C. burnetii el sistema Dot/lcm juega un rol clave en la patogenicidad, ya que
permite la sobrevivencia intracelular de las bacterias en los macréfagos (Sauer et al., 2005).
El sistema Dot/lcm fue caracterizado inicialmente en L. pneumophila, pero posteriormente
éstos genes fueron encontrados en su totalidad en C. burnetti a excepcién de icmF (Segal et
al., 2005).
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La relacién de los genes dot/icm en la patogenicidad de L. pneumophila fue determinado por
mutagénesis, determinando la implicancia de cada uno de ellos en el crecimiento intracelular.
Por el contrario, en C. burnetii los genes dot/icm fueron identificados por su homologia a los
de L. pneumophila, y su implicancia en la patogénesis nunca fue examinado directamente.
En nuestro caso, la identificacion de los genes dot/icm de P. salmonis fue realizada de la
misma forma que para C. burnetii, solamente por homologias con los genes de este sistema
presentes en las bases de datos. A pesar de esto, como ya ha sido mencionado, los genes
de P. salmonis comparten una alta homologia con los de otros sistemas Dot/lcm (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. Expresion de los genes dot/icm durante infeccion in vitro

L. pneumophila se replica dentro de una vacuola citoplasmatica en la 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 la célula infectada (Segal et al., 1998; Vogel et al.,
1998). La translocacion de estos sustratos es esencial para la biogénesis de esta vacuola, la
que adoptaria una estructura similar a un compartimiento del reticulo endoplasmatico
(rodeado de ribosomas), permitiendo de esta forma la proteccion de la bacteria para su
posterior multiplicacion intracelular (Shin y Roy, 2008). Mutaciones en los genes dot/icm en
L. pneumophila evitan que la vacuola adopte la estructura de un compartimento similar al
reticulo endoplasmatico, provocando que la bacteria entre directamente a la via endocitica y

sea degradada (Swanson y Isberg, 1995; Tilney et al., 2001).

Al igual que L. pneumophila, P. salmonis se replica en el interior de una vacuola
citoplasmatica (Rojas et al., 2008), en la cual esta protegida y no es degradada en los
macrofagos al menos a tiempos tempranos de infeccion (McCarthy et al., 2008; Gomez et al.,
manuscrito en revision en PLoS One). Este efecto podria ser explicado por la activaciéon o
sobreexpresion de los genes dot/icm en tiempos tempranos de infeccion. En este trabajo se
cuantifico la expresiéon de los 4 genes de este sistema encontrados en el genoma de F.
salmonis en una cinética de infeccién in vitro en dos lineas celulares, RTS11y 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 infeccion en dos lineas celulares

utilizadas, pero que el nimero de copias de ARNm de los 4 marcadores es superior a las 48
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horas post-infeccion (Figura 40). Este fendmeno podria ser explicado debido a que P.
salmonis tiene una baja tasa de crecimiento en lineas celulares (Sergio Marshall,
comunicacion personal), por lo que a las 48 horas de infeccién ocurriria la mayor fagocitosis
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. bumnetii,
patégeno que también tiene una baja tasa de crecimiento in vifro, 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-infeccion la bacteria es detectada en vacuolas dentro de las
células de cultivo (Zamboni et al., 2003). Durante la cinética de infecciéon en las lineas
celulares se utilizdé como control positivo de expresién la cuantificacion del transcrito de la
region ITS, obteniendo como resultado un aumento gradual en el numero de copias del
mensaje de ITS a medida que avanza el tiempo de infeccién (Figura 41), a diferencia de lo
que ocurre con los genes de secrecidn. Estos resultados indicarian que el sistema de
secrecion Dot/lcm participa activamente en la formacion de la vacuola replicativa en las
células infectadas, posiblemente por la exportacion de moléculas que alteren el trafico
vesicular en las células infectadas y de esa forma evitar que la bacteria sea degradada por la
via endosomal, tal como ocurre con L. pneumophila y C. burnetii. Como ha sido mencionado
anteriormente, en L. pneumophila la proteina DotA es expresada inmediatamente después
de la fagocitosis, pero la bacteria parece no requerir su expresion continuamente para
mantenerse en la vacuola de replicacién, lo que indicaria que esta proteina es el efector
responsable de regular el trafico inicial del fagosoma al poco tiempo de haber sido fagocitada
la bacteria por los macréfagos (Roy et al., 1998; Costa et al., 2010). Este antecedente se
correlaciona con los resultados obtenidos 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 la
expresion, lo que indicaria que el sistema se esta expresando activamente en ese tiempo de
infeccion en donde DotA seria crucial para comenzar a interrumpir el trafico vesicular del

huésped y asi poder establecerse la bacteria en el nicho intracelular.

8.3.3. Efecto del pH acido en la expresion de los genes dot/icm en P. salmonis

La acidificacion del fagosoma ha sido reportada como un inductor escencial de los genes
implicados en la multiplicacion intracelular de muchos organismos incluyendo
Mycobacterium, Chlamydia spp., L. pneumophila, C. burnetii, y B. suis (Joiner, 1997;

Boschiroli et al., 2002). Todos estos organismos residen en vacuolas en la célula huésped,
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las que han restringido su fusién con vesiculas de la cascada endocitica (lisosomas) y han
comenzado interacciones con otros organelos celulares (Sinai y Joiner, 1997). En L.
pneumophila'y C. burnetii la expresion de los genes involucrados en el sistema Dot/lcm es el
responsable de este evento (Segal et al., 2005). En B. suis el inicio de la expresion de los
genes del SSTIV requiere la acidificacién del fagosoma, demostrandose que la neutralizacién
del pH del fagosoma con Cloruro de Amonio o con ciertas drogas bloquea la expresion del
SSTIV y por ende la replicacién de la bacteria (Boschiroli et al., 2002).

Con la finalidad de evaluar si una disminucién de pH produce algun efecto en los niveles de
expresion de los genes dot/icm en P. salmonis, se evalud la expresion de estos en cultivos
liquidos a diferente pH utilizando qRT-PCR. En una primera instancia se evalud la expresion
de los genes dot/icm a pH neutro, con el propésito 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/icm se expresan constitutivamente en P. salmonis, ya que la cuantificacion de la
transcripcién realizada por QRT-PCR mostré un alto nimero de copias del mensaje de los 4
genes (10°-10°) en esa condicion (Figuras 42, 43, 44 y 45). A pesar de que en Brucella suis
la expresion de los genes del SSTIV ocurre solamente en el interior de los macréfagos, en
otros organismos del mismo género Brucella 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 acido en la expresion
de los genes dot/icm fue evaluado al incubar la 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 acidos la
expresion de los genes dot/icm fue significativamente mayor que a pH neutro, especialmente
a las 2 horas post-incubacién (Figuras 42, 43, 44 y 45). Ademas, a pH 4,0 el nivel de
expresion fue mayor que a pH 5,5, superando incluso en 2 logaritmos al nimero de copias
de mensaje obtenido en pH neutro a las dos horas de incubacién. Como control general de la
transcripcion se utilizé la secuencia del ITS, cuyo nimero de copias estuvo en el rango de
10® durante toda la cinética de crecimiento a pH 5,5 y pH 7,0, pero a pH 4,0 la transcripcion
de ITS cayd al menos 1 logaritmo a partir de las 4 horas de crecimiento (Figura 46), lo que
podria indicar que la transcripcion en general en la bacteria decae en pH acido, pero que la
expresion de los genes dot/icm se ve farecida en esta condicion. Un fenomeno similar ha

sido reportado en B. suis, en la cual un shock acido a pH 4,0 por tres horas disminuye
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considerablemente la sintesis proteica pero induce la transcripcion de los genes del SSTIV
(Lin y Ficht, 1995; Boschiroli et al., 2002).

Los datos obtenidos en este trabajo son consistentes con la idea de que los genes de
secreciéon son inducidos a pH acido, sugeriendo que la acidificacién del fagosoma
representaria un evento crucial para dirigir la expresién de los genes dot/icm durante la
infeccion en P. salmonis, pudiéndo ser estos genes los responsables de la multiplicacion
intracelular de la bacteria. Al aumentar la expresion de los genes del sistema de secrecién
Dot/lcm la bacteria lograria exportar efectores de virulencia, los que serian los responsables
de interferir en el trafico vesicular de la célula huésped e inhibir la fusion fagosoma-lisosoma,
para luego generar una vacuola de replicacion donde poder multiplicarse y diseminarse en el
organismo y provocar la enfermedad, tal como ocurre en los patégenos L. pneumophila'y C.
buretii, que han sido utilizados como referencia en este trabajo. Adicionalmente, ha sido
reportado mediante microscopia confocal que la vacuola que contiene a P. salmonis durante
la infeccién in vitro en tres lineas celulares (RTS11, Sf21 y CHSE-214) no se fusiona con los
lisosomas al menos durante los 5 primeros dias post-infeccion (Gémez et al., Manuscrito en

revision en PLoS One), evidencia que corroboraria la hipétesis 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 inmévil (Mauel et al.,
2003), en este trabajo se han identificado varios genes relacionados con la biosintesis
flagelar. Los genes identificados incluyen desde chaperonas, genes de control motor (motA,
motB), genes del aparato de exportacion flagelar, genes del gancho y del filamento, como

también genes reguladores de la expresion flagelar, incluyendo al factor sigma-28 (fliA).

Muchos organismos debido a su ciclo de vida intracelular han perdido la capacidad de
producir un flagelo funcional (Toft y Fares, 2008). A la fecha no se ha reportado la presencia
de flagelo funcional en P. salmonis, a pesar en este trabajo se han encontado la mayoria de
los genes involucrados en el aparato flagelar. Un ejemplo de organismo que ha perdido
motilidad flagelar es Burkholderia mallei, que es inmovil, a pesar que B. pseudomallei y B.

thailendensis son moviles. La pérdida de flagelo en B. mallei es debido a la insercion de un
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transposon en el gen motB perdiendo su marco de lectura (Nierman et al., 2004). De manera
similar, Yersinia pseudotuberculosis y Yersinia enterocolitica son moviles, en cambio Y.
pestis es inmévil debido a que el gen del factor transcripcional FIhD esta 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 aun falta por
encontrar y caracterizar algunos otros genes para determinar que la bacteria tiene todo el set
y de esa forma poder analizar cual es el motivo de ser inmévil a pesar de tener todos los

genes relacionados con la motilidad.

Se puede sefalar que al parecer los patégenos adaptados a la vida en el huésped han
perdido motilidad y que tal vez la estructura flagelar no realize su funcion convencional, sino
que podria ser requerida para la patogenicidad o adhesion, hipotesis que deberia ser
estudiada a futuro en P. salmonis. De hecho, existen varios ejemplos que relacionan a los
genes flagelares con virulencia y no solamente con la motilidad, como es el caso de
Xenorhabdus nematophila (patégeno de insectos y nematodos) en que el factor sigma-28
flagelar (FliA), junto con la proteina reguladora FliZ estan involucradas directamente en la
expresion de genes relacionados con la produccién de exoenzimas, motilidad y virulencia
(Lanois et al., 2008). Otro ejemplo clave es el caso de P. aeruginosa, donde se determint el
rol del flagelo en tiempos iniciales de una infeccion al tracto respiratorio, donde mutantes en
el gen fliC no generé mortalidad en ratas, en comparacion con 30% de mortalidades
provocadas por la cepa tipo, ocurriendo algo similar con un mutante en el gen pilA (Feldman
et al., 1998).

Para el caso de los genes relacionados con el SSTIII, no se encontrd algun homdlogo a
éstos en las secuencias del genoma de P. salmonis, como tampoco en el plasmido pPsal. En
primera instancia, se pensd 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 comun (Cornelis, 2002).
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8.5 GENERACION DE ORGANISMOS KNOCK OUT

Hace algunos afios, la transformacién y el disefio de sistemas de mutagénesis o para
generar Knock out de genes en organismos patégenos ha adquirido una gran relevancia. A
la fecha, en P. salmonis no existen avances en este ambito, pero si en otros patdgenos
intracelulares, en los cuales se ha trabajado intensamente en la busqueda de herramientas
genéticas que permitan manipular a estos organismos. Los principales objetivos del
desarrollo de estas estrategias de transformacion y manipulacién genética es de encontrar
nuevas alternativas para la generacion de vacunas mas eficaces, y comprender de un mejor
modo los mecanismos de patogenicidad y virulencia. Un punto importante de sefalar
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 por ejemplo secuencia promotora del bacteriofago
T7 que es ampliamente utilizado para la expresién de genes en Escherichia coli (Rodriguez
et al., 2009). Por este motivo, en la construccion de estos vectores se utilizan promotores
propios de los patégenos, siendo el mas utilizado el del operén 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 la bacteria para la construccion
de cassettes de expresion eficientes. Se lograron encontrar dos secuencias promotoras, con
las técnicas utilizadas, la primera correspondié a la region promotora del operén groES-
ChaP.s, utilizando la técnica de RAGE, y el segundo promotor fue el del operén toxina-
antitoxina vapBC, mediante la secuenciacion de una libreria genémica de la bacteria (Gomez
et al., 2011). Se logré la construccion de un cassette de expresiéon 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 transformacién para el patégeno, desde
biobalistica hasta conjugacién, no se pudo obtener transformantes con los vectores
disefiados. Una posible razon es que las técnicas utilizadas para este proposito no han sido
las indicadas, especificamente al generar las células competentes para la transformacion, ya
que posiblemente los tratamientos de competencia no han logrado producir la inestabilidad
en la membrana de la bacteria para poder incorporar el ADN foraneo. Cabe mencionar que
algunas bacterias marinas, como Vibrio parahaemolyticus ha sido dificil la transformacion
debido a que esta bacteria secreta nucleasas al periplasma lo que genera la degradacion de

los plasmidos transformantes (Hamashima et al., 1990; Kawagishi et al., 1994), tal vez por
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ese motivo se deberia probar algiin nuevo protocolo que permita la eliminacion de estas
enzimas previo a la generacion de las células competentes. Otro factor que podria estar
interfiriendo en la transformacién es que la 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 informacién acerca de mecanismos de
transformacion genética de organismos cercanos filogenéticamente a ella, como es el caso
de L. pneumophila, en el que su manipulacién genética ha sido realizada desde hace mas
de un década. En este organismo se ha logrando inactivar genes generando mutantes no
infectivos, ademas de producir la expresion de proteinas heterélogas (proteinas
recombinantes). Entre los mayores logros alcanzados en este patégeno destacan el haber
introducido un vector plasmidial modificado que permitié la expresion proteinas de virulencia
de la bacteria Coxiella burnetii con una alta eficiencia (Zamboni et al., 2003). Los genes de
C. bumetii expresados en L. pneumophila corresponden a los denominados genes dot/icm,
En L. pneumphila, también se han establecido sistemas genéticos que permiten realizar
mutagénesis por transposones en su genoma (Tn5, Tn903dlllacZ, MudphoA), especialmente
adaptados para lograr bloquear genes esenciales para la virulencia del patégeno, 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 delecion de genes dot/icm en L. pneumophila, para entender el funcionamiento de
este sistema de virulencia en el patégeno, como por ejemplo se ha determinado que
mutantes nulos en el gen que codifica para la ATPasa DotB son incapaces de replicarse en
el interior de macréfagos, lo que indicaria que esta proteina es absolutamente necesaria
para la funcién del complejo Dot/lcm (Sexton ef al., 2004). En organismo rickettsiales existen
importantes logros en este ambito. La limitantes antes existente por la naturaleza de
intracelular obligado de estos organismos ha sido solucionado con nuevas estrategias que
permiten la seleccion de las bacterias transformantes en los cultivos celulares hospederos.
Dos especies de Rickettsia han sido exitosamente transformadas mediante electroporacion
(Wood y Azad, 2000). Rachek et al. (1998) demostré que en posible ingresar vectores
plasmidiales via electroporacion en células del patégeno Rickettsia prowazekii y que

ademas es factible que el material genético contenido en estos vectores se integre al
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genoma por medio de recombinacién homologa. En Rickettsia typhi se ha demostrado la
factibilidad de la transformacion utilizando la expresion de la 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 insercién de un sistema transposon/Transposasa con
genes de resistencia a antibidtico (Felsheim et al., 2010). Otros patégenos intracelulares
como Coxiella burnetii, Brucella suis, Chlamydia trachomastis y Mycobacterium tuberculosis
han sido modificados genéticamente con la finalidad de comprender la importancia de
algunos genes en la virulencia y patogenicidad, como también para determinar su
importancia en la infeccion. De esta misma forma, se han buscado alternativas que permitan
el desarrollo de nuevas estrategias profilacticas (McQuiston et al., 1995; Suhan, 1996; Binet
and Maurelli, 2009).

La generacién de organismos Knock out en organismos intracelulares tiene como su mayor
ejemplo a la bacteria F. tularensis, que presenta una cercania filogenética alta con P.
salmonis (Gammaproteobacteria, Thiotrichales). Esta bacteria ha logrado ser transformado
de manera eficiente en la Uultima década. Mecanismos de intercambio alélico vy
transformaciéon han sido descritos recientemente para la inactivacion de genes en F.
tularensis (Kawula et al., 2004). Pero, a pesar de la exhaustiva investigacion y avances
existentes, los estudios de los mecanismos moleculares de la patogénesis de F. tularensis,
se han visto obstaculizados por la falta de técnicas genéticas para una rapida interrupcion
génica en la mayoria de los subespecies virulentas (Rodriguez et al., 2008). El desarrollo de
rapidas y eficientes técnicas para la manipulacién genética de F. tularensis es critico para el
desarrollo de vacunas eficientes contra la tularemia (Liu ef al., 2007). Hace algunos afios
atras ya se habia reportado la transformacién plasmidial de este patdgeno, pero el en
general el uso de estas herramientas era limitado debido a la baja integracion del DNA
plasmidial en el genoma y a una tasa relativamente baja de frecuencia de transformacion
(Maier et al., 2004). En el afio 2007 ha sido descrito un sistema mediante el cual se ha
logrado generar mutagénesis dirigida en varias cepas de este patégeno de una manera
exitosa, utilizando un sistema de intrones de grupo Il (“Targetrons”). Mediante esta nueva
herramienta de han inactivado genes importantes para la virulencia del patégeno, como por
ejemplo, los genes igIC, iglB y otros genes encontrados en la Isla de patogenicidad (Liu et
al., 2007; Rodriguez et al., 2009; Rodriguez et al., 2008). En este trabajo se utilizd el

sistema TargeTron descrito para F. tularensis, a pesar de que no se pudo transformar la
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bacteria, si se realizé un modelo de Knock out con este sistema, generando la insercion del
intrén en el gen de ChaP.s pero clonado en el vector pBluescript SK+, usando E. coli 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

la bacteria.

9. CONCLUSIONES

Este trabajo tuvo como objetivo principal obtener un mejor entendimiento del
comportamiento de la bacteria patdégena Piscirickettsia salmonis durante la infeccién, en
especial conocer cuéles son los mecanismos que utiliza este organismo para evadir el
sistema inmune y provocar la enfermedad. Por ese motivo se realizé la busqueda de genes
que tuvieran relacién con la virulencia y patogenicidad de la bacteria, en especial genes
relacionados con los sistemas de secrecién en Gram-negativas ya que, en general, éstos
permiten la exportacion o secrecion de factores de virulencia, moléculas capaces de afectar

el comportamiento de la célula huésped a favor del patdégeno.

Es asi que se realiz6 la busqueda 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 verificé que P. salmonis contiene en su genoma al menos dos sistemas de secrecion,
que corresponden a SSTI y SSTIV (Dot/lcm), ademas de los genes del Pili Tipo IV
(homologo al SSTII).

Se comprob6é que ambos sistemas de secreciéon estan transcripcionalmente activos en
diferentes condiciones de crecimiento de la bacteria, por lo 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 acido el que produce una sobreexpresion de ellos, lo que indicaria que
la fusién fagosoma-lisosoma es el gatillante para la secrecion de efectores de virulencia por

esta via en P. salmonis.

Se descarta en P. salmonis la existencia de los sistemas de secrecion SSTII, SSTV y SSTVI
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Se evidencié que P. salmonis contaria con otros sistemas implicados en virulencia, como el

sistema Pili Tipo IV y genes flagelares.

A pesar que P. salmonis es caracterizada como inmévil, la presencia del set de genes
implicados en la biosintesis flagelar en su genoma podria cambiar ese paradigma v,
adicionalmente, estos genes podrian tener una implicancia en la virulencia del patégeno.
Aunque la bacteria esta descrita como inmoévil, no se puede descartar que exista la
expresion de los genes flagelares, sabiendo que la expresién de estos esta regulada por
una cascada compleja en la que estan presentes proteinas reguladoras y varios factores
sigma, por lo que habria en cudl de las etapas de la cascada esta 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 patégeno contiene las herramientas tipicas presentes en bacteria que estan involucradas

en adherencia y formacién de biofilm.

Con los resultados obtenidos tras la consecusién de los primeros tres objetivos de esta tesis
se puede sefialar que el sistema de secrecion Dot/lcm seria el responsable de la
multiplicacién intracelular y la evasion del sistema inmune en P. salmonis, tal como lo es en
otros organismos relacionados, como son L. pneumophila y C. burnetii. Posicionandolo

como el mayor mecanismo de virulencia de la bacteria.

Adicionalmente el SSTI exporta una a-hemolisina, la que estaria implicada en la lisis celular
que la bacteria genera durante la infeccién, como también en la captaciéon de fierro
disponible para sus funciones metabdlicas. El conocimiento de los mecanismos de virulencia
de la bacteria permitiran el desarrollo de nuevas alternativas profilacticas para el control de
la enfermedad, utilizando como blanco estos genes o interferir en algun proceso de

bacteriano realizado por alguno de estos sistemas.

Se encontré la presencia de un operén toxina-antitoxina en el genoma de P. salmonis
(vapBC), el que tiene las mismas caracteristicas de sus homdigos en otros organismos.
Adicionalmente, se logré determinar la region promotora de este operén bicistronico, el que

retne las caracteristicas tipicas de un promotor bacteriano.
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Utilizando la técnica de RAGE se encontro el gen de la proteina HSP10 (GroES) y asimismo
la regiéon promotora de éste, pudiendo comprobar que este gen forma un operon bicistronico

en conjunto con el gen de la proteina ChaP.s.

En el ultimo objetivo de este trabajo se logré realizar un knock out de un gen de P. salmonis
(ChaP.s), clonado en E. coli, validando de esta forma al sistema de mutagénesis dirigida
TargeTron™, el que habia sido descrito para otros organismos. A pesar de no haber
cumplido este ultimo objetivo a cabalidad, debido a no se logré optimizar la transformacion
de la bacteria, la mayor proyeccion de este trabajo es la generacion de una cepa no
virulenta y no infectiva por medio de Knock out genes. Esta cepa tendria la 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 celulas
sin provocar la enfermedad activando el sistema inmune), que presentan propiedades
intrinsecas de adyuvantes y tienen la potencialidad de ser administradas por via oral, lo que

las transforma en una alternativa de vacunacion bastante atractiva.
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10. RECOMENDACIONES:

* La informacién entregada en este trabajo acerca de los mecanismos de patogenicidad
de la bacteria tiene la potencialidad de ser utilizado como base para el desarrollo de nuevas

alternativas para la prevencién y control de la Picirickettsiosis.

e Se recomienda en futuros trabajo la 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 Pli tipo IV con la finalidad de comprobar que todos los genes estan presentes en
el genoma de P. salmonis, y de esta forma, hacer un mayor analisis de funcionalidad de

éstos.

e« Con respecto a los genes flagelares, se recomienda hacer un analisis completo de los
niveles de expresion de todas las clases involucradas en la biosintesis flagelar, para lograr
un mayor entendimiento de la real funcion de este sistema en la bacteria. Ademas se
recomienda una analisis funcional de las secuencias promotoras de todos los genes
flagelares, con la finalidad de determinar si la no existencia de un flagelo funcional en la

bacteria es debido a una regulacién provocada por la no funcionalidad de los promotores.

e En todos los casos un analisis protéomico seria necesario para determinar la presencia
de las proteinas codificadas por los genes descritos en este trabajo, utilizando anticuerpos
especificos, comprobando de esta forma que los genes son todos funcionales. Ademas
este analisis permitiria una caracterizacion integral de todos los sistemas de secrecion,

englobando caracterizacion genética y proteédmica.

s Para lograr una transformacién eficiente de la bacteria, se recomienda la construccion de
una vector que contenga el origen de replicacion del plasmido criptico de P. salmonis, para

de ésta forma asegurar su replicaciéon y permanencia en el tiempo.

e Una vez lograda la transformacién eficiente, el es posible generar el Knock out de los
genes de virulencia. una vez obtenida esta cepa mutante se debera evaluar su infectividad.
Si se logra la obtencién de una cepa no infectiva por esta via, esta tendra la potencialidad
de ser utilizada como un modelo de vacuna viva, que podria entregar un mejor grado de

proteccion que las vunas existentes en el mercado en la actualidad.
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12. ANEXOS:

12.1 Anexo 1: Composicion medios de Cultivo probados para el crecimiento de P. salmonis

Medio Marino (Gibco):

Medio Marino (Marine Broth Gibco) Formula 1 litro

Beplona it s S i 50g
Extractolde Levadumis sl i 1.0g
CittaloiEémicos w vl e e i 019
CloruroideSodion o r el din 19.45g
Clantro daNagnesio:. . S unial St g 8.84g
SulfatodeSodio. ..ol s i s s 3.24g
Clorroide Calcio- il ol i s i 18g
Clorurode Potasio. - o o ain g 0.55g
Bicarbonato de Sodio...........coccoeiiiiiiiiiii s 0.16g
Bromuro de Potasio........c..ccoiiiiiiiiiiiiiniininiitieassaaiunis 0.08g
GClomurode Estrenciol i il i L 34.0mg
ACHOBOHEo /s 22.0 mg
Silicatode Sodio. i L lE sl 4.0 mg
Eluoruro de Sodios:: ool sl aiiiiisin 24 mg
Nitrate:de'Amonio i sl e bl s 1.6 mg
Eostatardisodieo: s m i e e 8.0 mg
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12.2 Anexo 2: Lista organismos y proteinas utilizadas para el disefio de cebadores

degenerados para los diferentes sistemas de secrecion.

Sistema

Proteina GenBank Organismo Secrecion
HlyD CA087520.1 Microcystis aeruginosa PCC 7806 SSTI
HlyD CAAT74193.1 Escherichia coli SSTI
HiyD YP_245452 1 Pseudomonas aeruginosa SSTI
HiyD ZP_04990152.1 Francisella novicida GAS9-3548 SSTI
HlyD ABQ54911.1 Legionella pneumophila cepa Corby SSTI
HlyB AAA20545.2 Escherichia coli SSTI
HlyB AFB78155.1 Francisella tularensis subsp. tularensis SSTI
HlyB YP_855893.1 Aeromonas hydrophila SSTI
HlyB CBK43143.1 Nitrospira defluvii SSTI
HlyB YP 236148.1 Pseudomonas syringae pv. syringae SSTI

PulE/LspE | YP_001250058.1 | Legionella pneumophila cepa Corby SSTII
PulE/GspE | YP_001902178.1 | Xanthomonas campestris pv. Campestris SSTII
PulE/GspE | YP_006522595.1 | Pseudomonas stutzeri DSM 10701 SSTII
PulE/GspE |NP_417785.1 Escherichia coli cepa K-12 SSTI
PulE/GspE | YP_156406.1 Idiomarina loihiensis L2TR SSTII
PulD/LspD |YP_003618598.1 | Legionella pneumophila 2300/99 Alcoy SSTII
PulD YP_005660093.1 | Campylobacter jejuni subsp. jejuni S3 SSTII
PulD YP_002240367.1 | Klebsiella pneumoniae 342 SSTII
PulD YP_156407.1 Idiomarina loihiensis L2TR SSTIl
PulD YP_003000551.1 | Escherichia coli BL21 SSTII
LerD/YscV | YP_004210056.1 | Yersinia pestis Java 9 SSTII
LerD YP_791542.1 Pseudomonas aeruginosa UCBPP-PA14 SSTII
LerD/AscV | Q8GA91 Aeromonas salmonicida SSTII
MixA NP_085310.1 Shigella flexneri SSTI
MixA AAK53923.1 Escherichia coli SSTIl
MixA EHN47669.1 Salmonella enterica SSTII
MixA YP_005207200.1 | Pseudomonas fluorescens F113 SSTII
IpaB NP_085290.1 Shigella flexneri 2002017 SSTII
IpaB YP_217804.1 Salmonella enterica subsp. enterica SSTII
IpaB EJL02335.1 Pseudomonas fluorescens Q2-87 SSTII
IpaC YP_005712019.1 | Shigella flexneri 2002017 SSTI
IpaC EHC34084.1 Salmonella enterica subsp. enterica SSTI
IpaC NP_902288.1 Chromobacterium violaceum SSTII
IpaD YP_005712018.1 | Shigella flexneri SSTIHI
IpaD NP_902287 1 Chromobacterium violaceum SSTII
IpaD EHC53294 .1 Salmonella enterica subsp. enterica SSTIII

168



Sistema

Proteina GenBank Organismo Secrecion
VirB11 YP_001967541.1 | Agrobacterium tumefaciens SSTIV-A (VirB/D)
VirB11 YP_006226978.1 | Helicobacter pylori SSTIV-A (VirB/D)
VirB11 AAX86708.1 Wolbachia endosymbiont SSTIV-A (VirB/D)

VirB11/Lvh11 | YP_001252059.1 | Legionella pneumophila cepa Corby SSTIV-A (VirB/D)
VirB2 YP _001967532.1 | Agrobacterium tumefaciens SSTIV-A (VirB/D)
VirB2/Lvh2 | YP_006507317.1 | Legionella pneumophila cepa Corby SSTIV-A (VirB/D)
VirB2 NP_940724.1 Pseudomonas syringae SSTIV-A (VirB/D)
VirB2 NP_541003.1 Brucella 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)
VirB5 AAZ50522.1 Agrobacterium tumefaciens SSTIV-A (VirB/D)
VirD4 AAF77174.1 Agrobacterium tumefaciens SSTIV-A (VirB/D)
VirD4/LvhD4 | 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_06186679.1 | Legionella longbeachae D-4968 SSTIV-B (Dot/lcm)
DotB EDP46591.1 Rickettsiella grylli SSTIV-B (Dot/lcm)
DotB ZP _02218390.1 | Coxiella burnetii Q321 SSTIV-B (Dot/lcm)
lcmK NP_82061 Coxiella burnetii RSA 493 SSTIV-B (Dot/lcm)
lcmK YP 094494 .1 Legionella pneumophila cepa Philadelphia | SSTIV-B (Dot/lcm)
lcmK ZP_06187708.1 | Legionella longbeachae D-4968 SSTIV-B (Dot/lcm)
lcmK ZP_02062560.1 | Rickettsiella grylli SSTIV-B (Dot/lcm)
IcmF 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 longbeachae D-4968 SSTIV-B (Dot/lcm)
lemW ZP_02062290.1 | Rickettsiella grylli SSTIV-B (Dot/lcm)
lcmW YP_002302947.1 | Coxiella burnetii CbuG_K212 SSTIV-B (Dot/lcm)
lemW AAU28746.1 Legionella pneumophila cepa Philadelphia | SSTIV-B (Dot/lcm)
lcmW ZP _06186684.1 | Legionella longbeachae D-4968 SSTIV-B (Dot/lcm)
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12.3 Anexo 3: Lista de cebadores degenerados utilizados para la amplificacién de los genes

de los diferentes sistemas de secrecion.

Sistema

secrecion Primer Secuencia
SSTI hlyD HiyD-F1  |5’-GAY CAT ACG ACR GTB MTD CAT GCY -3’
SSTI hlyD HlyD-R1 5’ -CAR ATM ATT YTV ACY WSY GAT MAG-3’'
SSTI hlyD HlyD-R1 5'-GCM AGS CKT TGS GCR ATR ATY A-3'
SSTI hlyB HlyB-F1 5'-GAM TAT CCD AAD GAR ATM RAM GGS-3'
SSTI hlyB HlyB-F2 5'-TCM GAA CGK CGH ATC CCM CAR GAT-3'
SSTI hlyB HlyB-R1 5'-CAR ATC ATT YTS ACC WSY GAT CGM-3'
SSTII pulG PulG-F1 5/-TCT TTG ATC GAA ATT ATG GTT GTT G-3'
SSTII pulG PulG-R1 5'-CAA CAA CCA TAA TTT CGA TGA AAG A-3'
SSTI pulG PulG-F2 5’ -GGT AAC TGG GAT GAC CAC TCA-3’
SSTI pulG PulG-R2 5/-TGA GTG GTC ATC CCA GTT ACC-3’
SSTII pilD PilD-F1 5/ -AGC TAY YTR ACC YTG CGC GGY-3'
SSTIl pilD PilD-F2 5’-CGG MAG YTT YCT TAA CGT VGT Y-3'
SSTIl pilD PilD-R1 5/-TTR BAAR TCK CCR TGR CCC ATD CC-3’
SSTI pilD PilD-R2 5'-CGG MAG YTT YCT TAA CGT VGT Y-3'
SSTI pilB PilB-F1 5'-GAY ATW CAC TTY GAR CCY TAT GAR-3'
SSTIl pilB PilB-F2 5'-TCM GAA CGK CGH ATC CCM CAR GAT-3’
SSTI pilB PilB-R1 5/ -GCR CTG GTK GTR TGY AGR GTR GA-3'
SSTII pilB PilB-R2 5'-GCM AGS CKT TGS GCR ATR ATY A-3’
SSTII mixA MixA-F1 5/ -ATR TTY CGK CTC GCV CTB TC=3'

SSTII mixA MixA-R1 5'-RAA CTT CAT SGC GCC RTC-3'

SSTII mixA MixA-R2 5'-GCW ATM ARS AGS GCM GG-3'

SSTII mixA MixA-F2 5'-GCC MGC KAT YGC RTC SCC YTT-3'

SSTIN lerD LerD-For1 | 5'-CCG GAA TTC ATC CCC ATG ATC TTG AGT-3’
SSTII lerD LerD-Revl [57-CCG GAA TTC TAT CGC TAC CCA AGT CTG-3’
SSTII lerD LerD-For2 |[5'-CAR CGW GTW TGT TTT GGK TGY GGW-3'
SSTII lerD LcrD-Rev2 |[5'-AGT ATG GGH TCH GTH GTY GGW GAA AARA-3'
SSTI ipaD IpaD-For 5'-GCS CTV AAY GTS GCY TCW AC-3'
SSTI ipaD IpadD-Rev1 |[5’-TTG TGC VAC YAR ACC RTC vCC-3'
SSTII ipaD lpadD-Rev2 |[5'-ATC RTA CAT YAR YTC ATC CAG SG-3’
SSTII ipaC IpaC-For 5'-ACW GAT YTS GAR ATK GAA ATG GAT-3'
SSTII ipaC IpaC-Revl |5'-ACW GAT GGK CAY AGA ATG KCT ATM-3’
SSTII ipaC IpaC-Rev2 |5'-ATG GAG CGA GAT ATT AGC AAG G-3'
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Sistema

secrecion Secuencia
SSTIV (VirB/D4) | virB11 | VirB11-F1 |5’ -GAY CCR AAR ACY GWW GAA ATY-3’

SSTIV (VirB/D4) | virB12 | VirB11-F2 [5'-GTM CAR CTG GTS ATY CCM CCR-3'
SSTIV (VirB/D4) | virB11 | VirB11-R1 |5’ -GGT CMG GSC GCA TWC KSA G-3’

SSTIV (VirB/D4) | virB12 | VirB11-R2 |5'-BAT RAT BCK RTC SGG TCT KA-3'
SSTIV (VirB/D4) virB2 VirB2-F |5’-GTM CAR CTG GTS ATY CCM CCR-3’'
SSTIV (VirB/D4) virB2 VirB2-R1 |5’ -BAT RAT BCK RTC SGG TCT KA-3’
SSTIV (VirB/D4) virB2 VirB2-R2 |5’-TGT TGT YTT GCC KSW WCC KG-3’
SSTIV (VirB/D4) virB5 VirB5-F1 |5'-ACW GGY AAR CTR AAA GGM TCR AAA-3'
SSTIV (VirB/D4) virB5 VirB5-F2 |5'-ATT ATG TTT GCK GTT YTG GAT ACY-3'
SSTIV (VirB/D4) virB5 VirB5-R1 [5'-TTT YGA KCC TTT YAG YTT RCC WGT-3'

SSTIV (VirB/D4) virB5 VirB5-R2 '-CAA CGC CTT GGT TAA GTG TGA CCG-3'
SSTIV (Dot/lcm) icmK lemK-F 5'-TCA ACM GGW CCY CCT TGG CC-3'
SSTIV (Dot/lcm) icmK lcmK-R1 |[5'-GCD ACD GCA TAA TCV ACS GC-3'
SSTIV (Dot/lcm) icmK lemK-R2 |5'-CHG CAT GYG TYC CAT CYG C-3'
SSTIV (Dot/lcm) dotB dotb-F1 5/ -GCK TCA GAT ATW ACW ATY CAA AC-3’
SSTIV (Dot/lcm) dotB dotB-F2 |5’'-GCW GAR GTK TAT GGM MGM Y-3’

SSTIV (Dot/lcm) dotB dotB-R1 5'-TGT TTC AAK AAT RTC GAT RGT-3'

SSTIV (Dot/lcm) dotB dotB-R2 |5’-YTC MCK YAG KGC WAC MCG-3'

SSTIV (Dot/lcm) dotB dotb-F3 |5'-GCW CAR GTK TAT GGM MG-3'

SSTIV (Dot/lcm) dotB dotB-R3 |5'-SCC YGT TAA AGC GGC YTC-3'

SSTIV (Dot/lcm) | icmW | lemW-for1 |5’ -ATG CCW GAT YTR WSS CAT RAA GCC-3’
SSTIV (Dot/lecm) | iemW | lemW-for2 |5’/ -TCC YTK TGY YTS GGT TAY GG-3'

SSTIV (Dot/lcm) | icmW | IlcmW-rev |5'-TAR TAA CCK YAG YCK TTC AAA TAC MAW-3'

SSTIV (Dot/lcm) icmF lcmF-F 5'-GGW TCR YTA MTK TCS GTW-3'
SSTIV (Dot/lcm) icmF IcmF-R2 |5'-GAT AGY YCK ACB GTD TTA GTT-3'
[ SSTIV (Dot/lcm) icmF lcmF-R1 |5'-CAA TTT WCG RCC TCC RCG CAT R-3'
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