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Justificacion y
antecedentes

1.1. Antecedentes

La producciéon ganadera es una de las actividades econdmicas mds rentables
de nuestro pais, y dada la marcada orientacion de esta actividad hacia la
exportacién, Uruguay debe cumplir las exigencias del mercado internacional
para garantizar la competencia de sus productos. La situacidn sanitaria de
Uruguay en relacion a la produccion ganadera se considera muy buena, y
ha abierto las puertas hacia los mercados més exigentes. Sin embargo, las
tasas de procreo han sido histéricamente bajas, situdndose en el entorno de
63 % en el periodo 1981 a 2012, lo que se traduce a pérdidas econdmicas
millonarias. Si bien este problema es multifactorial, se considera importante
el impacto de las enfermedades infecciosas. Se han registrado casos de éxito
en los que la adopcion de acciones oportunas en un rodeo, como las descritas
en Subseccion 2.3.5, que pueden aumentar significativamente la eficiencia
reproductiva, con aumentos en indices de procreo superiores al 20% [1].
Pero en ausencia de datos epidemioldgicos actualizados, la adopciéon de

medidas sanitarias a nivel nacional es practicamente imposible.

En 2015 surge el proyecto “Desarrollo y validacién de metodologias para el
diagndstico y control de la campylobacteriosis genital bovina”, financiado

por el Fondo Sectorial de Salud Animal de la ANII, cuyos responsables fueron



los Dres. Lucia Calleros, Ruben Pérez y Gregorio Iraola. Este trabajo deriva

de la ejecucién de dicho proyecto.

Uno de los objetivos propuestos en este proyecto consistio en aislar cepas
de Campylobacter. fetus bovinas pertenecientes a diferentes establecimientos
rurales, y secuenciar sus genomas. Fruto de este trabajo, se obtuvieron 11
aislamientos de C. fetus de un total de 520 muestras de raspado prepucial
bovino analizadas, provenientes de 98 establecimientos rurales, equivalente

a una prevalencia de 2,6 % [2, 3].

Para conocer el status sanitario del Uruguay es necesario contar con herra-
mientas de diagnodstico faciles de implementar, sensibles y especificas. La
Organizacion Mundial de Salud Animal (OMSA) recomienda el aislamiento y
cultivo de C. fetus para el diagndstico de la Campylobacteriosis genital bovina
(CGB), el cual requiere medios de transporte adecuados y una plataforma
tecnoldgica que permita el crecimiento de esta especie en condiciones de
microaerofilia, ademds de personal altamente calificado y especificamente
entrenado. Si bien existen varias herramientas de diagnodstico molecular, la
baja sensibilidad y/o especificidad reportadas limitan su uso como técnicas

de diagndstico definitivo.

En este escenario resulta interesante estudiar exhaustivamente la diversidad
genética de C. fetus, partiendo de una base de datos gendémicos confiables y
diversos, con el fin de identificar potenciales blancos moleculares de diag-
nostico. En este sentido, con el fin de incorporar datos genémicos de calidad
provenientes de cepas de circulacion local, la siguiente etapa del proyecto
consistié en obtener los genomas, tanto de los aislamientos recuperados en la
fase anterior, como de otras cepas aisladas de bovinos, ovinos y humanos en
Uruguay, gracias a la colaboracién de diferentes instituciones, tanto publicas

como privadas, que cedieron sus aislamientos.

1.1 Antecedentes
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El trabajo plasmado en esta tesis abarca el anélisis de los genomas obtenidos

en el marco del proyecto antes mencionado.

1.1 Antecedentes 3



1.2. Hipoétesis y objetivos

En Uruguay, la presencia de C. fetus ha sido registrada tanto en el d&mbito
veterinario como en el clinico, con significativas implicaciones econdmicas
y sanitarias. Desde su deteccion hace 60 afios, ha afectado la producciéon
ganadera y causado pérdidas econémicas por la disminucién de la fertilidad y
los tratamientos veterinarios. Ademas, la infeccién en humanos puede llevar

a complicaciones graves, aumentando la carga sobre el sistema de salud.

Este trabajo surge bajo la hipdtesis de que reconocer la diversidad genética
de la especie es esencial para entender la enfermedad y disefiar estrategias
de diagndstico rutinario en la practica clinica y veterinaria. En base a esta

hipétesis se trazan los siguientes objetivos especificos:

Generar una base de datos gendmicos de cepas de C. fetus asociados a
mamiferos que contenga secuencias de diversos origenes, incluyendo
las que circulan en nuestro pais.

Describir los genomas recolectados e inferir la estructura poblacional, y su
relacion con el origen de los aislamientos.

Identificar caracteristicas genéticas relevantes para la ecologia de C. fe-
tus, que permitan ser utilizadas para inferir el potencial patogénico y

determinar el riesgo clinico o veterinario de una cepa.

1.3. Estructura de este trabajo

El punto de partida del trabajo plasmado en esta tesis fueron los datos de
secuenciacién de segunda y tercera generacion, obtenidos a partir de los

aislamientos mencionados en el Capitulo 1. La obtencidn de estos genomas se

1.2 Hipdtesis y objetivos
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describe en el Capitulo 3, titulado “Obtencién de genomas de Campylobacter

fetus aisladas en Uruguay”.

En el Capitulo 4, “Estudio comparativo de genomas de Campylobacter fetus
subsp. fetus y Campylobacter fetus subsp. venerealis”, se recogen datos disponi-
bles en bases de datos publicas y se analizan en conjunto con los genomas
obtenidos en el Capitulo 3 para analizar de forma global la diversidad gené-
tica en las cepas de C. fetus secuenciadas, con el fin de identificar posibles
blancos moleculares de diagndstico de la CGB. Alli se describe y caracteriza
la estructura poblacional de C. fetus asociados a mamiferos y su relacién
en la preferencia a hospedero, subespecie y origen geografico. Por ultimo
se describe el desarrollo de una herramienta basada en PCR con potencial

diagndstico.

La CGB, como su nombre lo indica, es la manifestacién clinica de la colo-
nizacidn del tracto genital de C. fetus en bovinos, razén por la cual resulta
interesante explorar en detalle los genomas de C. fetus asociados a estos ani-
males en forma exclusiva. Este trabajo es plasmado en el Capitulo 5, titulado
“Genomica poblacional aplicada al estudio de aislamientos de C. fetus bovi-
nos” donde se describe la estructura poblacional derivada de estos genomas
y su relacion con el origen geografico. Ademads se caracteriza cada grupo
derivado de la estructura poblacional obtenida y se identifican diferenciales

relacionados a la movilidad genética y la interaccién hospedero-patégeno.

En el Capitulo 6 “Estudio de una serie de casos clinicos de Campylobacter
fetus ocurridos en Montevideo entre 2013 y 2018” se caracteriza una serie de

casos clinicos de C. fetus ocurridos en Montevideo.

Por ultimo, el Capitulo 7 provee una mirada global a los principales resultados

obtenidos en este trabajo.

1.3 Estructura de este trabajo



Introduccidn

2.1. Sobre Campylobacter

Campylobacter es un género de bacterias muy grande y diverso, cuyas especies
colonizan tanto humanos como otros mamiferos, aves y reptiles. Si bien
la especie tipo del género es C. fetus, las especies mds estudiadas son C.
coli y C. jejuni, debido a que son responsables de la mayor parte de las
enteritis en humanos a nivel mundial [4]. Mas aun, hasta el 90 % de los
aislamientos clinicos de Campylobacter corresponden a la especie C. jejuni
[5]. Sin embargo, otras especies diferentes a coli-jejuni han sido asociadas
a diferentes patologias en humanos, tanto entéricas como sistémicas, pero
su prevalencia es subestimada debido al sesgo en el diagnéstico hacia las
especies mds comunes. Asi es que el potencial patogénico de estas especies

emergentes de Campylobacter es desconocido.

A continuacién se describe la composicién actual del género Campylobacter y

su taxonomia, ademads de sus principales caracteristicas.

2.1.1. Taxonomia

Campylobacter es un género perteneciente a la clase Epsilonproteobacteria,
clase Campylobacterales, familia Campylobacteraceae, siendo Campylobacter

fetus su especie tipo.



En la actualidad, segun el Listado de Nombres Procariotas con Posicion en
Nomenclatura (LPSN por sus siglas en inglés), el género Campylobacter esta
formado por 43 especies, 13 de ellas definidas en los dltimos 3 afios [6]. La
Tabla 2.1 muestra las especies validadas y publicadas que componen actual-
mente el género Campylobacter. La Figura 2.1 muestra el arbol filogenético

del género, obtenido de https://tygs.dsmz.de/ [7, 8].

Tabla 2.1: Especies pertenecientes al género Campylobacter presentes en LSPD

Nombre Aiio y referencia
Campylobacter anatolicus 2021 [9]

Campylobacter armoricus 2019 [10]

Campylobacter aviculae 2020 [11]

Campylobacter avium 2009 [12]

Campylobacter bilis 2022 [13]

Campylobacter blaseri 2018 [14]

Campylobacter canadensis 2007 [15]

Campylobacter coli 1948 [16], 1973 [17]
Campylobacter concisus 1981 [tanner_wolinella_1981]
Campylobacter corcagiensis 2014 [18]

Campylobacter cuniculorum 2009 [19]

Campylobacter curvus 1984 [tanner_wolinella 1984], 1991 [20]
Campylobacter estrildidarum 2021 [11]

Campylobacter fetus 1919 [21], 1963 [22]
Campylobacter geochelonis 2016 [23]

Campylobacter gracilis 1981 [tanner_wolinella_1981], 1995 [24]
Campylobacter helveticus 1993 [25]

Campylobacter hepaticus 2016 [26]

Campylobacter hominis 2001 [27]

Campylobacter hyointestinalis 1985 [28]

Campylobacter iguaniorum 2015 [29]

Campylobacter insulaenigrae 2004 [30]

Campylobacter jejuni 1931 [31], 1973 [17]
Campylobacter lanienae 2000 [32]
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Tabla 2.1 continuacion

Nombre Ao y referencia
Campylobacter lari 1984 [33]
Campylobacter majalis 2022 [34]
Campylobacter massiliensis 2021 [35]
Campylobacter mucosalis 1981 [36], 1985 [37]
Campylobacter novaezeelandiae 2020 [38]
Campylobacter ornithocola 2017 [39]
Campylobacter peloridis 2009 [40]

Campylobacter pinnipediorum 2017 [41]
Campylobacter portucalensis 2021 [42]

Campylobacter rectus 1981 [tanner_wolinella 1981], 2015 [43]
Campylobacter showae 1993 [44]

Campylobacter sputorum 1940 [45], 1973 [17]

Campylobacter subantarcticus 2010 [46]

Campylobacter suis 2022 [34]

Campylobacter taeniopygiae 2021 [11]

Campylobacter upsaliensis 1991 [47]

Campylobacter ureolyticus 1978 [48], 2010 [49]

Campylobacter volucris 2010 [46]

Campylobacter vulpis 2021 [50]

2.1.2. Principales caracteristicas

El nombre Campylobacter proviene de la palabra en griego kampylos, que
significa curvo, y bacter, refiriéndose a su tipica forma de bastén. Se trata
de bacterias de tinciéon gram negativa, de 0,2 a 0,8 um de ancho por 0,5
a 5 um de longitud, con forma de bastén curvo o espiralado. La mayoria

de las especies son mdviles y presentan un movimiento caracteristico como

2.1 Sobre Campylobacter
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de sacacorchos, gracias a la presencia de un flagelo polar, en uno o en
ambos extremos, cuya longitud puede superar 2 o 3 veces la longitud de la

bacteria.

Campylobacter cuniculorum DSM 23162
Campylobacter massiliensis Marseille-Q3452

Campylobacter showae ATCC 51146

Campylobacter avium LMG 24591
Campylobacter novaezeelandiae B423b

_|7 Campylobacter rectus ATCC 33238
Campylobacter volucris LMG 24380

Campylobacter hominis ATCC BAA-381
_| Campylobacter ureolyticus DSM 20703
Campylobacter pinnipediorum RM17260
Campylobacter blaseri 17S00004-5
Campylobacter felis XJK22-1
Campylobacter upsaliensis DSM 5365
Campylobacter vulpis 251/13

Campylobacter helveticus ATCC 51209
Campylobacter concisus ATCC 33237
Campylobacter sputorum LMG 7795
Campylobacter iguaniorum 1485E
Campylobacter gracilis ATCC 33236
Campylobacter canadensis LMG24001T
1 — Campylobacter vicugnae RM12175
L Campylobacter ovis SYS25-1T
—

Campylobacter porcelli RM6137
Campylobacter lanienae NCTC 13004

Campylobacter magnus 46386-21
Campylobacter jejuni ATCC 33560
Campylobacter hepaticus HV10

Campylobacter bilis VicNov18
Campylobacter portucalensis FMV-PI01
— Campylobacter hyoilei NCTC 12884
L Campylobacter coli NCTC 11366
Campylobacter suis LMG 8286T
Campylobacter majalis LMG 7974T
— Campylobacter fetus ATCC 27374
L Campylobacter fetus subsp. venerealis NCTC 10354
|— Campylobacter fetus subsp. testudinum LMG 27499
Campylobacter hyointestinalis ATCC 35217
Campylobacter troglodytis MIT 05-9149A
| Campylobacter geochelonis RC20
Campylobacter curvus DSM 6644
Campylobacter gastrosuis PS10T
Campylobacter mucosalis DSM 21682
Campylobacter lari ATCC 35221
Campylobacter ornithocola WBE38
Campylobacter armoricus CA656
Campylobacter subantarcticus LMG 24377
Campylobacter peloridis LMG 23910
Campylobacter corcagiensis CIT 045

1

Fig. 2.1: Arbol filogenético construido a partir de secuencias genémicas de
especies de Campylobacter. Descargado de https://tygs.dsmz.
de/ [7, 8]
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Son bacterias microaerofilicas [51], que obtienen energia principalmente a
partir de compuestos organicos como carbohidratos, aminodcidos y acidos

orgdnicos.

Desde el punto de vista epidemiolégico, Campylobacter es un género asociado
a enfermedades gastrointestinales transmitidas por alimentos. Segun describe
Backert en su libro “Fighting Campylobacter Infections: Towards a One Health
Approach” el tipico paciente de campylobacteriosos es un nifio o joven que
vive en un area rural, bebe leche cruda, le gusta comer pollo y nadar en

aguas superficiales naturales [52].

2.1.3. Un poco de historia

Si bien el género Campylobacter es descrito por primera vez en 1963 [22], los
registros mas antiguos de la asociacion de vibrios similares a Campylobacter
en humanos datan de 80 afios antes: Escherich describe en 1886 la presencia
de bacterias espiraladas en el colon de nifios muertos a causa de lo que llamé
‘s . - . (s L.
célera infantil”, y en nifios con enfermedades entéricas, pero no logré aislar
el microorganismo en medio sélido. Sin embargo, sus hallazgos no fueron

reconocidos hasta 1984 [53].

En 1909, los veterinarios McFadyean y Stockman reportan la presencia de
una bacteria desconocida, similar a vibrios, aislada frecuentemente en fetos
abortados ovinos. Tres afios después Smith y Taylor reportan la presencia
de esta bacteria, a la que llamaron Vibrio fetus, en fetos bovinos [21]. Desde

entonces diversos estudios reportaron la presencia de Vibrio fetus o bacterias

similares en casos de abortos y diarreas en humanos, cerdos y bovinos [54].

No fue sino hasta 1963 cuando Sebald y Veron describen por primera vez el

género Campylobacter [22]:

2.1 Sobre Campylobacter
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Se propone que las especies Vibrio bulbulus y V. fetus, cuyos contenidos
GC se aproximan a 30 y 34 % respectivamente, sean parte del género

Campylobacter (de las palabras griegas para curvo y baston).

Se propone la siguiente definicién del género Campylobacter g nov:
Bacterias Gram-negativas que ocurren como bastones curvos y finos,
que pueden tomar formas esféricas, son moviles debido a la presencia
de un flagelo polar mono o multitrico, no esporulantes, anaerobias
facultativas u obligadas, que reducen nitrito a nitrato, no acidifican
medios que contienen azucar, son no proteoliticas, y saproficas o a
veces patdgenas para el humano y otros animales. El contenido GC de

Campylobacter es 30 a 34 %. La especie tipo es Campylobacter fetus.

En esta revisidn del género se incluian las especies C. fetus (especie tipo),
C. coli [16], aislada a partir de heces de cerdos; C. jejuni [31, 55], aislada
de ganado o humanos con enfermedades gastrointestinales y fetos bovinos

abortados; y por ultimo, C. sputorum [45], aislada en humanos y ganado.

Subsiguientemente se fueron agregando otras especies al género, gracias a
mejoras en las técnicas de aislamiento, y con el comienzo de la implementa-
cién de técnicas de tipificacion molecular mas sofisticadas. Esto permitié que
se confirmaran especies de Campylobacter, como es el caso de Bacteroides
gracilis y B. ureolyticus [43] o bien se trasladaran a otros géneros, como
sucedio con las especies C. pylori y C. mustelae, que fueron incorporadas al

género Helicobacter [56].

2.1.4. Especies de Campylobacter

Puede distinguirse en el género Campylobacter un grupo de especies termoto-
lerantes, capaces de crecer a 41,5 °C en condiciones de microaerobiosis. En

este grupo encontramos a C. coli, C. jejuni, C. lari, C. upsaliensis, C. helveticus,
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entre otras. Las especies C. jejuni y C. coli han sido ampliamente estudiadas,
ya que representan casi el 90 % de los casos clinicos de campylobacteriosis y
son responsables de mds del 80 % de las enteritis a nivel mundial, superando

incluso a especies como E. coli y Salmonella [57].

En los ultimos afios ha aumentado el nimero de especies diferentes a C.
coli y C. jejuni asociados a infeccién en humanos o animales, siendo reco-
nocidas como patégenos emergentes. El reconocimiento de nuevas especies
de Campylobacter ha sido posible en gran medida gracias a mejoras en la
implementaciéon de métodos moleculares y de cultivo rutinarios empleados
para el diagndstico, tanto en la practica clinica como en la veterinaria. Sin
embargo, el rol de la secuenciacién gendémica y andlisis basados en gené-
mica comparativa ha sido fundamental para conocer las bases evolutivas y

epidemioldgicas de las especies emergentes de Campylobacter.

2.1.5. Gendmica aplicada al estudio de
Campylobacter

Con el advenimiento de técnicas de secuenciacién masiva y el creciente inte-
rés en el estudio de Campylobacter se han secuenciado miles de genomas de
cepas extraidas de diferentes hospederos y ambientes, siendo la secuencia-
cion de los genomas una herramienta fundamental para la confirmacion de
las nuevas especies. Un ejemplo de esto lo constituye la especie C. hepaticus,
aislada de pollos de uso comercial portadores de la enfermedad del higado

manchado o SLD por sus siglas en inglés (Spotty Liver Disease) [26].

El nimero de genomas disponibles en bases de datos publicas de especies de
Campylobacter viene en aumento y se acelera en la década del 2000, proba-

blemente debido a mejoras en métodos de diagndstico y la comercializacion

2.1 Sobre Campylobacter

12



de tecnologias de secuenciacion masiva. En la Fig.2 de la revisién “Patho-
genomics of Emeging Campylobacter species” (pag. 17) [58], se muestra la
evolucién en el numero de taxa (A) y genomas disponibles en NCBI (B) en el

tiempo.

Los resultados de una busqueda de genomas ensamblados utilizando el
término “Campylobacter” en el sitio web del NCBI denota la disponibilidad de
mds de 83.000 genomas secuenciados, de los cuales mds del 96 % pertenecen
a las especies coli y jejuni. La baja disponibilidad de genomas de la mayoria
de las especies emergentes impide la realizacién de estudios poblacionales
y de conocer la evolucion y el potencial patogénico de las mismas. En el
articulo mencionado anteriormente [58], mostrado al final del capitulo se
revisan los principales estudios gendmicos realizados hasta su publicacién en

2019.

2.2. Campylobacter fetus

Como se menciond anteriormente (Ver pag. 10), en 1963 Sebald y Veron

describen el género Campylobacter, con C. fetus como su especie tipo.

Campylobacter fetus es una especie histéricamente relacionada a la produc-
cion de fallas reproductivas en ganado vacuno y en ovinos. Pero también
supone un importante patdgeno humano, al ser causante de la mayoria de
las bacteremias causadas por Campylobacter, afectando principalmente a
individuos inmunocomprometidos o afiosos [59], presentandose a menudo

con desenlaces fatales.

Su primer registro data de 1909, en asociacion con la ocurrencia de abortos

en ovinos. Luego, se detecta su presencia en fetos bovinos abortados y debido
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a su semejanza con Vibrio colerae, Smith y Taylor le adjudican el nombre

Vibrio fetus.

No fue sino hasta 1947 que se asocia la entonces llamada Vibrio fetus a
casos de aborto y bacteremia en humanos [60]. En 1959 Florent reporta la

presencia de dos variantes de V. fetus en base a observaciones fenotipicas:

V. fetus venerealis Esta denominacién reune a las cepas de V. fetus en las
que se observé transmisién venérea, con tropismo por el tracto genital
de bovinos, observandose en estos animales la ocurrencia de abortos

recurrentes e infertilidad.

V. fetus intestinalis Las cepas agrupadas bajo la subespecie intestinalis fue-
ron caracterizadas por su capacidad de colonizar el tracto intestinal de
ovinos, bovinos, humanos, cerdos y aves. Sin embargo, se describe su
aislamiento a partir del tracto genital de ovinos y bovinos, en los que

produce abortos esporadicos.

En el mismo trabajo, Florent propone a su vez la utilizaciéon de pruebas
bioquimicas para diferenciar entre V. fetus venerealis y V. fetus intestinalis,
al observar que V. fetus intestinalis a diferencia de la subespecie venerealis,
producia H,S y era capaz de crecer en un medio suplementado con glicina

1% [61]. Este método de diagnostico es aceptado hasta la actualidad [62].

2.2.1. Posicion taxondmica

Campylobacter fetus pertenece al grupo de especies de Campylobacter no
termotolerantes, debido a que, en general, a diferencia de las especies termo-
tolerantes como C. jejuni y C. coli no son capaces de crecer a 42 °C. La especie
hermana a C. fetus es C. hyointestinalis, especie descrita en 1985 [28], forma-

da por dos subespecies con gran asociacién a hospedero [63]. C. iguaniorum
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y C. lanienae son las otras dos especies cercanas a C. fetus, que a diferencia
de C. fetus y C. hyointestinalis no han sido reportadas como causantes de
infeccion en humanos o animales (Ver Fig.1 en pdg. 3 de “Pathogenomics of

emergent Campylobacter species” [58]).

2.2.2. Subespecies

Campylobacter fetus reune tres subespecies: C. fetus testudinum (Cft), C. fetus
fetus (Cff) y C. fetus venerealis (Cfv). A continuacion se describe brevemente la
subespecie Cft, asociada principalmente a reptiles, para luego profundizar en
Cff y Cfv, subespecies que tienen a diferentes mamiferos como sus principales

hospederos. (Ver Figura 2.2).
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Fig. 2.2: Arbol filogenético construido a partir de secuencias genémicas de
Campylobacter. Descargado de https://tygs.dsmz.de/ [7, 8]
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Campylobacter fetus testudinum (Cft)

Esta subespecie es la mas reciente [64], ya que se propuso su creacion
para agrupar aislamientos de C. fetus obtenidos de humanos y reptiles que
mantenian diferencias genéticas significativas con las cepas tipicamente
aisladas de mamiferos [65]. En 2001, Tu et al. reportan que las cepas de C.
fetus aisladas de reptiles se diferencian de las “cldsicas” aisladas de mamiferos
en sus secuencias de los genes 16S, recA y sapD, y pueden ser discriminadas
mediante la aplicacion de técnicas como RAPD, PFGE e hibridacién ADN-
ADN, proponiendo ademds la separacion de las cepas reptilianas en un nuevo

taxo, definido a nivel de una nueva especie o subespecie [66].

El primer aislamiento de una cepa de C. fetus de un hospedero reptil fue
reportado en 1985 [67], durante una investigacion clinica de un posible caso
de salmonelosis en un nifio. Desde entonces se han reportado diversos casos
clinicos, sobre todo en pacientes afiosos o inmunocomprometidos. Cft se
ha aislado a partir de heces de reptiles sanos y sintomaticos y en humanos
que adquirieron la enfermedad mediante transmisién zoondtica o a partir de

alimentos [68, 69].

Campylobacter fetus fetus (Cff)

Inicialmente descrita como una cepa de C. fetus capaz de colonizar el tracto
intestinal de ovinos, bovinos, y humanos, entre otros mamiferos, Cff es
reconocida inicialmente con el nombre V. intestinalis, hasta la creacion del

género Campylobacter en 1972 [17].

Cff se encuentra comunmente en el tracto intestinal de bovinos y ovinos,

transmitiéndose principalmente por via oral-fecal. En vacas prefiadas la
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bacteria puede traslocarse hacia las membranas placentarias, produciendo

inflamacion y abortos esporadicos [70, 71].

En humanos, Cff se relaciona principalmente con la enfermedad gastrointes-
tinal, aunque en algunos casos la bacteria puede diseminarse a otros érganos
y causar infecciones sistémicas [5], como bacteremia, meningitis, osteomie-
litis y endocarditis [57]. La infeccidon puede ocurrir a partir del consumo
de alimentos contaminados, especialmente carne de animales infectados,
y también puede transmitirse de persona a persona [72] o de animales a

humanos [70, 73].

Campylobacter fetus venerealis (Cfv)

Esta subespecie es la mds antiguamente reportada. Desde el punto de vista
gendmico, estd intimamente relacionada con la subespecie fetus, sin embargo,
difiere en cuanto a sus caracteristicas ecoldgicas y relevancia clinica, ya
que Cfv coloniza el tracto genital de los animales expuestos y presenta
transmisidén venérea. Las vacas infectadas presentan infertilidad temporal,
alteraciones en el ciclo estral y abortos, causando la enfermedad conocida

como Campylobacteriosis Genital Bovina (CGB).

2.3. La Campylobacteriosis Genital
Bovina (CGB)

La CGB es una enfermedad venérea frecuente en bovinos, que se caracteriza
por producir problemas reproductivos y abortos. A continuacién se describen

sus principales caracteristicas.

2.3 La Campylobacteriosis Genital Bovina (CGB)

17



2.3.1. Caracteristicas

Se considera a la subespecie Cfv y al biovar intermedio (Cfvi) como los
agentes causantes de la CGB. Los toros acttian como reservorios ya que
son portadores asintomadticos, que presentan los epitelios del pene y el
glande colonizados, generalmente sin una respuesta inflamatoria o infeccién
ascendente asociada. La ausencia de sintomas clinicos y el hecho de que la
calidad del semen de toros portadores de Cfv no resulta afectada, dificultan
el diagndstico de la CGB. Generalmente la enfermedad es detectada cuando
se observan cambios en la capacidad reproductiva de un rebafio, ya que
ante la presencia de un animal infectado, Cfv se disemina rapidamente
de forma venérea. Si bien la monta natural es especialmente importante
en la diseminacion de la enfermedad, en ausencia de controles, el semen o
instrumental contaminados también son vehiculos de transmisién en sistemas

en los que se utiliza inseminacién artificial [74].

A diferencia de los toros, en vacas la enfermedad tiene una presentacion
clinica caracteristica. A partir de la exposiciéon, Cfv puede colonizar todo
el tracto genital y generar una reaccién inflamatoria que provoca vaginitis,
cervicitis, endometritis y salpingitis, entre otras manifestaciones [75]. Cfv
no tiene un efecto negativo sobre la fecundacion, sin embargo, coloniza las
membranas placentarias en hembras prefiadas, lo cual produce sufrimiento
fetal debido a interferencias en la circulacidn, y finalmente el aborto [76],
que, generalmente, ocurre entre los 30 y 70 dias de gestacion. Si bien
pueden ocurrir abortos en fases mas tardias, estos son poco frecuentes y se
producirian a partir de reacciones asociadas a endotoxinas termoestables
secretadas por Cfv [77]. En general, las hembras son portadoras de Cfv
temporalmente. Se ha demostrado la persistencia de Cfv en vacas infectadas
experimentalmente, que llegd a superar los 90 dias post-inoculacién [78]. Las

vacas pueden seguir siendo portadoras de Cfv de una temporada de servicio
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a la siguiente, con lo que puede seguir transmitiéndose ain tiempo después

de la infeccién inicial.

2.3.2. Diagndstico

Se han desarrollado diferentes técnicas de diagndstico de CGB, en general
enfocadas a identificar el agente etiologico de la enfermedad, ya sea me-
diante métodos directos o indirectos. Debido a que los toros son portadores
asintomaticos, el diagndstico se realiza preferentemente a partir de ellos,
siendo la mucosa prepucial la muestra mas habitual, que puede ser extraida
mediante raspaje, aspiracion o lavado. En casos de aborto también se pueden
utilizar muestras derivadas de placenta y 6rganos o fluidos del feto para el
diagndstico. Sin embargo las muestras de mucus vaginal no se consideran las

mas apropiadas debido a la naturaleza temporal de la infeccién en vacas.

Para garantizar el correcto diagndstico, las muestras deben ser trasladadas
cuidadosamente, en recipientes herméticamente cerrados y refrigerados y

ser procesadas inmediatamente.

Identificacion de C. fetus

Se han propuesto diferentes metodologias para la deteccion de C. fetus a nivel
de especie y de subespecie con resultados variables. Estos pueden clasificarse

en tres categorias: bacterioldgicos, inmunoldgicos y moleculares.

Los métodos bacteriolégicos dependen del aislamiento y cultivo de C.
fetus. La naturaleza fastidiosa de Campylobacter en general y de la especie
fetus en particular, para la cual se requieren condiciones de microaerobiosis

y medios selectivos especificos, dificulta el aislamiento de la bacteria y por
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lo tanto su diagndstico. C. fetus se detecta en medios de cultivo selectivos,
que contienen antibidticos que inhiben el crecimiento de otras especies de
Campylobacter. Las caracteristicas que determinan la presencia de C. fetus en

cultivo son:

Crecimiento: Se ha descrito a C. fetus como una especie no termotolerante,
a diferencia de especies como C. coli y C. jejuni, que son capaces de
crecer a 42°C. Sin embargo se ha descrito la tolerancia de aislamientos

de C. fetus a esta temperatura [79].

Colonias: La morfologia de colonia es suficiente para discriminar a C. fetus
de otras Campylobacters, pero no de diferenciar entre subespecies. C.
fetus se desarrolla en colonias que aparecen tipicamente de 2 a 5 dias
post-inoculacion, de color rosa-grisdseo, redondas, convexas, lisas y
brillantes y con borde regular, de 1 a 3 mm de didmetro, al ser crecidas
en el medio TTE a 37°C bajo una atmésfera con entre 5y 10% de

oxigeno.

Pruebas bioquimicas: El manual terrestre de la Organizacién Mundial de
Sanidad Animal (OMSA) [62] recomienda el uso de las pruebas de
tolerancia a glicina 1% y de produccién de H,S para distinguir las
subespecies de C. fetus. La capacidad discriminatoria de estas pruebas
fue propuesta por Florent en 1959 [61] (Ver pagina 14), definiendo
como Cff a aquellos aislamientos productores de H»S en un medio
suplementado con cisteina, que son ademds capaces de crecer en pre-
sencia de glicina 1 %, mientras que un aislamiento de Cfv resultaria
negativa a ambas pruebas. En 1973 Veron y Chatelain describen una
cepa de C. fetus con un fenotipo intermedio, es decir, al igual que Cff
produce H,S, sin embargo es intolerante a la glicina, tal como Cfv. Asi
es que se define C. fetus subsp. venerealis bv. intermedius para englobar

cepas intermedias.
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Métodos inmunolégicos: Se han aplicado diferentes técnicas inmunolo-
gicas para la deteccién de antigenos especificos de C. fetus directamente sobre
muestras de lavado prepucial de toros. La utilizacion de técnicas basadas en
inmunofluorescencia permite detectar hasta 10? unidades formadoras de co-
lonias (UFC) directamente a partir de muestras de lavado prepucial de toros,
con sensibilidad y especificidad en el entorno del 93 y 89 % respectivamente
[80]. Otra técnica basada en la deteccidn de antigenos de C. fetus fue des-
crita por Campero et al., en un trabajo en el que se realizan procedimientos
de inmunohistoquimica sobre diferentes tejidos de fetos bovinos y ovinos

abortados [81], con alta especificidad y sensibilidad.

Otras técnicas inmunoldgicas se basan en la deteccidn de anticuerpos en
muestras de lavado prepucial, mucus vaginal o tejidos de fetos abortados
[82]. El test de aglutinacién se ha utilizado extensamente como método de
screening, pero debido a la alta tasa de falsos positivos y negativos no se
recomienda su uso. También se ha usado ELISA para detectar la presencia de
anticuerpos IgA especificos de antigenos de C. fetus en mucus vaginal, con
el fin de determinar la etiologia del causante de abortos en rebafios bovinos
con problemas reproductivos, con una especificidad de 98,5 %. Sin embargo
esta técnica no distingue respuestas inmunolodgicas a diferentes subespecies

[62].

Métodos moleculares: Se han desarrollado diversas metodologias mo-
leculares para la identificacion y tipificacion de C. fetus. A continuacion se

describen algunas de ellas:

Secuenciacion del gen 16S: Fue propuesta como una herramienta eficaz
para la identificacién de C. fetus a nivel de especie, pero la baja variabi-

lidad presente en este gen impide una mayor resolucién [83].
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Polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados (AFLP): Esta téc-
nica de perfilado a nivel gendémico fue utilizada por Duim et al. pa-
ra determinar su utilidad en la tipificacién de diferentes especies de
Campylobacter. Se logro distinguir a C. fetus a nivel de especie y sub-
especie en las 10 cepas analizadas [84]. A pesar de que se considerd
como una metodologia valida para la identificacion de las subespecies
de C. fetus, su complejidad dificulta su utilizacién en el diagndstico

[85].

Electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE): Esta técnica, desarrolla-
da por Salama et al., se ided inicialmente para discernir las variaciones
en la longitud de los genomas entre distintas subespecies. En este mé-
todo, el ADN se somete a la accién de enzimas de restriccién como
Smal y Sail, y los fragmentos resultantes se separan mediante elec-
troforesis en un gel sometido a campos eléctricos variables [86]. Sin
embargo, existen discrepancias entre los resultados obtenidos mediante
esta técnica y los datos provenientes del andlisis bioquimico de las
cepas. Estas discrepancias llevaron a la conclusién de que la longitud
de los genomas no constituye un criterio suficiente para diferenciar
entre las subespecies. Por consiguiente, Hum et al. emplearon PFGE
para explorar los patrones de bandas resultantes y asi distinguir las
diferencias entre las subespecies [87]. A pesar de ello, se evidencié
que el analisis visual de los patrones de bandas obtenidos no era un
método confiable para la tipificacién de un gran namero de cepas. La
identificacion de la subespecie se basaba en la comparacion visual entre
el patron de bandas de una muestra y el de una cepa, lo que hacia que
este proceso estuviera sujeto a la interpretacion subjetiva del investi-
gador [88]. Por esto y debido a su complejidad no es considerado un

método de diagndstico de rutina.
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Multi Locus Sequence Typing (MLST): Esta técnica fue desarrollada inicial-
mente para tipificar aislamientos de Neisseria meningitidis provenientes
de portadores sanos y de infecciones invasivas [89]. Se basa en la
variabilidad de secuencia de fragmentos de genes housekeeping: a cada
secuencia unica de cada locus se le asigna un nimero, para luego com-
binar los alelos para obtener un ST o sequence type. Existen diferentes
esquemas de MLST que se aplican a diferentes organismos, y se encuen-
tran depositados en una base de datos especializada. Para implementar
MLST en C. fetus Van Bergen et al. se basaron en el esquema disponible
para la tipificacion de las especies C. coli-C. jejuni [91], compuesto por
loci en los genes aspA, glnA, gltA, glyA, pgm, tkt, y uncA. Actualmente
la base de datos https://pubmlst.org/ [92] cuenta con 78 registros de
ST para C. fetus.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR): Las metodologias fundamen-
tadas en PCR representan una alternativa mas eficaz para la identifica-
ciéon de C. fetus y sus subespecies en laboratorios de diagnéstico. Se han
creado diversas técnicas de PCR, tanto convencionales como en tiempo
real, que se basan en distintas secuencias blanco. A continuacion, se

mencionan algunas de estas metodologias:

Blom et al. (1995): La primera metodologia que empled PCR, utilizando el gen 16S
como objetivo, fue descrita por Blom et al. en 1995. Esta herra-
mienta utiliza cebadores especificos para amplificar un fragmento
de aproximadamente 600 pares de bases (pb) en el gen 16S, mien-
tras que una sonda nucleotidica especifica permite la identificacién

de C. fetus [93].

Oyarzabal et al. (1997): Esta herramienta, también basada en la amplificacion de un frag-
mento del gen 16S, no requiere de la aplicacién de otra técnica

molecular para identificar C. fetus [94] y prob6 ser especifica al
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Hum et al. (1997):

Wang et al. (2002):

Van Bergen et al. (2005):

emplearse en mas de 300 aislamientos pertenecientes a los géneros

Campylobacter, Arcobacter, Helicobacter, entre otros.

La metodologia de diagndstico desarrollada por Hum et al. es
ampliamente reconocida y utilizada en la actualidad [3]. Este
enfoque se basa en una técnica de PCR multiplex, que implica el
uso de dos pares de cebadores especificos: el par MG3F/R para
amplificar un fragmento de 960 pb especifico de la especie C. fetus,
correspondiente al gen cstA, y el par VenSF/R para amplificar se-
lectivamente un fragmento de 142 pb del gen parA, que se mostrd
especifico de la subespecie Cfv. En 2011 Spence et al. demostra-
ron que la especie C. hyointestinalis, encontrada comtinmente en
bovinos, puede producir falsos positivos para el par de cebadores

VenSF/R [95].

Otra metodologia basada en PCR multiplex fue desarrollada por
Wang et al. con el propdsito de identificar simultdneamente las
principales especies patdgenas de Campylobacter mediante PCR
de colonias. Esta técnica utiliza un par de cebadores para la ampli-
ficacién de un fragmento del gen de ARNr 23S, dando resultados
positivos para cepas de los géneros Campylobacter, Arcobacter y
Helicobacter. Por otro lado, la identificacién de Cff se realiza me-
diante la amplificacién de una regién especifica del gen sapB2.
Esta PCR multiplex se someti6 a prueba utilizando un total de 137
cepas, de las cuales 12 eran de C. fetus, amplificindose el frag-
mento especifico esperado en las 6 cepas de Cff, mientras que se
obtuvieron resultados negativos para las 6 cepas de Cfv analizadas

[96].

La técnica basada en PCR propuesta por Van Bergen et al. en 2005

permite la amplificacién especifica de un fragmento exclusivo de
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McMillen et al. (2006):

Abril et al. (2007):

Cfv, identificado mediante AFLP [97]. Los autores comprobaron
resultados 100 % consistentes al perfilado mediante AFLP, pero se
demostraron inconsistencias con la metodologia desarrollada por
Hum et al. en 8 de 65 cepas analizadas, y una baja correspondencia

con los resultados de Wang et al. [96].

El par de cebadores disefiado por Hum et al. para la amplificacién
especifica de un fragmento del gen parA de Cfv fue empleado por
McMillen et al. para desarrollar una metodologia en la que se
utiliza la actividad de exonucleasa 5’-3’ de la polimerasa Taq para
clivar una sonda marcada durante la amplificacién mediante qPCR,
con el fin de mejorar la sensibilidad de la PCR convencional [98].
Los autores pusieron a prueba esta estrategia en 219 muestras de
lavado prepucial y 120 de mucus vaginal bovino, demostrando
su utilidad al poder aplicarse directamente sobre las muestras sin
necesidad de un paso previo de extraccién de ADN. Sin embargo,
debido a la reactividad cruzada observada en la PCR desarrollada
por Hum et al., como demostré Spence et al., y a la prevalencia
de C. hyointestinalis en bovinos, la especificidad de la técnica no

puede ser completamente garantizada.

En 2007, un estudio realizado por Abril et al. informé sobre la
presencia de un elemento de insercién denominado ISCfel en 25
de 26 cepas de Cfv, mientras que no se pudo detectar en ninguna
de las 27 cepas de Cff evaluadas [99]. A raiz de este hallazgo, se
desarrollaron los cebadores CVEN-L y CVEN-R2, disefiados especi-
ficamente para amplificar un fragmento de 233 pb del primer ORF
(Open Reading Frame) del elemento de insercidn, que codifica la

trasposasa TnpA.

2.3 La Campylobacteriosis Genital Bovina (CGB)

25



Iraola et al. (2012):

Graaf-Van Bloois et al. (2013):

Iraola et al. (2016):

La metodologia de PCR multiplex desarrollada por Iraola et al.
en 2012 combina la especificidad de los cebadores disefiados por
Hum et al. para identificar C. fetus a nivel de especie, con la ampli-
ficacion de un fragmento del gen virB11 de Cfv, identificado por
Moolhuijzen et al. en base a la comparacion de los genomas de las
cepas Cff 82-40 y Cfv AZUL-94 [101, 100]. Para esta metodologia,
testeada para identificar 20 cepas de C. fetus (14 Cfv, 1 Cfviy 4
Cff) y 5 cepas de otras especies de Campylobacter, se lograron

tasas de sensibilidad y especificidad de 100% [100].

En un articulo publicado por Graaf-Van Bloois et al. en 2013 se
comparan diferentes técnicas basadas en PCR que permitian el
diagndstico de C. fetus a nivel de especie y de subespecie [85],
y proponen una PCR multiplex en tiempo real que combina los
blancos moleculares reportados por Abril et al.: nahE para la
identificacion a nivel de especie y el elemento de insercion ISCfel
como secuencia especifica para Cfv. Si bien la identificacion a
nivel de especie tuvo 100 % de especificidad y sensibilidad, la
identificacion de Cfv fall6 en 2 de 60 cepas de Cfv, a lo que los
autores atribuyen a variacién interna del elemento de insercién
ISCfel en la region abarcada por los cebadores. Al considerar otra
region de ISCfel mds conservada, si bien se logré el 100 % de
sensibilidad, se registrd reaccién cruzada con C. hyointestinalis,
razon por la cual los autores no recomiendan la utilizacién de

ISCfel como blanco de diagndstico de Cfw.

Esta técnica consiste en la amplificacion mediante qPCR de una
region de 78 pb del gen 168, que incluye una segmento hiperva-
riable de 19 pb que permite distinguir a C. fetus de otras especies,

identificado mediante el alineamiento de 1907 secuencias del gen
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16S de Campylobacter [102]. La metodologia fue testeada sobre
76 aislamientos, dando resultados negativos en todos los perte-
necientes a Campylobacter no fetus (10/10) y positivos en los 66

restantes (1 Cft, 10 Cfvi, 20 Cfv, 25 Cff y 4 Campylobacter spp).

2.3.3. Control y prevencion de la CGB

La Organizaciéon Mundial de Salud Animal (OMSA) incluye a la CGB en su
lista de enfermedades de notificacién obligatoria, lo que significa que los casos
registrados deben notificarse a esta organizacién. Esta Organizacién acttia
como contralor internacional, estableciendo normas y recomendaciones con
el fin de mejorar la sanidad y el bienestar de los animales, proporcionando
ademds guias metodoldgicas para el diagndstico, prevencién y tratamiento
de las principales enfermedades que los afectan. La OMSA recomienda,
en el Capitulo 11.3 del Cdédigo Sanitario para los Animales Terrestres, la
exigencia de un certificado veterinario internacional que acredite la ausencia
del agente causante de la CGB en animales o semen a importar, justificando
la inexistencia de situaciones que posibiliten la enfermedad, o mediante las
técnicas de diagndstico recomendadas en el Manual de Animales Terrestres

[103].

A pesar de las imposiciones destinadas a limitar la dispersion de la CGB
en el comercio internacional, en nuestro pais no existe un programa oficial
para el control de la enfermedad, y no se realizan estudios sistematicos para
evaluar su prevalencia. En un informe presentado por el MGAP en 2017 !
el Estado reporta la presencia de CGB en Uruguay, pero no detalla datos

epidemioldgicos.

!Informe sanitario presentado ante la OEA correspondiente al afio 2016.
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Recomendaciones de la OMSA

El Manual de las Pruebas de Diagndstico y de las Vacunas para los Animales
Terrestres, elaborado por la OMSA [62], describe a la subespecie Cfv como la
causante de la CGB y recomienda su diagndstico mediante la caracterizacién
del patégeno a través de cultivo y pruebas fenotipicas de tolerancia a la glicina
y produccién de H,S. Se desaconseja el uso de PCR para el diagndstico debido
a la falta de sensibilidad y/o especificidad en las herramientas propuestas,
asi como el andlisis gendmico por su falta de concordancia con los ensayos

fenotipicos.

2.3.4. Incidencia en nuestro pais

La presencia de CGB en Uruguay se detecté en la década de 1960 asociada a

ganado lechero. En ganado cdrnico se identific en la década de 1980.

Los reportes en los que se estima la prevalencia de la CGB en Uruguay
son escasos. El mds importante, realizado por Repiso et al., en el que se
analizaron 1.754 muestras de raspaje prepucial de toros mediante aislamiento
e inmunofluorescencia directa (IFD) [104]. En este trabajo se estim6 una
prevalencia predial de 37 %, mientras que la prevalencia individual fue de
28 % de toros positivos mediante IFD y 2,7 % mediante cultivo. Otro reporte,
realizado por un grupo de investigadores del INIA y el DILAVE en el que
analizan 104 muestras de toros para carne obtenidas durante los afios 2013 y
2014 en el norte de Uruguay, revel6 una prevalencia total de 55 % mediante

IFD y PCR [1].

2.3 La Campylobacteriosis Genital Bovina (CGB)

28



2.3.5. Situacion sanitaria y manejo de la
produccién ganadera en Uruguay

La ganaderia es una de las actividades econdmicas mdas importantes de
nuestro pafs, representando entre 6 y 7 % del PIB en el periodo comprendido
entre 2015 y 2019 [105]. Con un stock de mas de 11,5 millones de cabezas
de ganado bovino, Uruguay se sitia como el mayor productor de bovinos
por habitante del mundo y con la mayor produccién de ganado bovino por
kilémetro cuadrado en la region. Esta industria estd claramente dirigida a
la exportacién: Segun datos del anuario elaborado por el Instituto Nacional
de Carnes (INaC), Uruguay se ubica entre los primeros 10 exportadores
mundiales de carne vacuna con mas de 500.000 toneladas de peso carcasa
exportados en 2022, destinando ese afio al consumo doméstico unas 94.200
toneladas de carne, lo que se traduce en un 15 % del total producido, mientras
que la actividad lechera, segun datos del Instituto Nacional de la Leche
(INaLe), ubica al pais en el 9no puesto de exportadores a nivel mundial,
destinando el 70 % de la produccién a la exportacion, que en el ultimo afio

movil ascendid a casi 212.000 toneladas métricas.

La actividad ganadera en nuestro pais se desarrolla extensivamente, y a
pesar de su importancia para la economia del pais se aplica con bajos niveles
tecnoldgicos en la mayoria de los establecimientos. La estrategia de control
para mitigar el impacto de la CGB y otras enfermedades venéreas que inciden
sobre la produccion ganadera consiste en cortar la cadena de transmision
mediante la implementacion de estrategias de manejo optimizadas. Entre las

medidas recomendadas para este fin de mencionan [1]:

Inseminacion artificial: Se recomienda la adopcidn de esta tecnologia para
la cria de ganado, en contraposicion a la monta natural. Sin embargo,

es necesario realizar controles sobre las dosis de semen distribuidas
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para descartar la presencia de Cfv. Esta medida es adoptada en mayor
medida por los establecimientos mas grandes, en los que la atencién
veterinaria es continua, sin embargo, la practica de repaso con toros
es extendida. En 2015 el alcance de la inseminacién artificial fue de
83,4 % en predios lecheros, y un 36 % de estos aseguro realizar repaso

con toros [106].

Vacunas: Se ha demostrado la eficiencia de las vacunas para el tratamiento
de rebafios con signos de infeccion, pero esta practica es poco extendida,
ya que solo el 26 % de los establecimientos lecheros manifesto realizar

vacunacion contra CGB.

Tenencia y movilidad de toros: Los toros son los diseminadores de la CGB,
y como tales, su manejo debe ser controlado. Se recomienda que al
comprar toros, estos sean virgenes para minimizar el riesgo de CGB, o
bien realizar controles que descarten la enfermedad, asi como también
limitar su movilidad entre predios. Sin embargo, el préstamo de toros
para servicio es habitual, y se realiza sin control de enfermedades

venéreas.

Acciones ante un brote: Ante el diagndstico de un caso de CGB en un rodeo,
todo el rebafio debe ser muestreado. Los casos positivos deben apartarse
para evitar una mayor diseminacidn, y realizar tratamiento mediante
lavados y el uso de antibidticos tanto local como por via sistémica, y al
menos tres controles sucesivos que descarten la presencia de CGB, o
bien, el descarte de los animales infectados. También se recomienda la

vacunacioén de todo el rodeo.
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SUMMARY Campylobacter is among the four main causes of gastroenteritis world-
wide and has increased in both developed and developing countries over the last
10 years. The vast majority of reported Campylobacter infections are caused by Cam-
pylobacter jejuni and, to a lesser extent, C. coli; however, the increasing recognition
of other emerging Campylobacter pathogens is urgently demanding a better under-
standing of how these underestimated species cause disease, transmit, and evolve.
In parallel to the enhanced clinical awareness of campylobacteriosis due to im-
proved diagnostic protocols, the application of high-throughput sequencing has in-
creased the number of whole-genome sequences available to dozens of strains of
many emerging campylobacters. This has allowed for comprehensive comparative
pathogenomic analyses for several species, such as C. fetus and C. concisus. These
studies have started to reveal the evolutionary forces shaping their genomes and
have brought to light many genomic features related to pathogenicity in these ne-
glected species, promoting the development of new tools and approaches relevant
for clinical microbiology. Despite the need for additional characterization of genomic
diversity in emerging campylobacters, the increasing body of literature describing
pathogenomic studies on these species deserves to be discussed from an integrative
perspective. This review compiles the current knowledge and highlights future work
toward deepening our understanding about genome dynamics and the mechanisms
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governing the evolution of pathogenicity in emerging Campylobacter species, which
is urgently needed to develop strategies to prevent or control the spread of these
pathogens.

KEYWORDS Campylobacter, emerging pathogens, genome evolution,
pathogenomics, whole-genome sequencing

INTRODUCTION

he first recognized Campylobacter infection was reported in 1913 by McFaydean

and Stockman, as they found a curved-shaped microorganism causing abortion
in sheep and cattle (1). This bacterium remained unnamed until 1919, when Smith
and Taylor isolated the same microorganism from bovine fetal fluids and named it
Vibrio fetus (2). Then, in 1973 Véron and Chatelain proposed the genus Campylo-
bacter by reclassifying V. fetus to Campylobacter fetus (3). In addition to this long
and recognized importance as a veterinary pathogen since the beginning of the
20th century, C. fetus was subsequently identified as the causative agent of blood-
stream infections in humans (4, 5). However, the major relevance of campylobacters
as a main cause of human disease was just uncovered in the early 1980s, after the
development and widespread implementation of selective media for the isolation
of Campylobacter from stool samples. Today, the most relevant species within the
genus is C. jejuni, a leading cause of bacterial gastroenteritis in humans whose
worldwide incidence is even higher than that of very well-known pathogens
that cause acute gastrointestinal infections, such as Escherichia coli, Shigella, or
Salmonella. A close relative to C. jejuni is C. coli, which causes 1 to 25% of all
Campylobacter-related diarrheal diseases (6). The remaining species of the genus
have been much less studied, but the enhanced ability to detect campylobacters
caused by the routine implementation of molecular techniques and the improve-
ment of culture media and growth conditions allowed for the description and
identification of a growing diversity of Campylobacter species distinct from C. jejuni
and C. coli as relevant pathogens for humans and other animals.

The clinical awareness of many of these emerging Campylobacter species coincided
with the advent of high-throughput sequencing as a popular tool for studying the
microbial world, which fed the interest in applying whole-genome sequencing and
comparative genomics to elucidate how emerging campylobacters cause disease,
transmit, and evolve. The first complete genome sequence of C. jejuni was published
almost 20 years ago (7), and today, several thousands of C. jejuni and C. coli genomes
can be accessed through public databases. Accordingly, the increasing number of
whole-genome sequences has allowed a transition in comparative genomics studies
that initially included only a few genomes and now comprise hundreds to thousands
of them. However, the availability of genomic data for emerging Campylobacter species
is still lagging and more fragmented, hindering the improvement of our understanding
of the biology of nonclassical Campylobacter pathogens. In this review, we summarize
the state-of-the-art literature about emerging campylobacters in light of comparative
genomics, discuss how these data are helping to uncover basic aspects of Campylo-
bacter pathobiology and its applications in clinical microbiology, and highlight upcom-
ing challenges in the field, including future work needed to mitigate sequencing bias
in favor of well-known species. This review constitutes a comprehensive resource for
researchers working on Campylobacter genomics and emerging pathogens, aiming to
integrate the knowledge and future challenges in the field of emerging Campylobacter
pathogens.

CURRENT TAXONOMY AND AVAILABLE GENOMIC DATA

To date, the genus Campylobacter consists of 32 officially described species and 9
subspecies, namely, C. avium (8), C. blaseri (9), C. canadensis (10), C. coli, C. concisus (11),
C. corcagiensis (12), C. cuniculorum (13), C. curvus (14) C. fetus subsp. fetus (3), C. fetus
subsp. venerealis (3), C. fetus subsp. testudinum (15), C. geochelonis (16), C. gracilis (17),
C. helveticus (18), C. hepaticus (19), C. hominis (20), C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis
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FIG 1 Phylogenetic relationships between described Campylobacter species. A phylogenetic tree of Campylobacter
species dividing the genus into five distinct groups, namely, the C. fetus group, C. jejuni group, C. lari group, C.
concisus group, and C. ureolyticus group, is shown. Names were assigned by considering the most clinically relevant

species within each group. Tip labels are colored in red for species documented to cause infections in human
and/or other animals or blue for species not documented to cause infections.

(21), C. hyointestinalis subsp. lawsonii (22), C. iguaniorum (23), C. insulaenigrae (24), C.
jejuni subsp. jejuni (3), C. jejuni subsp. doylei (25), C. lanienae (26), C. lari subsp. lari (27),
C. lari subsp. concheus (27), C. mucosalis (28), C. ornithocola (29), C. peloridis (27), C.
pinnipediorum subsp. pinnipediorum (30), C. pinnipediorum subsp. caledonicus (30), C.
rectus (31), C. showae (32), C. sputorum (33), C. subantarcticus (34), C. troglodytis (35), C.
upsaliensis (36), C. ureolyticus (37), and C. volucris (38). These species cluster in five
discrete phylogenetic groups, which all contain pathogenic microorganisms (Fig. 1),
highlighting the clinical relevance of the whole genus. Despite this scenario clearly
reflecting the taxonomic diversity and the widespread presence of pathogenic lineages
in the genus Campylobacter, not a single genome is available for some species, like C.
canadentsis, C. troglodytis, and C. mucosalis. Also, for many others, including C. volucris,
C. peloridis, C. rectus, C. insulaenigrae, C. hominis, C. helveticus, C. cuniculorum, C.
corcagiensis, C. ornithocola, and C. avium (31% of the genus), only a single representa-
tive genome per species is available (Table 1). Importantly, when we exclude C. jejuni
and C. coli, 13 out of the remaining 30 species (43%) have been at least sporadically
reported to be the causative agent of infections in humans and/or other animals, and
many of them are frequently associated with diverse clinical presentations, such as
invasive blood infections, periodontal infections, abscesses, meningitis, diarrhea, or
gastroenteritis (Table 2). The lack of sufficient genomic information on the causative
agents of these infections prevents the exploration of intraspecific genetic variability
October 2019 Volume 32 Issue 4 e00072-18
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TABLE 1 Reported hosts and available genomic information for members of the genus Campylobacter

Clinical Microbiology Reviews

No. of genomes at:

Species or subspecies Reported host(s) (reference) PATRIC NCBI
C. avium Chicken, turkey (8) 3 3
C. blaseri Seal (9) 2 1
C. canadensis Whooping crane (10) 0 0
C. coli Cattle (120), chicken (121), dog (122), 1,571 981

duck (123), goat (124), monkey (125),

pig (126), seagull (127), sheep (128),

human (129)
C. concisus Cat (126), dog (122), human (130, 131) 168 163
C. corcagiensis Lion-tailed macaque (12) 1 2
C. cuniculorum Rabbit (13) 2 3
C. curvus Dog (122), human (14, 132) 8 3
C. fetus subsp. fetus Cattle (3), sheep (133), human (65) 28 24
C. fetus subsp. venerealis Cattle (3), human (134) 44 26
C. fetus subsp. testudinum Reptiles (15), human (68), monkey (64) 33 23
C. geochelonis Hermann'’s tortoise (16) 3 3
C. gracilis Dog (122), human (40, 130) 3 3
C. helveticus Dog (18), cat (18), human (135) 3 3
C. hepaticus Chicken (19) 13 16
C. hominis Human (20) 2 2
C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis Cattle (136, 137), human (138, 139), deer 21 18

and reindeer (140), swine (137), sheep

(137), hamster (136), dog (122)
C. hyointestinalis subsp. lawsonii Swine (22), cattle (81) 10 10
C. iguaniorum Reptiles (23), alpaca (141) 3 3
C. insulaenigrae Pinnipeds (24, 142, 143), cetaceans (24), 1 2

human (86)
C. jejuni subsp. jejuni Cattle (120), chicken (121) 2,595 1,602
C. jejuni subsp. doylei Human (25, 144, 145) 6 6
C. lanienae Cattle (83), swine (83), sheep (137), 27 27

human (26)
C. lari subsp. lari 13 13
C. lari subsp. concheus Shellfish (27) 1 1
C. mucosalis Dog (122), pig (28), human (146) 1 1
C. ornithocola Wild birds (29) 1 1
C. peloridis Shellfish (27) 1 1
C. pinnipediorum subsp. pinnipediorum Sea lion (30) 5 8
C. pinnipediorum subsp. caledonicus Seal (30) 1 3
C. rectus Dog (122), human (147) 1 2
C. showae Dog (122), human (32) 10 10
C. sputorum Cattle (137, 148), sheep (33), swine (149), 7 7

dog (122, 135), human (33)
C. subantarcticus Wild birds (34) 2 2
C. troglodytis Chimpanzee (35), human (150) 0 0
C. upsaliensis Cat (151, 152), dog (97, 151), human (96) 6 6
C. ureolyticus Cattle (153), horse (154), human (37) 7 7
C. volucris Black-headed gull (38), human (87) 1 1

and patterns of genomic evolution. Consequently, relevant information about how a
vast number of emerging Campylobacter species cause disease and transmit between
hosts is currently unavailable. However, several groups have made a considerable effort
to generate whole-genome sequences for some emerging campylobacters whose
relevance for public health is frequently underestimated, uncovering genomic features
that represent valuable contributions to understanding the disease biology and epi-
demiology of these microorganisms. Thus, these cases are discussed for each individual
species that have deserved attention from the field of comparative genomics.

Campylobacter concisus
Campylobacter concisus was originally reported in 1981 from periodontal lesions
(11); however, its role as an oral pathogen has remained uncertain since healthy
individuals have been found to carry this species in the saliva (39). Additionally, C.
concisus has been detected in fecal samples from diarrheic patients but also in healthy
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TABLE 2 Emerging Campylobacter species with reported infections in humans or other animals and current record of pathogenomic

studies
No. of genomic
Species or subspecies Human disease(s) [reference(s)] Animal disease studies [reference(s)]
C. concisus Gastroenteritis (131, 155), brain abscess (156), Not reported 5 (44, 47, 52, 53, 159)
arthritis, Crohn’s disease and ulcerative colitis
(48, 157), Barrett's esophagitis (158)
C. curvus Preterm birth (160), empyema (161), alveolar Not reported Not available
abscess (126), liver abscess (162),
gastroenteritis (14)
C. fetus subsp. fetus Gastroenteritis, bacteremia, cellulitis, neurological Sporadic abortion 6 (56, 58, 61-64)
infections (meningitis, meningoencephalitis, (sheep and cow)
subdural empyema, brain abscess), perinatal (163)
infections (uterus infection, abortion,
placentitis), vascular infections (endocarditis,
vasculitis, thrombophlebitis, pericarditis) (6, 65)
C. fetus subsp. venerealis Vaginosis (134) Infertility and abortion 7 (55-58, 60, 61, 68)
(cow) (164)
C. fetus subsp. testudinum Bacteremia, subdural hematoma (68) Not reported 4 (69-72)
C. gracilis Bacteremia (165), empyema (166), brain abscess Dog (diarrhea) (122) 1(169)
(156), head infection (167), Crohn’s disease (40),
ulcerative colitis (168), periodontitis (130)
C. helveticus Diarrhea (135) Cat (diarrhea) (18), dog Not available
(diarrhea) (122)
C. hepaticus Not reported Chicken (spotty liver 2 (19, 74)
disease) (19)
C. hyointestinalis subsp. Gastroenteritis (138, 139) Proliferative ileitis (77, 78, 82)
hyointestinalis (pig) (21)
C. insulaenigrae Gastroenteritis (135), septicemia (86) Not reported Not available
C. lari subsp. lari Gastroenteritis (153, 170), bacteremia (88, 89, 171) Not reported 2 (85, 86)
C. mucosalis Gastroenteritis (50, 135) Diarrhea (dog) (122) Not available
C. pinnipediorum subsp. Not reported Pinniped (abscess) (30) 1 (30)
pinnipediorum
C. pinnipediorum subsp. Not reported Pinniped (abscess) (30) 1 (30)
caledonicus
C. rectus Gastroenteritis (172), Crohn’s disease (40, 42), Not reported Not available
ulcerative colitis (168), periodontal disease (147,
173), bacteremia (174), oral abscess (175), bone
abscess (156), empyema thoracis (176)
C. showae Crohn’s disease (40, 42), ulcerative colitis (168), Diarrhea (dog) (122) Not available
abscess (156)
C. sputorum Gastroenteritis (177, 178), abscess (179), Diarrhea (dog) (122), 2 (116, 181)
bacteremia (180) sheep (abortion)
(33)
C. upsaliensis Gastroenteritis (96, 182-184), abortion (185), Not reported Not available
bacteremia (186), breast abscess (187)
C. ureolyticus Gastroenteritis (92, 153), Crohn'’s disease (40, 168), Not reported 3 (94)
ulcerative colitis (168), oral and perianal
abscesses (167)
C. volucris Bacteremia (87) Not reported Not available

individuals, questioning its role in diarrheic disease. More recently, the prevalence of C.
concisus has been found to be increased in both children and adult patients with
inflammatory bowel disease (IBD) (40-42), suggesting that C. concisus may be impli-
cated in its development and progression. Together, these studies show that the role
of this species as a human pathogen is still unclear. This has motivated the develop-
ment of several whole-genome sequencing projects aiming to uncover the genetic
variability of this species with greater resolution and its relationship with disease.
First attempts to characterize the genetic diversity of C. concisus and its relationship
with pathogenicity started with pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), DNA-DNA
hybridization, and ribosomal gene analyses (43). These results revealed a complex
intraspecific taxonomy with high genetic heterogeneity that led to the description of
genomospecies, defined as groups of genetically divergent strains without an apparent
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phenotypic distinction. In 2011, two papers came out describing the whole-genome
sequencing and comparison of two C. concisus strains: BAA-1457 (also referred as
13826), isolated from a patient with acute gastroenteritis, and UNSWCD, isolated from
a biopsy specimen from a child with Crohn’s disease (CD) (44, 45). These initial genomic
comparisons confirmed previous findings based on nongenomic approaches and
concluded that the two strains presented enough genetic diversity to be classified as
distinct species. Also, these studies identified novel genetic features, like the presence
of potentially secreted proteins exclusive to the species C. concisus, that could be used
as disease markers or diagnostic targets. The assessment of strain-specific genomic
regions that were potentially associated with virulence uncovered the presence of type
VI secretion system (T6SS) genes in strain BAA-1475. This macromolecular system is
implied in host-pathogen interactions and virulence and has been identified in many
well-known bacterial pathogens, like Salmonella, Pseudomonas, Yersinia, or Vibrio (46).
Another important difference between C. concisus strains was the zonula occludens
toxin (zot) gene found in BAA-1475, which was inserted within a prophage. Zot
increases intestinal permeability by affecting the tight junctions, a phenotype that is
characteristic of IBD. Hence, a defect in the primary intestinal barrier caused by C.
concisus Zot could be a mechanism by which this species may be related to the
development of IBD. Also, UNSWCD and BAA-1457 were dissimilar in their flagellin
glycosylation pathways, suggesting that genomic variability may also determine dif-
ferential immune responses against genetically distinct C. concisus strains. Together,
these preliminary differences found between these two strains, mainly in their repertory
of virulence-associated genes, may explain the distinct pathogenic phenotypes found
among C. concisus strains and set the basis for future studies involving pathogenomic
analyses in this species.

A more comprehensive genomic comparison that involved 36 C. concisus strains
from patients with gastroenteritis (isolated from intestinal biopsy specimens) or IBD
(isolated from the oral cavity) deepened the characterization of virulence factor reper-
tories and provided some clues about the relationship between intraspecific diversity
and pathogenicity (47). This study analyzed for the first time multiple C. concisus
genomes from the two main genomospecies, suggesting that the phylogenetic struc-
ture (genomospecies) was not linked to oral or intestinal origin, hence supporting a
previous hypothesis that proposed that oral strains were the causative agents of
gastroenteritis after translocating to the intestinal tract (39, 48). The same study
reported several genetic differences between the genomospecies. For example, phos-
phate transport genes pstS, pstA, and pstC were specific to genomospecies 1, suggest-
ing that different C. concisus genotypes may differ in their phosphate transport
capacity. Also, genomospecies 2 encoded an aquaporin Z gene that functions to
maintain intracellular osmotic pressure and that may be involved in C. concisus adap-
tation to environments with fluctuating osmolarity. Another important difference was
the uneven distribution of CRISPR/Cas genes that were exclusively found in genom-
ospecies 2. Even though CRISPR/Cas systems prevent the incorporation of foreign DNA,
like plasmids and phages (49), no correlation was found between the presence/absence
of CRISPR/Cas and the prophage that contains the zonula occludens toxin gene. Indeed,
zot was detected in C. concisus strains from both genomospecies.

Another important discovery in this study was the presence of two genomic islands
coding for type IV secretion systems (T4SS) and protein effectors similar to those found
in pathogens like Legionella pneumophila and Helicobacter pylori (50). These islands
were differentially prevalent in oral or intestinal strains, and even though the data
suggested that they may preferably integrate into enteric C. concisus strains, analysis of
a higher number of strains would be necessary to determine if these differences are
statistically significant. These kinds of genomic features that have been identified can
be used to guide phenotypic assays that could shed light on the pathogenicity
potential between oral cavity- and intestinal biopsy specimen-derived strains or be
used as genotypic markers for source tracking. Accordingly, a follow-up study from the
same group focused on studying potential genetic factors discriminating commensal
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from IBD-associated C. concisus strains by examining 86 genomes. This study found a
novel gene in C. concisus that codes for the protein Csep1, which is homologous to
enterotoxin B in Staphylococcus aureus. Enterotoxin B is involved in S. aureus patho-
genesis by inducing diarrhea and activating T cells which produce large amounts of
proinflammatory cytokines (51). Interestingly, the gene coding for Csep1 in C. concisus
presented a 6-bp insertion (csep1-6bpi) in most strains isolated from CD patients in
comparison with the gene from healthy controls (52). Based on this result, the authors
suggested the use of csepT-6bpi as a molecular marker for CD-associated C. concisus
strains. Beyond its potential application in the development of molecular methods to
detect pathogenic CD-associated C. concisus strains, the fact that Csep1 is a secreted
protein opens new opportunities to elucidate the molecular mechanisms by which C.
concisus is implied in CD pathogenesis.

The last pathogenomic analysis of C. concisus constitutes the largest sequencing
effort so far, which produced 104 C. concisus genomes from strains isolated from saliva,
feces, and intestinal biopsy specimens. This analysis found no association between the
genomospecies and IBD, diarrhea, or healthy controls, since strains were unevenly
distributed in both phylogenetic lineages. However, when assessing the anatomical site
of collection, genomospecies 2 was predominant in gut mucosal samples, while
genomospecies 1 was predominant in oral samples. These differences were also
reflected in the pangenomes of both genomospecies, given that genomospecies 2
harbored a bigger accessory genome than genomospecies 1, so this extensive genomic
variation between C. concisus genomospecies could be related to functional variation
and adaptation to different sites within the host. Indeed, several genes whose preva-
lence increases or decreases in association with the anatomical descent from the oral
cavity to mucosal biopsy specimens to feces were identified, supporting the suggestion
that the genetic heterogeneity of C. concisus is related to the source of isolation more
than to the clinical phenotype (53).

Despite recent efforts that have significantly enlarged the number of available
genomes from different sources and clinical conditions, the role of C. concisus in human
disease remains elusive, with several studies arriving at contradictory results. Further-
more, most of these studies lack experimental evidence associated with the observed
genomic variation which could help to infer mechanistic aspects of C. concisus patho-
genicity. A couple of recent works have advanced the understanding of phenotypic
variation by identifying signals of differential adaptation of genomospecies to the
intestinal tract (54) and differential growth in response to specific carbon sources (55).
This kind of phenotypic information, coupled with future global-scale sequencing
surveys of C. concisus, can provide the conditions to apply genomewide association
studies, an increasingly useful approach to discover genotype-phenotype associations
in bacterial populations.

Campylobacter fetus

Campylobacter fetus is the type species of the genus and has been historically
recognized as a livestock pathogen causing reproductive problems, mainly in cattle,
and more recently as an increasingly reported opportunistic pathogen in humans.
Currently, C. fetus is divided into three subspecies: C. fetus subsp. fetus and C. fetus
subsp. venerealis are primarily isolated from humans and cattle, respectively, and have
traditionally been defined on the basis of two biochemical tests (growth in 1% glycine
and H,S production). C. fetus subsp. venerealis bv. intermedius is also described as a
biochemical variant at the intrasubspecific level. C. fetus subsp. testudinum is genetically
divergent from the others and is mostly isolated from reptiles but is also isolated from
ill humans.

Mammal-associated C. fetus strains. The first C. fetus genome was sequenced with
the Sanger method and belongs to strain C. fetus subsp. fetus 82-40, which was isolated
from an immunocompromised human patient in the United States. Three years after
the release of this genome in 2006, the first C. fetus subsp. venerealis genome was
reported from strain Azul-94, isolated from a bovine abortion in Argentina (56). An
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initial comparison of these two genomes allowed identification of markers that were
subsequently used for the molecular characterization of C. fetus subsp. venerealis and
C. fetus subsp. fetus (57) and to propose candidate virulence determinants that could
potentially have explained clinical differences between these two subspecies. In par-
ticular, a genomic island harboring a type IV secretion system and putative plasmid
genes was detected in the bovine strain C. fetus subsp. venerealis Azul-94 and was
absent in the human-associated strain C. fetus subsp. fetus 82-40. However, further
studies evidenced that this and other similar genomic islands coding type IV secretion
systems were frequent in the chromosomes and plasmids of both subspecies (58).
Whole-genome sequencing of individual C. fetus subsp. venerealis bv. intermedius
strains isolated from cattle could not explain the subtle biochemical phenotype that
distinguishes C. fetus subsp. venerealis bv. intermedius from C. fetus subsp. venerealis (59,
60), and no further effort has been dedicated to elucidate this peculiarity.

The first comprehensive analysis of C. fetus genomes involved the comparison of 24
strains, revealing a remarkable inconsistency between population structure (genomic
characteristics) and the biochemical tests (phenotypic characteristics) traditionally ap-
plied to differentiate C. fetus subsp. fetus from C. fetus subsp. venerealis (61). This study
showed the presence of two phylogenetic lineages based on the core genome; one of
them exclusively conformed to phenotypically determined C. fetus subsp. fetus, and the
other conformed to both phenotypically determined C. fetus subsp. fetus and C. fetus
subsp. venerealis, supporting this lack of correlation between phenotypic and genomic
information, which raises questions about the clinical relevance of C. fetus subspecies
typing by phenotypic assays. Additionally, further inconsistencies were revealed even
between multilocus sequence typing (MLST) and core genome phylogenies, indicating
that some alleles can undergo homoplasy, confounding epidemiological conclusions
based on traditional genotyping approaches (62). Afterwards, an extended study
that involved the analysis of 42 strains provided a more accurate description of the
population structure of mammal-associated C. fetus strains, concluding that C. fetus
subsp. venerealis has derived from a C. fetus subsp. fetus ancestor and suggesting the
deletion of a putative cysteine transporter as the reason for the H,S-negative pheno-
type in C. fetus subsp. venerealis strains. Nevertheless, the overall conclusion of this
study reinforces the notion of inconsistency between biochemical tests and genomics
(63). Together, these results point to whole-genome analysis as the current standard
approach for typing C. fetus strains from mammal origin. Accordingly, a recent study
that analyzed the genomes of 182 C. fetus strains mainly isolated from cattle and
humans revealed the presence of 8 discrete lineages that adapted as livestock patho-
gens or human intestinal pathobionts, as they were found in the gut metagenomes
of healthy individuals (64). This study provided the basis to further investigate the
evolution and transmission of C. fetus, since its presence in the human gut microbiota
could facilitate alternative ways of contagion. Indeed, zoonotic transmission is currently
the most widely accepted and documented route (65), but the recent identification of
human-to-human transmission between men who have sex with men (66) reinforces
the hypothesis that C. fetus behaves both as a zoonotic pathogen and as a pathobiont
resident of the intestinal microbiota. In this sense, the upcoming challenge to completely
understand the evolutionary landscape and epidemiology of mammal-associated C. fetus
should be focused on the analysis of whole genomes from strains isolated from healthy
individuals.

Reptile-associated C. fetus strains. Reptile-associated C. fetus isolates are genetically
distant from mammal-associated strains, as originally observed by MLST, which evi-
denced two discrete clusters (sharing 90% of identity) enclosing reptile- and mammal-
associated strains (67). These reptile-associated C. fetus strains have been found to
cause infections in humans (68), and their genetic distance from mammal-associated
strains motivated the whole-genome sequencing of its type strain, C. fetus subsp.
testudinum 03-427, originally isolated from a human (69). This genome was released
months before the official taxonomic revision that defined genetically distant, reptile-
associated C. fetus strains as the novel subspecies C. fetus subsp. testudinum (15). The
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subsequent whole-genome sequencing of strain C. fetus subsp. testudinum Pet-3,
isolated from a reptile, revealed high genomic homogeneity between these two isolates
from different host species (70).

The first comprehensive comparative study including reptile- and mammal-asso-
ciated C. fetus strains (that analyzed 61 C. fetus subsp. fetus/C. fetus subsp. venerealis
genomes and 18 C. fetus subsp. testudinum genomes) identified a recombinant locus
that differentiates reptile- from human-derived C. fetus subsp. testudinum strains and
that could be related to the invasive phenotype of human infections. These genomic
comparisons also confirmed that mammal- and reptile-associated strains cluster in
different phylogenetic lineages which are genetically isolated due to the existence of
a barrier to lateral gene transfer or interlineage recombination. Consequently, several
host-associated genomic features were found, including a tricarballylate catabolism
pathway present in C. fetus subsp. testudinum but absent in C. fetus subsp. fetus/C. fetus
subsp. venerealis which might explain adaptation to reptilian hosts (71). However, the
recent identification of a C. fetus lineage that was isolated from reptiles but that was
genetically closer to mammal strains and that showed strong signals of recombination
with C. fetus subsp. testudinum evidenced that barriers to homologous recombination
between divergent lineages of C. fetus occurring within the same host are not absolute
(72). As the reptile gut seems to be a frequent niche for C. fetus, future work should
couple metagenomics and Campylobacter selective media to uncover novel related
taxa whose whole-genome sequencing and comparison could improve our under-
standing about the ecology and pathogenicity of this species.

Campylobacter hepaticus

Spotty liver disease (SLD) is an emerging infectious disease prevalent in Europe and
Australia characterized by multifocal liver lesions with high mortality rates that partic-
ularly affects free-range and floor-raised chicken flocks (73). This infection is caused by
Campylobacter hepaticus, a recently described species that was originally isolated from
poultry with SLD and whose zoonotic risk and potential for transmission to other animals
are yet unknown (19).

The whole genomes of four C. hepaticus strains were originally sequenced to
support the description of C. hepaticus as a novel species (19), including its type strain,
HV10. However, the authors did not detail the virulence genes or pathogenicity
mechanisms encoded by the C. hepaticus genome. Subsequently, a more comprehen-
sive study focused on the genomic characterization of this species sequenced 10 strains
isolated from SLD cases in the United Kingdom (74). This work concluded that C
hepaticus represents a distinct genomic lineage, with the pathogenic C. jejuni/C. coli
strains being its closest phylogenetic relatives. Also, this study revealed that C. hepati-
cus has experienced reductive genome evolution, as evidenced by a lower GC content
and an average genome size reduction of ~140 kb with respect to those of C. jejuni.
This reduction involved the loss of iron acquisition systems and the lack of many
well-known Campylobacter virulence determinants, like adhesion factors and capsular
polysaccharide biosynthesis or cytolethal distending toxin (CDT) genes. As in many
other bacterial pathogens, genome reduction is typically associated with niche spe-
cialization, like the chicken liver, so the potential of this emerging pathogen to transmit
and cause disease in other hosts (like humans) seems remote. However, the identifi-
cation of a C. jejuni plasmid encoding tetracycline resistance present in the genomes of
C. hepaticus strains evidenced that horizontal transfer between this species and other
campylobacters can mediate the acquisition of antimicrobial resistance and pathogenicity-
related determinants.

The availability of a larger, global C. hepaticus isolate collection is needed to explore
the pangenome variability in this species and to determine its population structure,
which will be helpful to better understand the impact of genome reduction and
horizontal gene transfer in the evolution and epidemiological dynamics of this emerg-
ing pathogen. As well, uncovering which genotypes are circulating globally will provide
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information that may be used to develop specific typing and detection tools for this
emerging pathogen.

Campylobacter hyointestinalis

Campylobacter hyointestinalis was originally isolated from swine with proliferative
enteritis and was described as a novel species in 1980 (21). Since then, it has been
recovered mostly from healthy animals (like sheep, deer, hamsters, dogs, and cattle) but
has also been sporadically isolated from livestock and human infections, pointing to
this species as an emerging zoonotic pathogen (6). On the basis of genetic and
phenotypic traits, C. hyointestinalis is currently divided into two subspecies: C. hyointes-
tinalis subsp. lawsonii is mainly restricted to pigs, and C. hyointestinalis subsp. hyointes-
tinalis has a broader host range (22, 75). First attempts aiming to assess the diversity of
C. hyointestinalis were based on determining genetic and protein profiles, evidencing
considerable intraspecies variability (76).

The whole genome of the species type strain, C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis
DSM 19053, originally isolated in 1985 from the intestine of a pig, was sequenced and
released in 2014. However, no further analyses of this genome were performed.
Recently, two closed genomes belonging to the human strain C. hyointestinalis subsp.
hyointestinalis LMG 9260 and the porcine strain C. hyointestinalis subsp. lawsonii LMG
15993 were released (77). Comparison of these genomes revealed an average nucleo-
tide identity between the two subspecies lower than the standard threshold (95%) used
for bacterial species delimitation, indicating that C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis
and C. hyointestinalis subsp. lawsonii could be reclassified as separate species within the
genus Campylobacter. Indeed, a more recent study that performed whole-genome
sequencing of 18 strains isolated from cattle, sheep, and deer from New Zealand
confirmed the previously suggested genomewide plasticity of C. hyointestinalis (78).
This work revealed high rates of gene gain/loss across C. hyointestinalis lineages,
probably accounting for the effects of horizontal gene transfer. The presence of strains
with an unusually high number of genes, multiple insertions of genomic islands, and a
significant proportion of recombinant sites suggests that genomic introgression has
been frequent along the evolutionary history of C. hyointestinalis subspecies. Indeed,
pangenome estimations revealed that 67% of C. hyointestinalis genes belong to the
core genome but only 5% of them correspond to the species clonal frame. Further
variability has been reported in virulence-associated genes, like the gene for cytolethal
distending toxin (CDT), for which new variants have been described in C. hyointestinalis
(79, 80).

Comprehensive comparative genomic analyses including both subspecies have
been limited because of the unavailability of C. hyointestinalis subsp. lawsonii genomes.
However, the release of a set of nine C. hyointestinalis subsp. lawsonii genomes (81) has
recently allowed proper comparison of the genetic diversity and evolutionary patterns
distinguishing C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis and C. hyointestinalis subsp. law-
sonii. This study confirmed the phylogenetic separation of C. hyointestinalis subsp.
hyointestinalis and C. hyointestinalis subsp. lawsonii using genomewide information and
identified that the two subspecies have separately evolved with null or extremely
limited gene flow between lineages. This genetic isolation is probably driven by
adaptation to distinct ecological niches, which has determined the fixation of genomic
signatures in both subspecies. For example, the generalist C. hyointestinalis subsp.
hyointestinalis enclosed a bigger and more diverse accessory genome than the spe-
cialist C. hyointestinalis subsp. lawsonii. This increased diversity is probably driven by a
stronger incidence of genomewide recombination events in C. hyointestinalis subsp.
lawsonii than in C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis. Accordingly, the genomes of
both subspecies encode distinct repertories of CRISPR/Cas and restriction-modification
systems that play an important role in DNA recombination, repair, and integration (49).
This has probably influenced genome plasticity and led to the observed differences in
the accessory genomes of both subspecies (82).
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Together, the observed genomic variability of C. hyointestinalis may indicate a great
potential to adapt to different ecological niches, underpinning its capacity to colonize
a great variety of mammal species both as a commensal and as a disease-causing agent
(78). Further comparisons between commensal and disease-associated strains may
provide new insight into the genetic mechanisms underlying C. hyointestinalis patho-
genicity.

Campylobacter lanienae

Campylobacter lanienae was first described in 2000 from the feces of healthy individ-
uals during a hygiene survey of abattoir workers (26). Subsequently, it has been recovered
from healthy cattle, sheep, and swine (83). In a single report, C. lanienae was isolated
from symptomatic infections in lab chinchillas with gastric ulcer; however, these results
were not fully conclusive about the pathogenic role of this species (84). The fact that
C. lanienae has not been reported to cause symptomatic infections either in humans or
in other animals indicates that this species could have limited pathogenic potential or
be a nonpathogenic member of the genus Campylobacter.

In a recent study, the whole genomes of 26 C. lanienae strains and 50 strains from
three putative novel C. lanienae-related taxa isolated from diverse hosts (including
humans, swine, sheep, and goat) were sequenced (85). In this work, the authors
compared these genomes with those from other sister species, such as C. fetus, C.
iguaniorum, and C. hyointestinalis, evidencing that C. lanienae and its related taxa
present a reduced gene content and distinct CRISPR/Cas loci. Additionally, the C.
lanienae lineage presented a higher diversity of flagellin genes than other Campylo-
bacter species and the absence of genes involved in selenium metabolism. Beyond the
unknown consequences of these genetic distinctions in the biology of C. lanienae, a
more in-depth (not yet reported) comparison of these genomes could shed light on the
apparent nonpathogenic phenotype of C. lanienae strains, as they could be screened
for genes that are well-known virulence determinants in major Campylobacter patho-
gens. Anyway, this work represents a good example of how the sequencing of species
that are not relevant for human or animal health can improve our understanding of
host adaptation and virulence evolution in the pathogenic members of the genus
Campylobacter.

Campylobacter lari and Related Taxa

Campylobacter lari was originally isolated from gulls as nalidixic acid-resistant,
thermophilic strains (NARTC). Subsequently, the urease-producing thermophilic group
(UPTQ), the nalidixic acid-susceptible group (NASC), and the urease-positive NASC were
identified as phenotypic variants of the originally described C. lari strains. A more
comprehensive inspection of these variants using molecular typing methods resulted in
the taxonomic revision and reclassification of several strains as novel taxa, such as C.
peloridis (27) and C. volucris (38). Additionally, other C. lari-like species have recently
been described, including C. insulaenigrae (24), C. subantarcticus (34), and C. ornithocola
(29). Currently, C. lari is divided into two subspecies: C. lari subsp. lari and C. lari subsp.
concheus. Together, these phylogenetically related taxa comprise the C. lari group.
These bacteria are typically isolated from coastal regions, marine environments, mol-
luscs, and aquatic birds and mammals. However, the sporadic isolation of C. lari and
related taxa from human infections (86-89) highlights their potential as emerging
pathogens.

Indeed, the first member of this group whose whole-genome sequence became
available was C. lari subsp. lari strain RM2100, isolated from a girl with watery diarrhea.
The analysis of this genome allowed for the determination that many virulence and
antibiotic resistance mechanisms present in the major pathogen C. jejuni were also
conserved in C. lari. Additionally, this isolate harbored a megaplasmid similar to the
conjugative plasmid pTet found in C. jejuni, coding for type IV secretion systems,
invasins, and adhesins that may contribute to its pathogenic potential (90).
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A subsequent comparative analysis aiming to expand the characterization of the C.
lari group released the whole-genome sequences for several UPTC strains, C. lari subsp.
concheus, and other related taxa, such as C. peloridis, C. subantarcticus, C. volucris, and
C. insulaenigrae. This study revealed that the C. lari group is very homogeneous, with
more than 70% of the genes identified in the previously sequenced C. lari subsp. lari
RM2100 being conserved among its members. However, an important conclusion of
this work is the absence of genes or pathways potentially implicated in the association
of the C. lari group with marine environments and aquatic animals (91).

Future work focused on elucidating this and other ecological aspects of this group,
like its potential pathogenicity and zoonotic risk, should aim to generate comprehen-
sive sets of whole-genome sequences for many species that are currently represented
by just a single sequenced strain (most except C. lari). This would allow for the
application of pangenome analyses providing a more comprehensive insight into the
intraspecific genomic variation of the C. lari group. This could result in the development
of lineage-specific molecular characterization tools useful to improve the screening of
species belonging to the C. lari group in diverse environments and hosts, including the
identification of clinical strains causing emerging infections in humans.

Campylobacter ureolyticus

In 2010, a polyphasic analysis was applied over a diverse collection of 26 Bacteroides
ureolyticus strains to reassess the taxonomic position of this species. This study dem-
onstrated that B. ureolyticus should be more suitably allocated within the genus
Campylobacter; hence, it was renamed C. ureolyticus (37). Subsequently, a retrospective
study that screened more than 7,000 patients with diarrhea evidenced the presence of
C. ureolyticus in 23.8% of Campylobacter-positive samples, representing the first report
of C. ureolyticus in the feces of patients with gastroenteritis and suggesting the role of
this species as an emerging enteric pathogen (92).

The first whole-genome analysis of C. ureolyticus strains was published in 2013 and
was based on the comparison of two genomes. The species type strain, DSM 20703
(originally isolated in 1978 from amniotic fluid), was sequenced in that study, and strain
ACS-301-Sch-V-3b (isolated from the vaginal tract of a woman) had been previously
sequenced as part of the Human Microbiome Project (93). This work uncovered the
virulence gene repertories of C. ureolyticus, which resembled those present in other
Campylobacter pathogens, including genes for adhesion and colonization (cadF, PEBI,
icmF, and fpA), invasion (ciaB, type IV secretion systems), and toxin production (S layer,
RTX, and Zot). Additionally, the study revealed that the two strains shared only 83% of
their genes, suggesting considerable intraspecific heterogeneity within C. ureolyticus.
Since then, only two additional genomes have been sequenced: that of strain CIT007,
which was originally isolated from stools from an elderly woman presenting with
diarrheal illness and end-stage chronic renal disease (94), and that of strain RIGS9880,
which was isolated from an immunocompromised patient with diarrhea (95). Both
strains presented very similar virulence repertories in comparison with the previously
sequenced genomes, proposing that these genes are conserved features of C. ureolyti-
cus that may define its pathogenic potential.

Considering the increasing clinical awareness of C. ureolyticus as an emerging
pathogen causing human gastrointestinal disease, future research should focus on the
generation of extensive whole-genome sequencing data from a representative collec-
tion of strains. This will allow the population structure, accessory gene dynamics, and
selective pressures shaping the genomes of this pathogen to be uncovered. This
information can be useful to seek genotype-phenotype associations, dissect its epide-
miological behavior, and identify transmission patterns, which are largely unknown.

Campylobacter upsaliensis: a Salient Example of a Not (Enough) Sequenced
Pathogen

For many nonclassical Campylobacter species reported to be causative agents of
infections in humans and other animals, sequencing efforts have been extremely
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limited, often including just single genomes of type strains. This reflects the existing
bias toward Campylobacter species that are more frequently or more easily isolated.
Despite this general bias in bacterial genomics, the effort of sequencing nonclassical,
clinically, or economically nonrelevant species deserves to be claimed as a way to
improve our understanding of the mechanisms directing the evolution of bacterial
pathogenicity.

C. upsaliensis represents a salient example of this situation. This species belongs to
the thermophilic campylobacters and is phylogenetically close to C. jejuni. Despite C.
upsaliensis being highlighted as an important emerging gastrointestinal pathogen
more than 2 decades ago, its clinical underestimation has been mainly explained by the
fact that it is sensitive to the antibiotics routinely used in selective media for the
isolation of C. jejuni (96). Nevertheless, many studies carried out in different geographic
areas have increasingly reported high prevalences of this species in human infections
(6). Also, companion animals, such as dogs and cats, have been identified to be possible
reservoirs of C. upsaliensis (97). Indeed, a pioneering study that applied amplified
fragment length polymorphism (AFLP) to characterize C. upsaliensis strains isolated
from humans and dogs evidenced two main genomic clusters: one exclusively com-
posed of human strains and the other comprising both human and dog strains (98).
This work revealed that, despite dogs being a possible source for human infections,
other routes of transmission would explain most cases of C. upsaliensis in humans.
Undoubtedly, whole-genome sequencing of C. upsaliensis populations isolated from
humans, dogs, and other animals could provide an enhanced understanding of its
epidemiology, host-associated evolution, and virulence mechanisms.

EVOLUTIONARY MECHANISMS IN EMERGING CAMPYLOBACTER SPECIES

The evolution of bacterial populations is directed by the incidence of two main
mechanisms: DNA damage or replication errors which generate deletions, rearrangements,
and point mutations and the horizontal exchange of genetic material, through which genes
are externally acquired and eventually incorporated through recombination. The impact of
these diversification mechanisms in the structuring of bacterial populations can be ex-
plained under entirely neutral evolutionary models, where microorganisms do not differ in
their fitness and all members of the population can be tracked back to the most recent
common ancestor using the coalescent framework. Though neutral models can explain the
population structure, bacteria are probably under selection pressures for adaptive traits
which influences their fitness, specifically, in host-adapted species which are exposed to
particular conditions within hosts. Some Campylobacter species can survive in the environ-
ment, but they are mainly found in association with vertebrate hosts; hence, they are
presumably subjected to selective pressures whose traces can be observed as genomic
signatures. Here, we summarize and discuss how pathogenomic studies have contributed
to unveil the main evolutionary mechanisms in emerging Campylobacter species and their
clinical relevance as drivers of new pathogenic phenotypes.

Host-Associated Population Structure and Adaptation

Emerging Campylobacter species are mainly host adapted and colonize a wide
variety of niches within birds, mammalian, and reptilian hosts. Accordingly, the obser-
vation of coexisting lineages associated with different hosts suggests that natural
selection acts to maintain that given population structure, for example, human-
associated and cattle-associated C. fetus strains that represent different phylogenetic
lineages that exhibit host-specific core gene repertories under positive selection (64). In
particular, strong positive selection signals in the flgD gene (coding for the flagellar
hook cap protein FlgD) were found in human-adapted lineages. Interestingly, diversi-
fying alleles of this gene have been found to be a defining feature of hyperinvasive C.
jejuni strains (99). In cattle-associated lineages, the enterobactin uptake receptor cfrA
has been identified to be the most diversifying gene. The expression of the CfrA protein
is induced under iron-restricted conditions and plays an important role in iron scav-
enging and colonization in C. jejuni (100), suggesting that selection acting on cfrA could
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be associated with niche adaptation and virulence in C. fetus. Another example of host
adaptation is observed in mammal- and reptile-associated C. fetus strains that represent
phylogenetically distinct lineages. Remarkably, the tcuRABC operon, which directs the
catabolism of tricarballylate, allowing its utilization as a carbon and energy source, is
present in the reptile-associated lineage consisting of C. fetus subsp. testudinum strains
but absent in the mammal-associated lineage consisting of C. fetus subsp. fetus and C.
fetus subsp. venerealis (71). This genomic signature reflects functional adaptation to
different ecological niches within mammal and reptile hosts.

Similarly, other emerging species possess a structured population. An example is C.
hyointestinalis, which is subdivided into C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis (a gen-
eralist colonizing several mammalian species) and C. hyointestinalis subsp. lawsonii (a
specialist adapted to pigs), which represent clearly divergent phylogenetic lineages
(82). The genomes of these host-adapted subspecies are characterized by distinct
accessory gene patterns which reflect dissimilarities in their functional repertories.
Specifically, genes involved in DNA replication, recombination, and repair, such as those
coding for CRISPR/Cas and restriction-modification systems, are unevenly distributed
among subspecies. These genes may modulate the generation of sequence diversity
that is the source for natural selection and the subsequent adaptation of lineages to
ecological niches, like different host species. These observations are reminiscent of the
major pathogen C. jejuni, where the differential host tropism of lineages has been well
documented. For example, differences in the vitamin Bg biosynthesis pathway have
been identified between cattle-associated and chicken-associated clonal complexes,
suggesting adaptation to the host diet (101).

As hosts represent a complex combination of selective pressures given by distinct
immune responses along tissues or fluctuating concentrations of metabolites and cell
by-products, different Campylobacter genotypes could adapt to distinct ecological
subniches within the same host organism and eventually exhibit distinct virulent
phenotypes. Indeed, this kind of adaptation to subniches within the same host has
been proposed in C. jejuni, where up to 10 different clonal complexes have been
reported coexisting in a single chicken flock (102). Interestingly, this has been reported
in emerging species, such as C. fetus subsp. testudinum, which also shows signatures of
genomic adaptation to different subniches within the same host. Specifically, a recom-
bination event in the iamA gene has been identified among strains causing invasive
disease in humans (recovered from blood, bile, hematoma, or pleural fluid) but absent
in strains isolated from stool samples. The iamA gene belongs to an ABC transporter
system that is considered a virulence factor associated with invasion in C. jejuni (103).
These examples evidence that genomic traces in host-adapted lineages within struc-
tured populations can be identified at different levels of complexity and could be
related to the pathogenic potential of emerging Campylobacter species.

Barriers to Homologous Recombination

Recombination occurs between individual microorganisms, so it can be detected when
comparative analyses are performed at the population level through the identification of
genomic mosaicisms. This evidences gene flow occurring between physically close cells,
hence, the absence of an ecological barrier between them. However, different types of
barriers to homologous recombination can be implicated in a maintaining population
structure, particularly in host-associated lineages, where strains colonizing a certain host are
typically not in contact with those colonizing a different host. For example, the C. hyointes-
tinalis subspecies found in different mammalian species are separated by a strong recom-
bination barrier (82). Interestingly, these subspecies present a borderline average nucleo-
tide identity indicating an underlying speciation process driven by genetic and ecological
isolation. Also, in C. fetus a barrier to homologous recombination between mammal-
adapted and reptile-adapted strains reflects that these lineages have been evolving sepa-
rately for a long time in association with different host species (71).

This phenomenon can have adaptive explanations, since bacteria sharing similar
niches will require certain combinations of genes that confer a fitness advantage in that
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environment. Recombination can be the underlying mechanism by which adaptive
genetic variants can be incorporated and selected. A clear example of recombination
barriers and differential gene flow between closely related Campylobacter lineages can
be observed in C. coli. Barriers to homologous recombination have been identified in
C. coli clade 1 strains, which mainly represent clinical and farm animal isolates, with
respect to clade 2 and 3 strains, which are more abundant in watercourses and riparian
environments. On the contrary, substantial genome introgression from C. jejuni has
been detected in C. coli clade 1 after a long period of independent evolution (104).

These examples evidence that limited gene flow between Campylobacter pop-
ulations may be a mechanism driving genomic diversification and possible adap-
tation to new hosts in emerging species. Some similarities can be observed in
emerging and major Campylobacter pathogens, where recombination barriers and
gene flow have shaped their genome dynamics. From the clinical perspective,
understanding how genomic admixture underpins the adaptation of pathogens to
new environments and/or hosts is relevant, since this information can help to
provide an understanding of phenotypic variation associated with pathogenicity
potential, identify new reservoirs for zoonotic species, and predict potential host
jumps that can lead to emerging infections.

Horizontal Gene Transfer

Horizontal gene transfer is a main driver of bacterial evolution, and its role in genome
plasticity is being understood more precisely as new genomic information becomes
available for different bacterial lineages. The impact of horizontal gene transfer in Campy-
lobacter evolution has been well-documented in C. jejuni, where it has played an important
role in the acquisition of antimicrobial resistance and virulence. Additionally, horizontal
gene transfer, including the incorporation of plasmids and the integration of genomic
islands, has been described in several emerging Campylobacter species. Here, we summa-
rize the most salient examples of horizontal gene transfer events in emerging campylo-
bacters and discuss how this can impact antimicrobial resistance and virulence.

Role in the acquisition of antimicrobial resistance. Antimicrobial resistance con-
ferred by horizontal gene transfer has been largely documented mainly in C. jejuni and
C. coli (105). Indeed, as Campylobacter species possess genetic mechanisms for natural
transformation and conjugation, antimicrobial resistance genes could be rapidly trans-
ferred between strains (106). For example, C. jejuni isolates carrying a plasmid coding
for a cfr(C) gene that confers multidrug resistance were recently described. Interest-
ingly, this genetic mechanism was also found in C. coli primary isolates recovered from
cattle (107). Considering the widespread distribution of several emerging Campylobac-
ter species in the farm environment, this constitutes a risk for the appearance of new
Campylobacter lineages that could incorporate this plasmid. The fact that this plasmid
can also be successfully transferred in vitro between C. jejuni and C. coli suggests that
it could disseminate to other species coexisting in the same niche. Indeed, the analysis
of C. hepaticus and C. lari genomes, among other emerging Campylobacter genomes,
has recently revealed the presence of plasmids coding for the tetracycline resistance
gene tetO and other antimicrobial resistance determinants which are widespread in
mobile elements found in C. jejuni and C. coli (74, 90). Additionally, other mechanisms
of horizontal gene transfer seem to be important in emerging Campylobacter species,
as evidenced by the detection of tetracycline and aminoglycoside resistance genes
within a transferable genomic island found in C. fetus (108). This suggests that the intra-
and interspecies transfer of mobile elements coding for antimicrobial resistance is
possible between Campylobacter species. Importantly, as most Campylobacter infec-
tions in humans are caused by the ingestion of contaminated animal products or
contact with animals, the dissemination and fixation of antimicrobial resistance mech-
anisms in emerging campylobacters that are mainly adapted to the farm environment
constitute a possible vehicle for the appearance of emerging pathogens with extended
antimicrobial resistance repertories. This is particularly relevant, since the same classes
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of antimicrobials are basically being used in food-producing animals and in human
medicine, generating similar selective pressures in both environments.

Role in the acquisition of virulence mechanisms. Mobile elements are important
for virulence in major pathogens like C. jejuni. Particularly, this is mainly caused by the
presence of plasmids containing genes homologous to the genes for type IV secretion
systems (T4SS), which are macromolecular machineries used to exchange DNA be-
tween bacteria but also to inject protein effectors into host cells, which can lead to
functional impairment (109). Indeed, experimental mutations to inactivate T4SS genes
caused reduced adherence and invasion in C. jejuni (110). Interestingly, these systems
have subsequently been described in other Campylobacter species, like C. fetus, where
diverse T4SS clusters are present in their genomes and are contained within pathoge-
nicity islands that can be found both integrated into the chromosome and in plasmids.
Even though the effector proteins that could be delivered by these T4SS and cause
damage to the host cell have not been experimentally determined, T4SS-containing
pathogenicity islands in C. fetus also code for filamentation induced by cAMP (FIC)
domain proteins. These proteins could be potential effectors for virulence since in other
bacteria they have critical roles in cellular processes, including disruption of host cell
signaling pathways leading to cytotoxic effects (111).

Phylogenetic characterization of T4SS genes in C. fetus revealed multiple evolution-
ary origins and acquisition from different Campylobacter donors. These genes are also
conserved in other emerging species, like C. ureolyticus, C. upsaliensis, and C. lari,
indicating that horizontal gene transfer of plasmids and other genetic elements har-
boring T4SS has been an important evolutionary force shaping the repertory of
virulence genes in Campylobacter species. The exploration of T4SS diversity in other
Campylobacter genomes, together with the development of experimental approaches
in emerging species, can provide important information about the role of these
secretion systems in the virulence of Campylobacter species. Importantly, the identifi-
cation of genes coding for effector proteins that modulate virulence could lead to the
development of straightforward molecular typing tools targeting these genes, as they
have been developed, for example, to characterize cagA-positive Helicobacter pylori
strains, which are known to increase the risk of developing gastric cancer (112, 113).

Genome Reduction

Genome reduction has been documented in diverse bacterial lineages and is typically
associated with functional specialization, host association, and/or increased pathogenicity
in some species (114, 115), since niche adaptation requires selection for traits that optimize
pathogen fitness in the new environment. Reduced genomes are also characterized by
diminutive gene sets with a loss of metabolic functions and a low genomic GC content. The
genome size in the genus Campylobacter varies from ~1.4 Mb to ~2.5Mb, and the GC
content ranges from very low values of about 28% up to 45% (116). The most relevant
species for human and animal health, C. jejuni and C. coli, have genomes smaller than those
of most of the emerging species and are typically associated with the gastrointestinal niche.
This highlights the relevance of genome reduction during the evolution of pathogenicity in
the genus Campylobacter. However, the most salient example of genome reduction is the
recently described species C. hepaticus, which presents one of the lowest GC values within
the genus (~28%) and a smaller genome than its closest relative, C. jejuni. The genes lost
in this species include genes for pathways for iron acquisition and metabolism, which is
consistent with adaptation to an iron-rich environment, such as the chicken liver, which
constitutes its reservoir. Additionally, C. hepaticus genomes code for a very reduced
repertory of virulence-associated genes in comparison to that in C. jejuni, with the C
hepaticus genome lacking many well-known genetic factors important during Campylo-
bacter infection, like those coding for the cytolethal distending toxin (CDT) and capsular
and extracellular polysaccharides (74). This reduced set of virulence genes may be the
consequence of the evolution of attenuated virulence in C. hepaticus, which has been
documented in other bacteria and which occurs as a result of immune evasion within the
host (117). Beyond being beneficial for the pathogen due to the establishment of a
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FIG 2 Campylobacter taxa and available genomes through time. (A) Graph showing the number of described Campylo-
bacter species through time since the official description of the genus in 1973. (B) Graph showing the number of available
whole-genome sequences through time for C. jejuni/C. coli and the rest of the Campylobacter members, including those

emerging species discussed in this review.

long-term chronic infection, this may constitute a limited capacity for transmission within
hosts or survival in the environment. Consequently, further work is needed to determine
the impact of genome reduction in C. hepaticus and how this correlates with virulent
phenotypes, which would constitute a cornerstone for studying this evolutionary mecha-
nism in this and other emerging Campylobacter species.

FUTURE DIRECTIONS

Beyond the fact that C. jejuni and C. coli still remain the main causes of bacterial
gastroenteritis worldwide, we now identify most Campylobacter species to be clinically
relevant pathogens. Among them, C. fetus, C. concisus, C. ureolyticus, and C. upsaliensis are
being systematically detected from humans, although the increasingly frequent report of
infections caused by other related species still has not motivated a unified effort to
understand the genomic variability of emerging Campylobacter species. On the contrary,
these efforts have been mostly isolated, causing some important species, such as C.
upsaliensis, to remain neglected. Accordingly, our understanding about host adaptation,
transmission, and pathogenicity evolution in Campylobacter species could be enhanced by
coordinating sequencing efforts among international groups, working as a consortium to
fill the gap in genomic information for emerging campylobacters that exists today. As for
many major pathogens, it is clear that the availability of genomic data and the information
derived from subsequent comparative analyses constitutes a major opportunity for an
improved understanding of the mechanisms driving Campylobacter evolution. In particular,
this could facilitate the development of high-resolution tools for typing emerging species.
For example, the development of core genome multilocus sequence typing (cgMLST)
schemes like those currently available for C. jejuni and C. coli requires comprehensive
genomic data sets that represent global isolate collections. Once cgMLST schemes, among
other tools, become available for species like C. fetus, C. ureolyticus, C. concisus, or C.
upsaliensis, understanding the genetic variation that underpins ecological and epidemio-
logical patterns will be straightforward, enabling the rapid identification and more efficient
tracking of emerging campylobacters, which will eventually result in more effective inter-
ventions. In parallel, the identification of genetic features associated with virulence traits
will guide the development of new therapeutic procedures to prevent or control infections
caused by species different from C. jejuni and C. coli, contributing to limiting the emergence
and spread of new clinically relevant genetic variants.

The description of novel Campylobacter species has accelerated since 2009 (Fig. 2),
mainly due to improved culturing conditions for Campylobacter and the exploration of new
hosts and environments. Also, the recent application of culture-free methods, like 16S rRNA
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amplicon sequencing, to study the microbiome of wild animals has allowed the identifi-
cation of novel species, like C. pinnipediorum (30). This approach seems promising to
discover new species but also to monitor the presence of emerging pathogens without the
need for bacterial isolation, which can provide useful epidemiological information to guide
more comprehensive sequencing efforts. Also, metagenomics can be applied to have a
general overview of the human microbiome composition at the population level by
analyzing samples from urban environments (118). For example, as the urban sewage
microbiome has been shown to recapitulate the human gut microbiome, metagenomic
sequencing of wastewater samples can provide information about the circulation of
pathogens and antimicrobial-resistant genotypes in the population (119), including
unappreciated Campylobacter species. Furthermore, as many emerging campylobacters
(like C. concisus) have been found in healthy individuals, the reanalysis of thousands of
public gut metagenomic data from healthy humans can help to recover genomic
information from Campylobacter lineages that are being carried asymptomatically. This
approach has proved useful to identify and quantify C. fetus lineages in the intestinal
microbiota of healthy humans (64) and could be easily extended to analyze other
species. Together, the application of integrative approaches that consider improved
culture conditions, whole-genome sequencing, and microbiome analysis can set the
basis for future research toward the elucidation of the epidemiological behavior and
real clinical impact of emerging Campylobacter species.

CONCLUSIONS

Not every infectious disease is subject to epidemiological research. Hence, the
resultant lack of information can lead to the unappreciated spread of pathogens which
constitute public health emergencies. Indeed, this originally happened with C. jejuni,
whose importance in human gastroenteritis was unseen until methodological improve-
ments for isolation and identification became available. In this sense, emerging Cam-
pylobacter species that have been reported at a high frequency in certain geographic
regions, like C. upsaliensis, are known to be underestimated because they are suscep-
tible to some antibiotic combinations used in selective media for the isolation of C.
jejuni and C. coli. This represents an important challenge, since the application of
high-resolution tools to characterize these infections, like those based in comparative
genomics, require the availability of bacterial isolate collections and clinical informa-
tion. However, we envisage that constant improvements in clinical microbiology will
gradually uncover the real burden of many emerging Campylobacter species. Indeed,
this has already happened for some species, like C. fetus, which is currently recognized
as the most frequent Campylobacter species recovered from human blood infections,
after being largely underestimated and considered an infrequent pathogen. Thus, this
underpinned the recent development of pathogenomic analyses that resulted in a
better understanding of its epidemiology, evolution, and transmission.

Upcoming efforts focused on understanding the biology of emerging campylobac-
ters will require the extensive use of pathogenomic approaches to comprehensively
address a set of key unpostponable aspects, including the genomic screening of global
collections of main emerging species, like C. upsaliensis, C. ureolyticus, or C. concisus, and
the incorporation of microbiome data analysis to recover asymptomatically carried
lineages or to evaluate the incidence of Campylobacter infection in the host microbiota
composition. The outcomes of these studies will assist with the rational selection of
genomic markers for the design of novel diagnostic assays, the development of tools
for molecular epidemiology, and the identification of phenotype-genotype associations
that can at last have an impact on improving the surveillance, control, and treatment
of infections caused by emerging Campylobacter species.

Clinical Microbiology Reviews
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Obtencidon de genomas
de Campylobacter fetus
aisladas en Uruguay

3.1. Introduccion

... (A) knowledge of sequences could contribute much to our unders-

tanding of living matter.

Frederick Sanger, 1980

La palabra genoma se refiere a el conjunto completo de ADN de un organismo.
En sus inicios, la secuenciacion del ADN era aplicable sélo para genes o
fragmentos de estos, debido a su altisimo costo y complejidad, por lo que la

genomica tal como la conocemos hoy en dia era inimaginable.

Al acceder a la informacién almacenada en el material genético de un orga-
nismo, abrimos la posibilidad de incontables aplicaciones. En el caso de los
genomas bacterianos, la secuenciacion ha permitido avances inconmensura-
bles con respecto a la era pre-gendmica, lo que ha significado un cambio de
paradigma en la forma de investigar en microbiologia. Tan solo 28 afios atr4as,
en el afio 1995, comenzaba la era gendmica con la publicacién del genoma
de 1,8 millones de bases (Mb) de Haemophilus influenzae [107], hito al que
le sucedieron las publicaciones de los genomas de las principales especies

modelo [108].
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3.1.1. De reads a genomas

La informacién almacenada en un genoma pasa por multiples instancias
de procesamiento y evaluacion antes de plasmarse en una secuencia re-
presentativa. La primera etapa consiste en la lectura de las bases en una
molécula de ADN, para generar un producto intangible como lo son las
lecturas o reads. Estos serdn las piezas de un rompecabezas armado a cie-
gas, sin mas informacion de la contenida en las piezas y sus bordes, en un
proceso llamado ensamblado de novo, que se describe mas adelante (Ver

Subsubseccion 3.1.1).

En los dltimos 40 afios se han disefiado varias estrategias de secuenciacion,
transformandola en un recurso cada vez mds accesible, gracias a los avances
que permitieron la generacién de metodologias cada vez mas baratas y
eficientes. La historia de estas tecnologias puede contarse en tres capitulos
correspondientes a las tres generaciones de tecnologias de secuenciacion, las
cuales se describen a continuacién. En la Tabla 3.1 se comparan algunas de

las plataformas de secuenciaciéon mds utilizadas.

Primera generacion: Podemos sentar las bases de la gendémica en la
década de 1970, con el desarrollo de una técnica para secuenciar el ADN. Esta
técnica, que conocemos hasta ahora como el método de Sanger en honor a
su creador, Frederick Sanger, fue la tecnologia dominante en la secuenciacién
de genomas hasta entrada la década de los 2000, constituyendo lo que

conocemos como la primera generacion de tecnologias de secuenciacidn.

Método de Sanger: Este método se basa en la sintesis de fragmentos de

ADN de diferentes longitudes, generados in vitro a partir de una cadena

3.1 Introduccion
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molde, mediante la adicién de nucleétidos (ANTPs) convencionales y di-
desoxinucledtidos (ddNTPs) marcados. Este método también es conocido
como de “terminacién de cadena”, ya que la sintesis prosigue hasta la adicién
de un ddNTP, a partir del cual no puede continuar la polimerizacién. Los
fragmentos de diferentes longitudes generados en la fase de sintesis son
luego separados mediante electroforesis, y la secuencia del ADN molde se

infiere a partir del patréon de bandas resultante.

En la década de 1980 se generd un plataforma automadtica de secuenciacién
basada en este método, marcando el inicio de la primera generacién de

plataformas de secuenciacion que fueron lanzadas al mercado.

Esta tecnologia sigue siendo relevante para algunas aplicaciones, ya que
genera secuencias de aproximadamente 1000 bases con una calidad muy
alta, requiriendo un minimo procesamiento computacional, caracteristicas
que la convierten en una opcidén atractiva en el dmbito del diagndstico clinico

[109].

Segunda generacidn: La secuenciacién comenzé a popularizarse, pero
seguia siendo muy costosa y laboriosa. Es entonces que comienza una carrera
impulsada por la necesidad de disminuir los costos y aumentar la eficiencia
de la secuenciacion. El lanzamiento al mercado de la plataforma desarrollada
por 454 Life Technologies, basada en la pirosececuenciacion, dio inicio a la
segunda generacién de tecnologias de secuenciacion, conocida también como
tecnologias de secuenciacién de préxima generacion, o NGS por sus siglas
en ingles. Las caracteristicas de esta segunda generacion de tecnologias de

secuenciacion son:

= No se requiere un paso previo de clonacion, eliminando los sesgos

inherentes a este paso y aumentando su aplicabilidad.
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= La secuenciacion se produce en forma masiva y paralela, ya que se
secuencian al mismo tiempo millones de fragmentos de ADN.

= No se requiere del procesamiento posterior para inferir las secuencias
del ADN, ya que estas se infieren a partir de informacion recopilada

durante la secuenciacion.

[llumina La plataforma de segunda generacidon mas utilizada y que pre-
domina en el mercado es la desarrollada por Solexa, compafiia que luego
adquirié Illumina, nombre con el que se asocia esta tecnologia. Pueden

distinguirse cuatro etapas en el proceso de secuenciacién con Illumina:

1. La primera etapa consiste en generar las librerias de secuenciacidn,
que consisten en fragmentos de ADN con longitudes que generalmente
se encuentran en el rango de entre 300 y 600 bases, y secuencias
adaptadoras unidas a ambos extremos. Luego, se transfiere la biblioteca
a una celda de flujo o flowcell, que consiste en una superficie que
contiene oligonucleétidos anclados a su superficie, a los que se uniran
los fragmentos mediante complementariedad de bases con una region

del adaptador.

2. Se realiza la amplificacion de cada fragmento sobre la superficie de
la celda, sobre la cual también permanecen unidos los productos de
amplificacién, generando cliisters compuestos por fragmentos de ADN

idénticos con sus secuencias adaptadoras.

3. Un read se genera a partir de cada cliister mediante secuenciacién por
sintesis, en la que cada base es incorporada a las cadenas en crecimiento
en forma sincronizada. Ocurren tipicamente 150 ciclos que consisten

en:
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a) incorporacién de un nucledtido conjugado a un terminador rever-
sible y un fluoréforo

b) lavado de la celda para eliminar el excedente de nucleétidos no
unidos

c) excitacion del fluoréforo y captura de imagen

d) clivado del terminador, para permitir la incorporacién de la si-

guiente base y el inicio de un nuevo ciclo.

4. Al finalizar los ciclos de secuenciacién, el equipo cuenta con las image-
nes capturadas, y genera a partir de éstas las secuencias correspondien-
tes a cada cluster, en un proceso denominado llamado de bases o base

calling.

La secuenciacién produce reads o lecturas cortas a partir de uno o ambos
extremos de los fragmentos, segin lo cual decimos que los reads son simples
(SE o single end) o pareados (PE o pair end). Estos ultimos son mas conve-
nientes ya que no solo brindan informacién acerca de la secuencia en los
extremos de los fragmentos, sino que se conoce la distancia que separa al par

de reads entre si, lo cual facilita el procesamiento downstream.

La aplicacion de esta tecnologia genera millones de reads cortos pero de muy
buena calidad. Sin embargo no estd exenta de errores o sesgos, incorporados
en cada etapa del proceso. Una de las fuentes de error mds frecuentes que
se produce durante la secuenciacion, es la generacién de sefiales ambiguas
debido al desfase de la sintesis en los cliisters, que dificultan el base calling y
se hace mas notable a medida que avanza la secuenciacién, razén por la cual
es frecuente observar una disminucidén en la calidad de la secuencias hacia el

final de los reads.
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Tercera generacidn: La tercera generacion de tecnologias de secuencia-
cién es dominada por dos plataformas: Nanopore y PacBio. Estas tecnologias
abren una tercera generacién de secuenciacién debido a dos caracteristicas
esenciales: la secuencia se obtiene en tiempo real a partir de una tnica
molécula. Esto implica que no es necesario un paso de amplificacion previo a
la secuenciacion, ya que cada fragmento es secuenciado de forma individual,

eliminando sesgos asociados a este procedimiento.

Nanopore: Esta tecnologia, desarrollada por Oxford Nanopore Technolo-
gies se basa en la lectura de potenciales eléctricos generados durante el paso
de una molécula por un poro que estd embebido en una membrana. Puede
utilizarse tanto para ADN como para ARN, y tiene la ventaja de que, al no ser
necesaria la amplificacion, las moléculas son "leidas" en su forma nativa. El
base calling se realiza de forma simultdnea a la lectura de las variaciones de
potencial eléctrico a través de la membrana durante el paso de la molécula.
Esta tecnologia tiene la ventaja de que generar lecturas muy largas, de entre 5
y 30 kilobases (Kb), con la posibilidad de llegar hasta 4 Mb. Si bien la calidad
de la secuenciacién es limitada, la incorporaciéon de mejoras en la deteccién
de senales y en el base calling ha permitido mejorar significativamente la
calidad de las lecturas[110]. Se ha reportado que la tecnologia Nanopore es
poco eficiente en la secuenciacién de regiones de baja complejidad y en la

secuenciacién de genomas o regiones de alto contenido de GC [111].

PacBio: Esta tecnologia utiliza la secuenciacion por sintesis como estrategia,
en la que se utilizan nucleétidos marcados con fluoréforos y se detecta
la incorporacion de cada nucledtido detectando la fluorescencia emitida.
PacBio produce reads largos, y no requiere la amplificacidon de las sefiales
de fluorescencia, debido a que cada fragmento de ADN es secuenciado

individualmente. Esto es posible ya que la ADN polimerasa se encuentra unida
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al fondo de pocillos de escala nanométrica llamadas zero-mode waveguides
0 ZMW, en los que ocurre la deteccién de forma individual. Se obtiene un
perfil temporal de fluorescencia en los cuatro canales, que corresponden a
los cuatro bases del ADN. Si bien esta tecnologia se asociaba con grandes
tasas de error, no se han encontrado errores sistemdticos, con lo que al
aumentar la profundidad de la secuenciacion su efecto disminuye. Una
mejora que aumentd considerablemente la calidad de la secuenciacion es
la circularizacién de los fragmentos a secuenciar, que permite una lectura

continua con lo que cada base es leida muchas veces.

Cada lectura continua que se genera por el paso de la molécula por la
ADN polimerasa se conoce como lecturas de la polimerasa, o polymerase
reads. Estas lecturas son procesadas mediante un programa que elimina las
secuencias adaptadoras y extrae cada secuencia individual, correspondiente
al fragmento original. Estas lecturas individuales o subreads provenientes del
mismo polymerase read son comparados y se obtiene una secuencia consenso

de alta calidad [112].

Calidad: El proceso de secuenciacion no es perfecto, ya que cada una de
sus etapas es propensa a incorporar sesgos y errores que repercuten negati-
vamente en el producto de secuenciacion y en sus aplicaciones posteriores.
Independientemente de la tecnologia utilizada es necesario asegurar la cali-
dad de los datos de secuenciacién antes de continuar el procesamiento hacia
la obtencion de los genomas. Como producto de la secuenciacion se obtiene
no solo informacion sobre la secuencia de los reads, sino también la calidad
asociada a cada base, que refleja la confianza de que la base llamada sea la
correcta. La evaluacidon de la calidad de las lecturas nos permite asegurarnos
de que se obtengan secuencias de calidad, que puedan ser utilizadas con

confianza en procesos posteriores, como el mapeo o el ensamblado de los
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Tabla 3.1: Comparacion de las principales plataformas de secuenciacion utilizadas

Plataforma Longitud maxima Output (bases) Output (reads) Ventajas Desventajas

Sanger ABi 3500 S >800 bp - Hasta 384 - Alta calidad (Error: 0,01 %) - Alto costo
- Sesgos en la clonacién
- Bajo rendimiento

- Errores en homopolimeros

Illumina MiSeq 2 x 300 bp 0,3-15 Gb 1-25 x10° - Bajo costo - Reads cortos
- Reads de alta calidad (Error: 0,613 %) - Sesgos en la amplificacién
- Errores acumulados sobre el final de los reads
- No permite resolver regiones repetidas

- Errores en secuencias con alto GC

Illumina HiSeq 2 x 150 bp 650-750 Gb 2,5 (SE), 5 (PE) x107 - Reads de alta calidad (Error:0,112 %)
PacBio RSII >1Kb 1Gb 1-10 x10°¢ - Reads largos - Alta tasa de error (10-15 %)
- No requiere amplificacién
- Costo medio
ONT MinION 900 kb 48 Gb Hasta 1 x10° - Bajo costo - Alta tasa de error (0,1-1,7 %) [1]

- Reads ultra largos - Errores en secuencias de baja complejidad

[1] Valor depende de la tecnologia: 1,7 % (R9.4.1), 0,1-1% (R10.4.1)

genomas. Herramientas informdticas como por ejemplo FastQC [113] nos
permiten visualizar la calidad de un experimento de secuenciacion masiva
e identificar errores y/o sesgos. Por ejemplo, es frecuente encontrar que
la calidad de las bases hacia el final de los reads producidos por Illumina
disminuye de forma sostenida, producto del desfasaje de la secuenciacion. Al
visualizar esta informacion es posible disefiar estrategias para remediar este
y otros problemas de forma consciente o automatica, en un proceso conocido
como trimming, teniendo en cuenta que la eleccion del método elegido no

resulte en una pérdida significativa de informacion.

Ensamblado de novo

Los reads no suelen tener informacién sobre a qué region del genoma per-
tenecen, por lo que determinar su orden en el material genético original
supone un gran problema bioinformatico. Todos los abordajes de ensamblado
de reads parten del mismo concepto: las secuencias similares probablemente
provengan de la misma region del genoma [114]. El ensamblado de novo es
el procesamiento mediante el cual se busca reproducir la secuencia genémica
original a partir de los datos de secuenciacion, sin utilizar un genoma de

referencia. En este proceso los reads son ordenados en base a superposiciones
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en sus secuencias para dar cadenas ininterrumpidas mds largas denominadas
contigs, que a su vez pueden asociarse para generar scaffolds. Podemos clasifi-
car los métodos de ensamblaje en tres categorias segun el largo de los reads

[115].

Sdélo reads cortos: Esta estrategia es la mas utilizada, ya que parte
unicamente de reads cortos, por ejemplo, los generados con Illumina. Primero,
los reads son divididos en subsecuencias de k bases o k-meros y se construyen
grafos, generalmente basados en los grafos de de Bruijn [115], en los que se
representan los k-meros y sus uniones si comparten secuencias solapantes.
Para obtener el ensamblado se reconstruye el camino que atraviesa todos
los nodos (o conectores) del grafo una sola vez. Uno de los programas mas

populares que utiliza esta estrategia es SPAdes [116].

Sdlo reads largos: Al utilizarse una tecnologia de tercera generacion
los problemas relacionados con la longitud de los reads y los sesgos de
amplificacion se resuelven, pero, debido a la alta tasa de error asociada
a estas tecnologias, se realiza un paso de correccion de errores. Luego, el
ensamblado puede realizarse mediante superposicion directa de reads, con o
sin la compilacion de k-meros. Luego del ensamblado se realiza una etapa de
"pulido" de los genomas o polishing, con el proposito de corregir los errores

que pudieran quedado sin resolver en etapas anteriores [117].

Ensamblado hibrido: Ilas estrategias antes mencionadas pueden ser insu-
ficientes para generar un genoma de buena calidad, ya que los reads cortos
son insuficientes para resolver regiones de baja complejidad y por la baja ca-
lidad de los reads largos. Existen dos estrategias para realizar el ensamblado

hibrido, segun el tipo de reads que se ensamble primero:
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largos + cortos: Primero se realiza el ensamblado utilizando exclusivamen-
te los reads largos, para luego mejorar la calidad utilizando la informacion
brindada por los reads cortos. Este caso es similar a la estrategia que sélo
utiliza reads largos, ya que los reads cortos son incorporados a la ecuaciéon

durante la fase de polishing.

cortos + largos: En este caso se realiza el ensamblado con reads cortos, y
el grafo resultante es mejorado con la informacién almacenada en los reads
largos, lo que aumenta la resolucion de las regiones de baja complejidad en

el genoma.

Por ejemplo, Unicycler, un programa especializado en el ensamblado hibri-
do, toma los contigs producidos a partir del ensamblado de los reads cortos
y los combina con los reads largos para procesarlos de una manera similar
a la utilizada por la estrategia que sélo emplea reads largos. Las regiones
del grafo correspondientes a secuencias presentes en mas de una copia por
ejemplo, se observan como nodos ramificadores, que vuelven a converger a
un mismo nodo. Para resolver esta estructura, Unicycler utiliza una estrate-
gia de construccion de puentes mediante alineamiento global de los contigs

involucrados y los reads largos, simplificando asi el grafo [118].

En busca del ensamblado perfecto El ensamblado, es un proceso com-
plejo, computacionalmente costoso y sensible a los errores y sesgos en el
proceso de adquisicién de datos. Un error que incide en el ensamblado es
el producido por una cobertura de reads no uniforme, producto de sesgos
en la generacion de la libreria de secuenciacién o durante la amplificacion.
Si la cobertura no es uniforme es probable una mayor inserciéon de gaps
en el ensamblado. Quizas la limitacion mas relevante en los ensamblados

proviene de la presencia de regiones repetidas o de baja complejidad, cuya
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longitud excede la longitud de los reads, por lo que no pueden ser resueltas y
son responsables en gran medida de la alta fragmentacién de los genomas.

[115].

El ensamblado ideal de un genoma bacteriano es aquel que esta completo,
ya que contiene tantos contigs circularizados como replicones, y estd libre de
errores, gaps o bases indeterminadas [119]. Existen varias herramientas para
evaluar la calidad de los genomas ensamblados. En general todas tienen en
cuenta unos pocos parametros, tales como la continuidad de la secuencia,
el nimero de contigs y el N50, y otros que dependen del taxo, como los que

reflejan la completitud y contaminacion de un ensamblado:

Numero de contigs: El nimero de contigs en un genoma debe ser bajo y
corresponderse con el nimero de replicones si el genoma obtenido se
encuentra completo. Sin embargo, esto es muy dificil de lograr, sobre
todo si sdlo se parte de reads cortos. Esta dificultad se refleja en la bajisi-
ma proporcion de genomas completos encontrados en la base de datos
Datasets del NCBI, ya que soélo el 2,44 % de los genomas bacterianos
depositados en esta base de datos se encuentran completos'.

N50: Esta métrica indica que el 50 % de un genoma dado estd contenido
en contigs que son iguales o mayores que este valor. Es deseable que
este numero sea igual o cercano a la longitud total del genoma, en los
genomas compuestos por un inico cromosoma.

Completitud y contaminacion: Estos parametros se obtienen evaluando la
presencia de un conjunto de genes marcadores ubicuos y de copia tnica
para un determinado nivel taxonémico. En un genoma completo y sin
contaminaciones deben encontrarse todos los genes marcadores en una
unica copia. Si, por ejemplo, todos los genes marcadores estan dos

veces en el genoma su nivel de contaminacién sera del 100 %.

Valor correspondiente al porcentaje de genomas que figuran como “completos” sobre el
total de los genomas bacterianos depositados en esta base de datos.
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Mejoramiento de genomas fragmentados Si bien es mas frecuente ob-
tener genomas fragmentados, en especial si se utilizan sélo reads cortos para
el ensamblado, se pueden tomar algunas acciones para mejorar su calidad,
en ausencia de datos de secuenciacién adicionales. Existen para este fin
muchas estrategias, generalmente como parte de flujos de trabajo o pipeli-
nes in house. Una estrategia eficiente y facil de implementar, desarrollada
por el Instituto Sanger llamada Improve Assembly [120] consiste en aplicar
primero la herramienta SSPACE [121] de forma iterativa, que extiende los
contigs utilizando los reads no pareados (singletons), para luego mapear los
reads pareados a los extremos de los contigs y asi generar uniones entre ellos
insertando gaps. En una segunda etapa del pipeline, se ejecuta GapFiller
[122] de forma iterativa para rellenar estos gaps utilizando informacién

contenida en los reads.

Al implementar una estrategia de mejoramiento del ensamblado se pueden
obtener contigs mds extensos, e incluso disminuir el nimero de contigs, al
formar uniones entre ellos. Esto puede marcar la diferencia, sobre todo
en estudios basados en genémica comparativa y en andlisis funcionales de
los genomas, al mejorar considerablemente la calidad de sus anotaciones

[123].

3.1.2. De genomas a genes

La anotacién es el proceso en el que se localizan secuencias caracteristicas o
features, incluidos marcos abiertos de lectura (ORFs por sus siglas en inglés),
ARNSs ribosomales o de transferencia, entre otros, en un genoma seguido
de la asignacion funcional de los features encontrados. Un marco abierto de

lectura, o simplemente ORF puede definirse como la secuencia de ADN que
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se encuentra circunscrita entre un codén de inicio y uno de finalizacién o

stop, cuya longitud es multiple de tres [124].

Existen varias herramientas para realizar este proceso [125, 126, 127], que
constituyen pipelines en los que se ejecutan de forma secuencial y automdtica
varios programas. Por ejemplo, PROKKA [125], predice la posicién de los ORFs
utilizando el programa Prodigal [128], para luego identificar sus productos
mediante homologia de secuencias de forma jerdrquica, utilizando primero
bases de datos mas pequeiias y especificas y por ultimo las mas grandes y
generales. En el caso de no encontrar hits en ninguna de las bases de datos
utilizadas, el producto se designa como “proteina hipotética”. Otros tipos
de features son predichos con otras herramientas: RNAmmer [129], Aragorn
[130] e Infernal [131] para anotar ARNs ribosomales, de transferencia y

no codificantes, respectivamente.

Cabe resaltar que la precision de la anotaciéon depende de la calidad de los
genomas ensamblados que forman parte de las bases de datos de referencia
y de los que se estdn anotando. La calidad de los genomas presentes en
las bases de datos de referencia constituyen un gran problema, ya que sus
errores se propagan rapidamente. En condiciones ideales, las anotaciones
de los genomas deben ser curadas manualmente, pero el volumen de datos
de secuenciacidon masiva que se generan y depositan en las bases de datos

publicas diariamente impide este tipo de acciones [132, 133, 123].
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3.2. Hipotesis y objetivos
3.2.1. Hipétesis

Se ha reportado la presencia de C. fetus en Uruguay desde hace al menos 5
décadas, generando grandes pérdidas econdémicas en el sector productivo,
pero también en el dmbito clinico, donde se ha aislado principalmente en

individuos inmunocomprometidos.

Para evaluar el impacto de este y otros patégenos resulta imperativo avanzar
mas alla de los métodos de diagndstico convencionales. Un enfoque gendmico
es util, no solo para identificar la presencia de patégenos en la poblacién,
sino también para comprender su virulencia, establecer relaciones entre casos

y determinar fuentes comunes.

La secuenciacidon gendmica emerge como una herramienta esencial en este
contexto, especialmente con la accesibilidad actual a estas tecnologias. Sin
embargo, para garantizar la calidad de los datos, es esencial contar con

informacién gendmica local y de alta calidad.

Cada tecnologia de secuenciacion tiene sus ventajas y limitaciones. La combi-
nacién estratégica de tecnologias de segunda y tercera generacién superara
las limitaciones inherentes a cada tecnologia, y permitird obtener genomas

completos y de alta calidad.
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3.2.2. Objetivos

Objetivo general

Ensamblar y analizar secuencias gendémicas de C. fetus de alta calidad a
partir de aislamientos uruguayos, procedentes de muestras de campo o

biobancos.

Objetivos especificos

1. Ensamblar los genomas de C. fetus secuenciados mediante tecnologia
[lumina.

2. Completar genomas, mediante la utilizacién de una estrategia de en-
samblado hibrido, combinando datos de secuenciacién obtenidos con
las tecnologias Illumina y PacBio RSII.

3. Anotar los genomas obtenidos.
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3.3. Metodologia

3.3.1.

Antecedentes

Las nuevas secuencias genémicas fueron obtenidas a partir de aislamien-

tos cedidos por colaboradores en el INIA, la Facultad de Ciencias (Univer-

sidad de la Republica), quienes participaron del proyecto de la ANII FS-

SA X 2014 1 105252. También fueron secuenciados aislamientos de origen

clinico provistos por colaboradores en distintos hospitales de Montevideo, y el

Instituto de Higiene de la Facultad de Medicina (Universidad de la Republica)

y otros. El listado de las cepas, su procedencia y otros datos se muestra en la

Tabla 3.2.

Tabla 3.2: Informacidn asociada a los genomas de C. fetus obtenidos en este trabajo

Genoma Cepa Ao Pais Hospedero Muestra Subespecie  Procedencia
15031_S95 15031 Uruguay INIA

15671 _S81 15671 2015 Uruguay Bovino Aborto Cfv INIA

17133_S82 17133 2017  Uruguay Bovino Aborto Cfv INIA

17144_S83 17144 2017  Uruguay Ovino Aborto Cff INTA

2740_S96 2740 Uruguay DILAVE

95258 _S94 95258 1995  Argentina INTA

ATCC_S93 ATCC-19438 1962 Reino Unido  Bovino Vagina Cfv ATCC [134]

Felv5 H1-EC 2016  Ecuador Humano Sangre Cff Chévez et al. [135]
FETOS RN 2017  Argentina Humano Sangre Cff Novogen

H1_S84 H1 2016  Uruguay Bovino Prepucio Cff FCIEN/IH

HB74 H7-UY 2015  Uruguay Humano Sangre Cff Clinica

HC H2-UY 2014  Uruguay Humano Sangre Cff Clinica

HC71 H5-UY 2015  Uruguay Humano Fluido de ascitos  Cff Clinica

HC73 H6-UY 2015  Uruguay Humano Sangre Cff Clinica

KCH09208 H1-JP 2015 Japdén Humano Sangre Kitamura et al. [136]
KCH09951 H2-JP 2015 Japén Humano Sangre Kitamura et al. [136]
M8_S86 M8 2017  Uruguay Bovino Vagina Cfv FCIEN

HM1 H8-UY 2018  Uruguay Humano Sangre Cff Clinica

R18_S87 R18 2017  Uruguay Bovino Prepucio Cfv FCIEN

U10_S88 u10 2017  Uruguay Bovino Prepucio Cfv FCIEN

V28_S89 V28 2017  Uruguay Bovino Prepucio Cfv FCIEN

W11 _S91 W11 2017  Uruguay Bovino Prepucio Cfv FCIEN

W8_590 w8 2017  Uruguay Bovino Prepucio Cfv FCIEN

X29 S92 X29 2017  Uruguay Bovino Prepucio Cfv FCIEN
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Obtencion del ADN gendémico y librerias de secuenciacién 2

Los aislamientos fueron obtenidos a partir de diferentes fuentes (detalla-
das en la Tabla 3.2), cultivando las muestras en medio Skirrow sélido en
condiciones de microaerobiosis por 48 horas a 37°C. Su identificacién fue
realizada mediante métodos bioquimicos, segun se detalla en [137]. E1 ADN
gendmico utilizado para la secuenciacién se obtuvo a partir de cultivos puros,
utilizando el kit QIAamp DNA minikit (Qiagen, Inc., Valencia, CA). Las libre-
rias para secuenciacion Illumina se prepararon utilizando el kit “Nextera XT
library prep kit”, siguiendo las instrucciones del fabricante. La secuenciaciéon
paried end (PE) se realiz6 utilizando la plataforma Illumina MiSeq en el
Institut Pasteur Montevideo, o bien, utilizando la plataforma HiSeq en el
Instituto Sanger de Inglaterra. Paralelamente, el ADN extraido de las cepas
17144 y U10 fueron enviados a Macrogen Inc. (Seoul, Corea del Sur) para su

secuenciacién con tecnologia PacBio RSII.

El trabajo plasmado en esta tesis parte de los datos crudos de secuencia-
cion masiva obtenidos mediante tecnologia Illumina o PacBio, cedidos por

diferentes colaboradores. Su procesamiento se detalla a continuacién.

3.3.2. Procesamiento de datos crudos de
secuenciacion masiva

Los reads, productos de secuenciaciéon masiva obtenidos mediante la tecnolo-
gia Illumina o PacBio, se procesaron segtn se detalla en la Figura 3.1 y en

las secciones correspondientes a cada paso.

2La obtencién de los aislamientos y su secuenciacién no forma parte de esta Tesis. Sélo se
describen a modo informativo.
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Fig. 3.1: Procesamiento de datos de secuenciacion masiva, obtenidos mediante
tecnologia Illumina y PacBio. En el bloque de la izquierda (A) se muestra
el procesamiento de los reads cortos, desde la obtencién de los reads
hasta el ensamblaje, mientras que en el bloque de la izquierda (B) se
muestra la obtencién del ensamblaje mediante la metodologia hibrida,
utilizada en los casos en los que se dispusiera de ambos tipos de datos
de secuenciacion. Los ultimos pasos de este flujo de trabajo, mostrados
en el bloque C, aplican a ambas estrategias de ensamblaje y consisten
en el andlisis de calidad y la anotacion de los genomas ensamblados. Ver

detalles en el texto.

Secuenciacion
PacBio
|| Reads largos

Ensamblaje

hibrido

Preprocesamiento
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Tecnologia lllumina

Los reads cortos, productos de la secuenciacién masiva con tecnologia Illumi-
na fueron sometidos a un pre-procesamiento que incluyo el pipeline mostrado
en la Figura 3.2 y en el bloque A de la Figura 3.1. Brevemente, los pasos

seguidos fueron los siguientes:

1. Identificacién de reads contaminantes con Centrifuge v1.0.3-beta
[138]: Centrifuge es ejecutado sobre cada par de archivos de secuen-
ciacion, para identificar, mediante un algoritmo que utiliza kmeros, el
taxén al que se asemeja cada read. Los reads identificados como taxa
diferentes a C. fetus fueron descartados.

2. Anadlisis de calidad de reads con FastQC v0.11.9 [113]. Los resultados
de este andlisis son considerados para elegir la estrategia de filtrado de
reads o posiciones de baja calidad que se ejecuta a continuacién.

3. Filtrado de reads cortos y bases terminales de baja calidad, utilizando
Trimmomatic v.0.36 [139]. Se ejecuta Trimmomatic para cada par de
reads, utilizando los pardmetros TRAILING=5 y MINLEN=50, que eliminan
las bases de los extremos 3’ de los reads con calidad menor a 5, y los
reads de menos de 50 bases de largo, respectivamente.

4. FastQC es ejecutado sobre los reads filtrados, para comprobar la eficacia

de la estrategia de filtrado utilizada.

Tecnologia PacBio

Los datos de secuenciacién masiva provistos por la empresa Macrogen Inc.,
correspondientes a los aislamientos U10 y 17144 fueron pre-procesados
utilizando el protocolo “RS Subreads” del portal de andlisis SMRT, con el

software smrtanalysis_2.3.0.140936.p5.167094.
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Fig. 3.2: Diagrama de flujo del pre-procesamiento de datos de secuenciacién
masiva obtenidos mediante tecnologia Illumina.

3.3.3. Ensamblaje de los genomas

Se utilizaron dos estrategias, segun la disponibilidad de reads largos obtenidos

mediante secuenciacion PacBio:

Ensamblaje de reads cortos: Se utilizé SPAdes v3.5.0 [116] con para-
metros por defecto y la opcién careful, que permite minimizar el nimero
de mismatches e indels cortos, y es recomendado para el ensamblaje de ge-
nomas pequefios como los bacterianos. Posteriormente se aplicé el pipeline
Assembly Improvement v1.160490 [120], que utiliza los reads y los contigs
para producir scaffolds y rellenar gaps, utilizando para esto los programas
SSPACE [121] y GapFiller [122]. En este paso también se removieron los

contigs menores a 1000 bases.

Ensamblaje hibrido: Los reads largos y cortos, previamente filtrados,
fueron la base del ensamblaje hibrido, que se efectué utilizando Unicycler

v.0.4.7 [118], con el modo bold, que maximiza la unién de los contigs.
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3.3.4. Post-procesamiento de genomas
ensamblados

Los pasos que comprenden el bloque C en la Figura 3.1 son comunes para

ambas estrategias de secuenciacion, y se describen a continuacion:

Control de calidad de los genomas ensamblados Se evalu6 el desem-
pefio de las estrategias empleadas utilizando el programa Quast v.4.3 [140],
revisando las métricas relacionadas al numero y largo de los contigs, nimero
de bases indeterminadas y el N50. También se utiliz6 Checkm v.1.1.3 [141]

para establecer el grado de completitud y contaminacién de las secuencias.

Anotacion de los genomas La anotacion de los genomas se realizd con

el programa PROKKA v. 1.14.6 [125], utilizando opciones por defecto.

Determinacion de los sitios de inicio y final de replicacién en

secuencias completas

La funcién oriloc [142], perteneciente al paquete de R Seqinr [143] se
empled para determinar el origen y el término de replicacién en un genoma

completo, utilizando como input el genoma anotado.

Orden y orientacidn de contigs

Para determinar el orden y las orientaciones méas probables de cada contig en
un genoma poco fragmentado se ejecutd Mauve Contig Mover (MCM) [144],
utilizando como genoma de referencia a la secuencia cfv84112 (GCA 000967135.1),

asumiendo ausencia de reordenamientos.
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Comparacion de secuencias con plasmidos conocidos

Para caracterizar contigs plasmidicos en el ensamblado hibrido, se realizé una
busqueda utilizando BLASTN [145, 146], y una base de datos se secuencias
nucleotidicas en la que se incluyeron secuencias pertenecientes al género
Campylobacter (TaxID:194). Para visualizar el mejor hit obtenido se utilizd

Artemis v18.1.0y ACT [147, 148].
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3.4. Resultados

3.4.1. Origen de los aislamientos

Se obtuvieron datos crudos de secuenciacién masiva de 24 aislamientos de
C. fetus, procedentes de diferentes origenes y fuentes, entre los afios 1962
y 2018, de los cuales 18 son de origen nacional y 6 de origen extranjero
(Argentina, Ecuador, Japén y Reino Unido). En la Tabla 3.2 se detallan los

datos correspondientes a cada aislamiento.

Los aislamientos nacionales no clinicos fueron obtenidos en el marco del
proyecto financiado por la ANII FSSA X 2014 1 105252, “Desarrollo y vali-
dacién de metodologias para el diagndstico y control de la campylobacteriosis
genital bovina”, o brindados por diferentes instituciones: Instituto de Inves-
tigacion Agropecuaria (INIA, cuatro aislamientos), Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA, Argentina, dos aislamientos), Division de
Laboratorios Veterinarios (DILAVE, un aislamiento) y de la Coleccién Ameri-
cana de Cultivos Tipo (cepa ACTC-19438, cedida por la empresa Zurgen).
Estos aislamientos fueron obtenidos a partir de muestras de fetos abortados,
placenta, raspaje prepucial o mucus vaginal de bovinos u ovinos. Los 5 aisla-
mientos nacionales de origen humano fueron obtenidos a partir de pacientes
infectados ingresados en diferentes hospitales locales. En el Capitulo 6 se
profundiza sobre el origen y andlisis genémico de estos aislamientos. Los 4
aislamientos extranjeros de origen humano fueron brindados por diferen-
tes colaboradores de Ecuador y Japon, respectivamente [135, 136], y por

Novogen.
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3.4.2. Meétricas de los datos de secuenciacion

masiva

Los experimentos de secuenciacion masiva con tecnologia Illumina dieron
como resultado reads pareados de entre 30 y 151 bases, con contenidos GC
de entre 32 y 35 %. Los nimeros minimos y maximos de reads obtenidos en
cada experimento fueron de 1,57 y 11,90 millones de bases respectivamente,

con una media de 5,06 millones de bases. Las métricas de los reads pre y post

filtrado se detallan en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3: Analisis de calidad de reads cortos pre y post-filtrado

Sin filtrar Filtrados
Rango de Rango de % reads
Genoma de °C°. fetus® 4 poqds longitudes %GC # reads longitudes %GC retenidos
(pb) (pb)
15031_S95 2.405.372  30-151 35 2.347.892  50-151 35 97,61
15671 S81 3.499.250  30-151 35 3.452.622  50-151 35 98,67
17133_S82 3.531.056  30-151 34 3.453.244 50-151 34 97,80
17144 S83 2.886.128  30-151 35 2.842.970 50-151 35 98,50
2740 S96 2.167.548 30-151 35 2.119.896  50-151 35 97,80
95258 S94 1.979.508  30-151 35 1.947.770  50-151 35 98,40
ATCC_S93 3.230.964  30-151 35 3.163.510 50-151 35 97,92
Felv5 8.298.984 150 33 8.297.412 150 33 99,98
FETOS 10.769.016 150 33 10.768038 150 33 99,99
H1 S84 3.356.416 30-151 34 3.265.054 50-151 34 97,28
HB74 11.906.316 150 33 11.905.724 150 33 100
HC 9.774.386 150 33 9.773.896 150 33 99,99
HC71 9.847.238 150 33 9.844.374 150 33 99,97
HC73 9.524578 150 33 9.524.254 150 33 100
KCH09208 8.788.712 150 32 8.780.254 150 32 99,9
KCH09951 9.809.712 150 32 9.803.232 150 32 99,94
M8 S86 9.809.430 30-151 34 2.309.626  50-151 34 98,45
HM1 2.644.366 30-151 35 2.580.048 50-151 35 97,57
R18 S87 2.511.128  30-151 34 2.471.762  50-151 34 98,43
U10 S88 2.444.254  30-151 35 2.396.242  50-151 35 98,04
V28 S89 1.570.500 30-151 35 1.544.088 50-151 35 98,32
W11 S91 2.529.778  30-151 35 2.562.424  50-151 35 97,34
W8 S90 2.937.712  30-151 34 2.854.116  50-151 35 97,15
X29 S92 2.708.414  30-151 34 2.641.712  50-151 34 97,54
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3.4.3. Preprocesamiento de reads cortos
Identificacion de reads contaminantes

La primera evaluacion de los reads consistié en identificar contaminacién, es
decir, buscar reads que tienen baja probabilidad de pertenecer al organismo
secuenciado. Por ejemplo, pueden identificarse reads de origen humano,
producto de contaminacion durante la manipulacién de la muestra. Este
analisis, efectuado con Centrifuge, no devolvié cantidades significativas
de reads contaminantes, por lo cual se prosiguié con el siguiente paso del

pipeline mostrado en la Figura 3.2.

Analisis de calidad de los reads

El andlisis de calidad de los reads se realizé ejecutando FastQC sobre cada
archivo fastq. Este programa devuelve un reporte para cada archivo, donde se
exponen diferentes métricas cuya evaluacion permite definir una estrategia
de filtrado. En los reportes obtenidos se observd una buena calidad en

general.

Filtrado de reads por calidad

A pesar de la buena calidad en general obtenida en los reportes producidos
por FastQC, se realizé un trimming en los extremos 3’ de los reads, que se
caracterizan por presentar una disminucién en la calidad, ademads de eliminar
los reads de longitud menor a 50 bases. Los reads resultantes tuvieron una
longitud de entre 50 y 151 bases, con una remocidén de entre 0 y 2,85 % de

los reads para cada experimento de secuenciacién (ver Tabla 3.3).
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Pre-procesamiento de reads largos

Dos aislamientos, uno obtenido a partir de muestras extraidas de la placenta
de un aborto ovino y el otro a partir del raspaje prepucial de un toro, fueron
seleccionados para resecuenciar utilizando la tecnologia de secuenciaciéon
PacBio SMRT (Single Molecule Real Time), que fue realizada por la empresa
Macrogen Inc. Para la cepa 17144, proveniente de placenta de un aborto
ovino, se obtuvieron 143.668 reads, con una longitud media de 10.704 bases.
La secuenciacion de la cepa bovina U10 generé 150.292 reads de 7.141 bases
en promedio. La estrategia de filtrado, llevada a cabo en el portal de andlisis
SMART, retuvo mds de 90 % de los reads iniciales. El largo de los reads luego
del pre-procesamiento aument6 44 % para 17144 y 100 % para U10, con
aumentos también significativos en la calidad de las secuencias. Las métricas

de los reads largos antes y después del filtrado se detallan en la Tabla 3.4.

3.4.4. Ensamblado y control de calidad

Los ensamblados de los genomas fueron realizados utilizando SPAdes. Los
genomas obtenidos Unicamente a partir de reads cortos se procesaron adi-

cionalmente con el programa Improve_assembly, con el fin de minimizar la

Tabla 3.4: Analisis de calidad de reads largos pre y post filtrado

17144 U10
Pre- Post- Diferencia  Pre- Post-  Diferencia

filtrado filtrado (%) filtrado filtrado (%)

# bases (x10°) 1608,86 1563,02 -2,85 1073,25 982,96 -8,41
# reads 143.668 101.447 -29,39 150.292 68.739 -54,26

N50 (bases) 21.336 21.464 0,60 19.522 20.102 2,97
Longitud media de reads (bases) 10.704 15.407 43,94 7.141 14.299 100,24
Calidad de reads 0,58 0,844 45,50 0,43 0,86 100,00

3.4 Resultados

79



fragmentacién de los genomas y eliminar contigs menores a 1000 bases de

longitud.

Segtn los reportes de calidad de los ensamblados producidos por Quast se
obtuvieron genomas de entre 26 y 80 contigs, con largos totales de entre
1,74 v 1,95 Mb y contenidos GC de entre 32,94 v 34,11 %. En cuanto a los

parametros de calidad determinados con Checkm, vemos rangos de entre

Tabla 3.5: Analisis de calidad de los genomas ensamblados.

Genoma # Contigs Long. mdx. Long. total (pb) % GC N50 Ns/100kb Comp. - Cont.
por contig (pb) (%) (%)
15031_S95 43 319.143 1.885.228 32,98 245.747 16 98,9 2,03
15671_S81 39 318.012 1.872.384 33,03 245.736 11 98,75 1,19
17133_S82 45 280.218 1.877.419 33,02 190.791 16 98,86 1,22
17144 _S83 27 594.528 1.776.353 33,2 236.884 11 95,77 0,36
2740_S96 44 280.040 1.877.491 33,04 190.791 17 98,86 1,22
95258 _S94 57 320.997 1.917.338 33,11  100.937 11 98,9 1,19
ATCC_S93 35 258.900 1.868.561 33,2 136.975 6 96,36 0,61
Felv5 34 601.262 1.745.241 33,27 225.696 0 97,61 0,71
FETOS 80 685.110 1.832.423 34,11 238.163 0 95,39 4,6
H1 S84 44 280.216 1.879.095 33,04 190.792 16 98,86 1,22
HB74 30 594.537 1.750.479 33,2 236.882 0 94,57 1,89
HC 29 601.275 1.754.052 33,08 238.709 0 96,36 0,46
HC71 26 343.398 1.741.168 33,25 232.617 0 96,28 0,36
HC73 31 601.275 1.751.651 33,1 238.295 0 96,36 0,62
HM1 29 650.726 1.808.299 33,23 261.814 22 97,61 0,41
KCHO09208 56 600.120 1.795.576 33,56 225.711 0 96,36 2,57
KCHO09951 51 322.444 1.760.408 33,45 205.469 0 96,36 1,53
M8_S86 39 318.013 1.872.462 33,03 245.736 6 98,75 1,19
R18_S87 48 318.011 1.884.047 33,05 175.925 6 98,75 1,19
U10_S88 40 281.622 1.881.976 33,02 190.790 6 98,86 1,22
V28_S89 49 281.057 1.875.107 33,03 190.791 11 98,83 1,22
W11 _S91 46 281.055 1.872.393 33,04 190.791 16 98,86 1,3
W8_S90 41 323.079 1.884.872 33,01 227.430 6 98,86 1,19
X29 S92 46 280.040 1.903.166 32,94 190.791 6 98,86 1,22
Min 1 258.900 1.741.168 32,9 100.937 0 94,57 0,4
Median 40,5 321.720 1.872.388,5 33,1 226.570,5 6 98,8 1,2
Mean 39 480.829 1.841.229,3 33,2 285.076,9 7 97,6 1,3
Max 80 1.849.237 1.955.536 34,1 1.849.237 22 98,9 4,6
U10_S88 (H) 5 917.244 1.955.536 33,06 508.499 0 98,86 2,47
17144 _S83 (H) 1 1.849.237 1.849.237 33,28 1.849.237 0 95,7 1,61

(H): ensamblado hibrido. Long.: Longitud. Comp.: Completitud. Cont.: Contaminacién
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Tabla 3.6: Medidas resumen de las métricas de anotacion de los genomas

Min Q1 Mediana Media Q3 Maximo
CDSs 1724 1823 1926 1902 1972 2059
ARNr 2 2 2 2,95 6
ARNt 36 40 42 41,69 43 49

Q1 y Q3 se refieren al primer y tercer cuartil, respectivamente.

94,57 y 98,90 % de completitud y entre 0,36 y 4,6 % de contaminacion. Los

detalles para cada genoma ensamblado se encuentran en la Tabla 3.5.

Métricas de Anotacion

Se extrajo la informacion referente al nimero de CDSs y ARNs ribosomales y

de transferencia a partir del resultado de la anotacion de los genomas. Las

medidas resumen se muestran en la Tabla 3.6.

3.4.5. Procesamiento de los ensamblados

hibridos

Los aislamientos U10 y el 17144 fueron seleccionados para complementar
su secuenciacién con datos obtenidos con PacBio, con el fin de lograr geno-
mas cerrados. A continuacidn se describen las diferencias en los productos

obtenidos mediante ambas estrategias de ensamblaje.

Cepa C. fetus subesp. fetus 17144

La cepa de C. fetus subesp. fetus 17144 fue responsable de al menos un aborto

ovino en el departamento de Colonia. El estudio de este caso fue publicado

por Dorsch et al. en el 2022 [149].
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Origen de replicacién: Este genoma pudo completarse en el ensamblaje
hibrido, pero no fue posible determinar de forma automatica el sitio de origen
de replicacion. Se utilizé para este fin la funcion oriloc, perteneciente al
paquete de R Seqinr. Brevemente, oriloc considera la densidad de CDSsy
los desvios en los contenidos de GC para determinar el origen y el final de
replicacién de una secuencia de ADN. Para esto se asume que el cromosoma
al que se aplica tiene un unico origen a partir del cual la replicacion ocurre
en forma bidireccional, y que existe asimetria en los patrones de sustituciéon
entre las hebras de ADN [142]. Segtn los resultados obtenidos, que se mues-
tran en la Figura 3.3, los sitios de inicio y final de la replicacion predichos
se encuentran alrededor de las posiciones 650.000 y 1.550.000 respectiva-
mente. La aplicacién de BLASTn contra la base de datos de nucleétidos no
redundantes de las regiones circundantes al origen de replicacién predicho
permitié encontrar los genes que codifican para las proteinas DnaA, DnaN
y GyrB, cuya presencia se asocia a las regiones de inicio de la replicacién

[150].

El ensamblado hibrido para esta cepa resultd entonces en un unico contig
compuesto por 1.849.237 pb, cuyo mapa circular es mostrado en la Figu-

ra 3.4.

Calidad: El andlisis de calidad realizado con checkM determiné que este

genoma presenta 1,61 % de contaminacion y 95,7 % de completitud.

Anotacion: La anotacién del genoma completo de la cepa 17144 identifico
las tres copias del operdén ribosomal, ademas de 44 tRNAs (aumento de 9
tRNAs respecto al ensamblado simple) y 1851 CDSs, lo que significé un

aumento neto de 63 CDSs.
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Fig. 3.3: Determinacion de los sitios de origen y término de replicacién en el
genoma de la cepa 17144, obtenidos utilizando la funcién oriloc.
El eje de la izquierda se aplica a los sesgos cumulativos en las
composiciones nucleotidicas T-A (rojo) y C-G (azul), y al acumulado
(negro). El eje de la derecha aplica sobre el sesgo cumulativo de
CDSs, de manera que un CDS encontrado en la hebra + suma 1, y
uno encontrado en la hebra — resta 1. La linea punteada naranja
indica el origen de replicacion predicho, que se corresponde con el
pico negativo en el sesgo acumulativo T-A y en el sesgo cumulativo
de CDSs, o un pico positivo en el sesgo cumulativo combinado o
en el sesgo C-G. El término de la replicacién predicho se muestra
como una linea punteada verde, y coincide con los picos positivos
y negativos inversos a los encontrados en el origen de replicacién
predicho.

Cepa C. fetus subesp. venerealis U10

Esta cepa de Cfv de origen bovino, provino de un establecimiento que regis-

traba bajo rendimiento reproductivo [2].
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C. fetus fetus

17144

Fig. 3.4: Mapa del genoma de la cepa 17144, correspondiente a un aisla-
miento de Cff aislado a partir de un feto ovino. Desde afuera hacia
adentro los anillos corresponden a: CDSs en orientacién forward
(azul); CDSs en orientacion reverse (violeta); ARNt (naranja); ARNr
(rojo). Mapa realizado con clicO FS [151].

Ensamblado: El ensamblado hibrido dio como resultado 5 contigs y un
N50 superior a las 500.000 pb, lo que supone aproximadamente el 28 % del
largo medio de un genoma de C. fetus y un aumento neto de 73.560 pb con

respecto al ensamblado con reads cortos.
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Orden y orientacion de los contigs: Los tres contigs mas largos se clasi-
ficaron como incompletos, por lo que fueron procesados con Mauve Contig
Mover, con el fin de ordenar y reorientarlos, utilizando el genoma completo
GCA _000967135.1 como referencia. En la Figura 3.5 se muestra el alinea-
miento de los contigs del genoma de la cepa U10 a diferentes regiones del
genoma utilizado como referencia, informacién que se utiliza para reordenar
y reorientar los contigs. Los contigs en el genoma de la cepa U10 fueron
procesados en base a estos resultados. En la Figura 3.6 se muestra el mapa

genomico resultante.

Contigs plasmidicos: Los dos contigs restantes de menor longitud fueron
cerrados automdticamente por Unicycler, aunque no se encontraron en
ellos los sitios de inicio y final de la replicacién. Estos elementos circulares,
de 59,666 y 4,436 pb respectivamente, fueron sometidos a una busqueda
mediante BLASTN contra una base de datos de nucleétidos que incluye sélo
secuencias plasmidicas pertenecientes al género Campylobacter (taxid:194),
con el fin de conocer si estas secuencias corresponden a plasmidos ya descritos
en otras cepas. Segun los resultados obtenidos, el contig mayor se alinea de
forma discontinua en un 65 % de su extension y con una identidad cercana
al 95 % con el plasmido pCfviMP1 (CP007000.1), de 91,3 kb de longitud,
perteneciente a la cepa C. fetus subsp. venerealis cfvi03/293 (CP007000.1)
(Ver Figura 3.6 y Figura 3.7). La busqueda mediante BLASTN del contig menor
tuvo como mejor hit al plasmido pCFViADRI1362 P4 (CP059436.1) de la
cepa C. fetus CFVIADRI1362, con una cobertura de 76 % y una identidad

superior al 99,9 %.

Anotacién: Se encontraron diferencias en la anotacién de los genomas

de la cepa U10: el ensamblado hibrido representé una ganancia neta de
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Fig. 3.5: Alineamiento de los contigs del genoma de la cepa U10 al genoma
completo de la cepa C. fetus subsp. venerealis 84112, utilizado como
referencia para ordenar y reorientar los contigs. Arriba esta repre-
sentado el genoma de la cepa de referencia y abajo el de U10. Las
lineas rojas representan los bordes de los contigs. Las regiones que

comparten el color entre genomas representan regiones comparti-
das.

60 genes, 3 tRNA y 2 operones ribosomales con respecto al ensamblado

simple.

Calidad: Los indices de completitud determinados con checkM fueron muy
similares, pero en el ensamblado hibrido se encontrd el doble de contamina-

cién que en el simple.
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Fig. 3.6: Mapa del genoma de la cepa bovina U10. Se muestran a la izquierda
los tres contigs obtenidos, cada uno con los CDSs en la hebra forward
(azul oscuro) y en la reverse (celeste) y el GC-skew, con valores
por encima y por debajo del promedio del contig. En el recuadro
de la derecha se muestran los plasmidos cerrados obtenidos (no a
escala).

CP007000.1

U10_p1

Fig. 3.7: Alineamiento del plasmido U10 pl al plasmido pCfviMP1
(CP007000.1) del genoma de la cepa cfvi03/293. Las barras indican
la identidad de las regiones alineadas. Se muestran los alineamien-
tos con identidad superior al 65 %

3.4 Resultados


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP007000.1/

3.5. Discusion y conclusiones

Se obtuvieron los genomas de 24 cepas de C.
fetus

En este capitulo se describe la obtencién de 24 secuencias gendémicas de
C. fetus tomando como punto de partida los datos de secuenciacién masiva
mediante tecnologia [llumina de ADN gendémico de aislamientos de C. fetus
de origen clinico y veterinario. A continuacién se discuten los resultados

obtenidos segun su origen.

Genomas de aislamientos clinicos:

Los aislamientos clinicos provienen de individuos inmunocomprometidos que
desarrollaron una infeccion sistémica. El estudio de los casos desarrollados
en Montevideo se describe detalladamente en el Capitulo 6. Tres de los casos
producidos fuera del pais fueron documentados en trabajos publicados por

Kitamura et al. y Chavez et al. respectivamente [136, 135].

Se obtuvieron en total 9 genomas de C. fetus de origen clinico, mayoritaria-
mente Cff segtin los metadatos disponibles, a partir de datos de secuenciacién
masiva Illumina. Todos resultaron en ensamblados con buenos indices de
completitud y contaminacion, con la excepcion del genoma de la cepa de
origen argentino, para el que se obtuvieron 80 contigs, el maximo en este
trabajo, e indices de contaminacion y completitud de 95,39 y 4,6 % respec-
tivamente. En este genoma ademads se encontré el mayor contenido de GC,
0,9 % superior a la media de los demds genomas aqui obtenidos, por lo que
no puede descartarse la presencia de contaminacion con material genético

de especies de mayor contenido GC.
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Genomas bovinos

Se ensamblaron en total 10 genomas bovinos, todos de origen uruguayo y
tipificados como Cfv. Se secuenciaron dos cepas aisladas de abortos bovinos
y dos cepas del tracto vaginal de vacas. Las 7 cepas restantes provienen de
muestras de raspaje prepucial de toros, obtenidas en el marco del proyecto
“Desarrollo y validacién de metodologias para el diagndstico y control de la

campylobacteriosis genital bovina”, el cual se describe en la Capitulo 1.

La combinacion de tecnologias de
secuenciacion genera genomas de mejor
calidad

Segun lo descrito anteriormente, la calidad de los ensamblados hibridos
fue significativamente mayor, viéndose reflejada en el namero de contigs, la

longitud de los genomas y sus anotaciones.

Numero de contigs: Los genomas fragmentados se componen de un
numero de contigs mayor al numero de replicones en la célula. Hay varias
causas que impiden la obtencidn de la secuencia de un replicén completo. Por
ejemplo, una libreria se secuenciacion no uniforme dara lugar a coberturas
desiguales, generando regiones de muy baja o nula cobertura que impiden el
ensamblado. Otro factor, quizas el mas influyente, es la presencia de repetidos

o regiones de baja complejidad en los genomas:

Presencia de repetidos y reads cortos: Los repetidos producen estructuras
similares a burbujas en los grafos que impiden la resolucién de un camino

unico en el ensamblado. Este es un problema especialmente importante
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en ensamblados generados a partir de tecnologias de secuenciacién que
producen reads cortos, debido a que el largo de las regiones repetidas es
generalmente mayor a la longitud de los reads. La secuenciaciéon PE es
util para minimizar el problema sin recurrir al uso de una plataforma de
secuenciacion de tercera generacion, siempre que el largo del inserto lo
permita, pero generalmente no es suficiente. La aplicacién de pipelines de
mejoramiento de los ensamblados también son ttiles para mejorar su calidad,
ya que permiten aumentar la longitud de los contigs e incluso disminuir su
numero, pero en algunos casos puede ser necesario el curado manual de los

ensamblados [123].

Repetidos vy reads largos: Al utilizar tecnologias que generan reads largos,
el problema de la fragmentacion es eliminado o al menos minimizado. El
principio es simple: un read largo puede abarcar con facilidad una regién
repetida o de baja complejidad y sus alrededores, que permiten el solapa-
miento con otros reads, y por lo tanto aumentar la probabilidad de encontrar

un camino unico en los grafos de ensamblado.

Largo de los contigs: En ambos ensamblados hibridos se obtuvo una
ganancia neta de alrededor de 73.000 pb y mds de 60 CDSs. Los genomas
fragmentados generalmente contienen genes truncados en los extremos de
los contigs, que no logran recuperarse durante la anotacion. Al aumentar el
largo de los contigs y por ende disminuir su nimero, son menos los genes
afectados por la discontinuidad de la secuencia, razén por la cual se encontrd

un numero significativo de CDSs adicionales en los ensamblados hibridos.

Completitud de los genomas: Este pardmetro se estima en base a la

presencia de un set de genes precomputados para determinado taxén, que
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tienen las caracteristicas de ser ubicuos y de copia tnica. Es una practica
comun estimar la completitud de los genomas utilizando checkM [141]. Para
el caso de C. fetus este programa utiliza en total 1.143 genes marcadores.
Sin embargo ninguno de los genomas utilizados en esta tesis resulté en
un 100% de completitud, ya que para todos ellos faltaron al menos 12
marcadores. Incluso el genoma de referencia GCF 011600945.2 presenta
una completitud® de 98.56 %. Debido a que un genoma con mds de 90 % de
completitud ya se considera de buena calidad, no se consideran significativos

los valores reportados por CheckM [141].

Operones ribosomales: A diferencia de los ensamblados simples, en los
ensamblados hibridos fue posible recuperar las tres copias del operén ribo-
somal, caracteristicos de la especie C. fetus [152], parametro que refleja la

mayor completitud en estos genomas.

Desventajas del ensamblado hibrido: Si bien esta estrategia es facil de
implementar en cuanto a su procesamiento computacional, supone un costo
economico alto, ya que cada muestra es secuenciada en dos plataformas de
secuenciacién diferentes, requiriendo entonces una mayor cantidad de la
muestra a secuenciar, mds insumos y recursos humanos capacitados para

ambas tecnologias.

Afortunadamente la calidad de los reads producidos por las plataformas de
Nanopore y PacBio ha aumentado significativamente en los tltimos afios,
al incorporarse mejoras tanto en la quimica de secuenciacién como en el
base calling. Nanopore anuncia una tasa de error menor a 1% al utilizase la
quimica R10.4.1, mientras que en Illumina se estima una tasa de error menor

al 0,1 % en todas sus plataformas actuales. Las mejoras implementadas en

3Segun reporte del NCBI realizado con checkM v1.2.2
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las tecnologias de secuenciacién de tercera generacion en conjunto con una
mayor profundidad no tardardn en ser suficientes para obtener genomas

bacterianos completos sin implementar abordajes hibridos.

Aporte de los genomas generados
C. fetus en las bases de datos gendmicos: situacion actual

Una busqueda utilizando el término “Campylobacter” en la base de datos
de Genomas del NCBI dio como resultado la presencia de 110.975 genomas,
mientras que la biusqueda combinada de C. coli y C. jejuni generdé 107.519
registros, lo que representa el 96,89 % del total de los genomas del género.
De los 3.456 genomas restantes, 478 pertenecen a C. fetus (460 genomas si

se excluyen los genomas atipicos), y sélo 31 de ellos estdn completos.

Uruguay cuenta actualmente con 4 genomas de C. fetus depositados en la
base de datos del NCBI, incluyendo el de la cepa ovina descrito en este

trabajo (Ver Tabla 3.7).

Tabla 3.7: Genomas de C. fetus uruguayos depositados en el NCBI

Cepa Accession Hospedero Referencia

H1UY GCF 001399955.1 Humano [153]
HC1 GCF_003426005.1 Humano [154]
HC2 GCF 003426015.1  Humano [154]

17144 GCF_007723545.1 Ovino Este trabajo, [137]
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Aporte de los genomas de aislamientos uruguayos

Los genomas obtenidos en este trabajo representan un aumento del 500 % en
la disponibilidad de genomas de aislamientos de C. fetus de origen nacional,

sumando 21 genomas en total.

El aumento de secuencias gendmicas de C. fetus tiene el potencial para
contribuir al establecimiento de un sistema de vigilancia genémica nacional,
importante para describir la situacién epidemiolégica del pais en relacion a
C. fetus. El conocimiento generado tiene potencial para descubrir posibles
fuentes y rutas de transmision de la enfermedad, permitiendo a su vez

construir estrategias de prevencidn y contencién efectivas y discretas.

El andlisis de los genomas permitird conocer, por ejemplo la presencia y
distribucién de factores de virulencia y genes de resistencia a antibidticos.
Estas y otras caracteristicas nos permitirdn visibilizar a C. fetus en el d&mbito
clinico, donde su frecuencia es subestimada debido a las caracteristicas del

proceso de diagndstico.

Aporte de la secuencia completa de la cepa 17144

El genoma completo de la cepa 17144 de origen ovino fue depositado con
el nombre INIA/17144 y el accession GCF 007723545.1 y se encuentra
disponible desde julio de 2019.

Este genoma constituyd un gran aporte a la base de datos, ya que es uno de
los 31 genomas completos de C. fetus. Al filtrar por hospedero, vemos que
este es uno de los 7 genomas de origen ovino, de los cuales sé6lo 3 (incluido
17144) estan completos. Ademas se publico el anuncio de este genoma [137],

que se muestra a continuacion.
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ABSTRACT Campylobacter fetus is an important reproductive pathogen of ruminants
that occasionally infects humans. Here, we describe the complete circularized genome
of a strain of Campylobacter fetus subsp. fetus isolated from a sheep. The final assem-
bly consisted of a unique contig with a length of 1,849,237 bp.

ampylobacter species are Epsilonproteobacteria adapted to vertebrate hosts. Many

of them cause disease in a wide range of livestock species and have extensive res-
ervoirs in wildlife. Campylobacter fetus is an important animal pathogen and an oppor-
tunistic human pathogen. It produces considerable economic losses as a major reproduc-
tive pathogen of cattle and sheep. This species is currently divided into C. fetus subsp.
fetus, C. fetus subsp. venerealis (1), and C. fetus subsp. testudinum (2). C. fetus subsp. fetus
causes abortion mainly in sheep (3) and, to a lesser extent, cattle.

Here, we describe the closed whole genome of a strain of C. fetus subsp. fetus iso-
lated from a sheep, representing an important resource for evolutionary and epidemio-
logical studies of the species.

Fresh placenta was received at the Instituto Nacional de Investigacién Agropecuaria
(INIA) Animal Health Platform (Uruguay) for bacteriological analyses. The sample was
spiked into Skirrow agar and incubated in a microaerobic atmosphere for 48 h at 37°C
using CampyGen (Oxoid) (4). Biochemical testing was performed, including catalase,
oxidase, and hydrogen sulfide production (triple-sugar iron medium), growth in the
presence of 3.5% sodium chloride or 1% glycine, and growth at 25 and 42°C in Skirrow
agar (4). Results were consistent with those of Campylobacter fetus subsp. fetus.

Bacterial colonies from five petri dishes of pure culture were suspended in 500 ul
of phosphate-buffered saline solution (pH 7.4), and DNA was extracted using the
QlAamp DNA minikit (Qiagen, Inc., Valencia, CA). Whole-genome sequencing (WGS)
was performed with lllumina and Pacific Biosciences (PacBio) sequencing technologies.
An lllumina library was prepared with the Nextera XT library prep kit without modifica-
tions. lllumina reads were obtained using a MiSeq platform at Institut Pasteur de
Montevideo, obtaining 1,443,064 2 x 150-bp paired-end (PE) reads. All bioinformatic
analysis software was set to default values. Read quality was assessed using FastQC
v0.11.7 (5). Bases at the ends of the reads with a quality score lower than 20 and reads
shorter than 50 bases were trimmed using Trimmomatic v0.39 (TRAILING:20 MINLEN:50)
(6). A total of 1,421,381 PE reads remained after filtration (mean length, 145 bases)
(Table 1).

Long reads were obtained using PacBio RS Il single-molecule real-time (SMRT) tech-
nology with P6-C4 chemistry (Pacific Biosciences) at Macrogen, Inc. (Seoul, South
Korea). A library was prepared with the 20-kb SMRTbell template library kit without
modifications. DNA was sheared, and 20-kb fragments were selected. Preprocessing
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TABLE 1 Short- and long-read preprocessing summary

Sequencing platform Metric Prefilter Postfilter

lllumina MiSeq No. of reads 1,443,064 1,421,381
Read length range (bp) 30-151 50-151
Read Q-score range 21-36 22-36

PacBio RS I No. of polymerase read bases 1,608,855,393 1,563,018,757
No. of polymerase reads 150,292 101,447
Polymerase read Ny, (bp) 21,336 21,464
Polymerase read length (bp) 10,704 15,407
Polymerase read quality 0.583 0.844

was done using the SMRT Portal (smrtanalysis_2.3.0.140936.p5.167094) RS Subreads 1
protocol. It obtained 1,608,855,393 bases from 150,292 reads, with an average read
length of 10,704 bp and an Ny, value of 16,155 bp. After filtering, 97% of these data

remained (Table 1).

A hybrid assembly approach was performed with Unicycler v0.4.7 assembler (7),
using bold mode. The quality of the assembly was addressed using Quast v4.3 (8).
Assembly resulted in a unique 1,849,237-bp contig with an average G+C content of

33.3%, as expected for C. fetus subsp. fetus genomes.

The sequences were annotated with NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline
(PGAP v4.13) (9). The genome contains 1,884 coding sequences: 1,811 hypothetical
proteins, 44 tRNA genes, 3 rRNA operons as in all other Campylobacter species, and 2

CRISPR arrays.

Data availability. These whole-genome sequencing, assembly, and raw data have
been deposited in DDBJ/ENA/GenBank under the BioProject number PRJNA554155.
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Estudio comparativo de
genomas de
Campylobacter fetus
subsp. fetus 'y
Campylobacter fetus
subsp. venerealis

4.1. Introduccion

4.1.1. Impacto de la disponibilidad de
secuencias gendmicas en la
microbiologia

El inicio de la era gendmica marca un cambio de paradigma en el estudio
de la microbiologia. La profundidad del cambio generado se refleja en el
numero de genomas que se secuencian afio a afio y se depositan en las bases
de datos publicas. Quizas uno de los cambios mas profundos se dio en el area

de la taxonomia y sistematica.
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De un gen a un genoma

Histéricamente la identificacién de una bacteria se basd (y lo sigue haciendo)
en base de una bateria de pruebas fenotipicas sobre los cultivos puros. Un
método que ha sido el golden standard en la identificacion es el de hibridacién
ADN-ADN, una técnica molecular muy laboriosa y poco reproducible en
la que se compara una cepa de referencia contra una cepa problema. Al
comenzar a ser accesible la secuenciacidn, se optd por la secuenciacion del
gen que codifica la subunidad 16S del ARNr, un marcador de presencia
universal en Bacteria y Archaea. Un 98 % de identidad de secuencia de este
gen se correlaciona con una hibridacion de ADN-ADN de 70 % [108]. Sin
embargo, esta metodologia no discrimina entre subespecies, debido a la poca
variabilidad en la regién secuenciada. La baja resolucién de esta técnica se
debe a que solo cubre una region del genoma, razon por la cual se disefiaron
métodos que tienen en cuenta la secuencia de fragmentos de mds genes,

como el MLST, descrito anteriormente (ver Parrafo 2.3.2).

La disponibilidad de recursos gendmicos permitié establecer con mayor
resolucidn los limites de especie, y hoy es posible la aplicacién del indice de
identidad nucleotidica promedio (ANI), al demostrarse que un 95 % de ANI

se corresponde con el 98 % de identidad de secuencia del gen 16S [155].

De un genoma a genémica poblacional

A medida que se secuenciaban mdas genomas, se evidenciaba la creciente
diversidad presente, incluso dentro de una misma especie. La disponibilidad
de un Unico genoma para un taxén determinado era insuficiente para una
descripcién completa [108]. Por ende, es imperativo reconsiderar la sensibi-
lidad y especificidad de los métodos de diagndstico que se han disefiado a

partir de un niimero limitado de genomas.

4.1 Introduccion
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La diversidad genética dentro de un taxén o poblacién se caracteriza me-
diante el concepto de pangenoma, introducido por Tettelin et al. en 2005.
Este término describe el conjunto de genes que se pueden encontrar en una
poblacién o taxon determinado. Se definen tres categorias de genes o grupos
de genes ortélogos en un pangenoma: los genes core, que abarcan aquellos
presentes en todos o la mayoria de los individuos de la poblacidn; los genes
accesorios, identificados en algunos genomas pero no en todos; y los genes in-
dividuales o singletons, especificos de un genoma en particular. Generalmente
los genes que forman parte del genoma core codifican funciones béasicas
de las células, mientras que el genoma accesorio tendria una funcién en la
adaptacién de linajes a nuevos ambientes o condiciones particulares. Los
singletons por otro lado, probablemente correspondan a material genético

recientemente incorporado, que aun no se ha fijado en la poblacién.

Ademads de la identificacién de especies y subespecies, el andlisis de todo
el genoma permite extraer y comparar genes o grupos de genes asociados,
por ejemplo, al potencial patogénico, mediante la identificacién de factores
de virulencia o resistencia a antimicrobianos. La aplicacion de la genémica
comparativa permite ademads establecer vinculos con diferentes cepas al
reconstruir la estructura poblacional, que, en conjunto con la filogenémica,

nos permite trazar su historia evolutiva.

4.1.2. C. fetus: del diagndstico fenotipico a la
genomica comparativa

El primer paso antes tomar medidas ante un proceso infectivo en curso
consiste en la deteccién e identificacion del agente patogénico, para lo cual

es necesario contar con una metodologia de diagndstico confiable.
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Un diagnéstico rapido permite la adopcién de medidas de control tempranas,
que impiden el avance de la enfermedad en el individuo afectado, asi como
la propagacion de la enfermedad en la poblacién, para lo cual los métodos
de diagndstico microbioldgico clédsicos, basados en el aislamiento y cultivo

del patégeno, pueden resultar inadecuados.

C. fetus es un claro ejemplo de esto, ya que la contaminacion presente en las
muestras a partir de las cuales se aisla el patdgeno, asi como sus necesidades
nutricionales, dificultan la obtencion de los cultivos puros necesarios para
la tipificacion, proceso que consiste en la realizacion de pruebas fenotipicas

descritas en 1959 [61] que son recomendadas hasta el dia de hoy [62].

Las técnicas de diagndstico molecular basadas en PCR a tiempo final y en
tiempo real constituyen alternativas muy atractivas en este escenario, ya que
permitirian un diagndstico rapido y objetivo, imprescindible para la vigilan-
cia epidemioldgica. Se han desarrollado varias herramientas diagndsticas
basadas en PCR con el fin de distinguir entre las subespecies de C. fetus, las

cuales fueron abordadas en la Subseccion 2.3.2 (ver pag. 23).

Abordajes poblacionales

La efectividad de la mayoria de los métodos de diagndstico desarrollados
ha sido cuestionada, principalmente debido a que su disefio se basé en
un numero limitado de muestras o que estas provinieron de origenes poco
variados. Por ejemplo, Abril et al. no incluye ningtin aislamiento Cfvi [99];
Iraola et al. y Moolhuijzen et al. disefian la metodologia en base a una cepa
Cfv y una Cff [101, 100]; Van Bergen et al. se basan en el estudio de 65
cepas, de las cuales 12 fueron identificadas como Cfv y las 53 restantes
como Cff, segun el protocolo de AFLP de Wagenaar et al. [157], sin ninguin

representante sudamericano [90]. Por consiguiente, se requieren enfoques
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poblacionales que incluyan muestras de diferentes origenes geograficos y
diferentes hospederos para conseguir metodologias robustas que puedan ser

implementadas a nivel global.

En 2005 se llevd a cabo uno de los primeros estudios poblacionales por
Van Bergen et al., en el que se analizé la tipificacion de C. fetus mediante
MLST en relacion al hospedero, origen geografico, subespecie y tipo sap,
sobre una coleccidén de 140 aislamientos [90]. Los autores describen a C.
fetus como una especie poco diversa, ya que la magnitud de la diversidad
de STs encontrada en la especie es comparable a la de un tinico complejo
clonal de C. jejuni. También describen asociaciones entre el ST y subespecie y
hospedero, observando que los aislamientos pertenecientes a la subespecie
Cfv se corresponden en su mayoria con los STs 4, 7 y 12, mientras que
en Cff se encuentran mas STs representados. En cuanto a la relacién con el
hospedero, los autores reportan que los STs 1 y 4 se asocian mayoritariamente
a aislamientos de origen bovino. Estos resultados apoyan la hipétesis de Veron
y Chatelain, que describe a Cfv como un clon derivado de Cff adaptado a

bovinos [90].
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4.2. Hipotesis y objetivos
4.2.1. Hipotesis

Los estudios poblacionales de las subespecies Cff y Cfv de C. fetus no han
sido abordados con un numero de genomas lo suficientemente alto para
describir la mayor parte de la diversidad genética existente, y han resultado
en metodologias moleculares incapaces de discriminar de forma robusta los

genotipos asociados a su potencial patogénico.

Este trabajo surge de la hipdtesis de que es posible derivar, a partir del
andlisis comparativo de un gran numero de genomas de aislamientos de C.
fetus, una estructura poblacional en la que se distinguen linajes con diferente

asociacién a hospedero.

La distincion entre los diferentes linajes permitira el disefio de metodologias
de diagndstico molecular para predecir el potencial patogénico de nuevos
aislamientos de C. fetus, que resulten mas robustos y especificos que la
distincién entre subespecies que se realiza rutinariamente, y es recomendada

por la OMSA [62].

4.2.2. Objetivos

Objetivo general

Identificar caracteristicas gendmicas que permitan diferenciar los aislamien-
tos de C. fetus origen bovino de los de origen humano y que puedan utilizarse

como posibles blancos moleculares de diagndstico de la CGB.
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Objetivos especificos

1. Caracterizar la estructura poblacional de C. fetus a partir de una colec-
cién de genomas compuesta por datos publicos y derivados de nuestro
trabajo, pertenecientes a aislamientos de diferentes origenes geografi-
cos y hospederos.

2. Disefiar métodos moleculares que permitan genotipar aislamientos de
C. fetus, localizdndolo en la estructura poblacional detectada.

3. Caracterizar los linajes, describiendo su diversidad genética, sus perfiles
de recombinacién, su pangenoma y determinar patrones de asociacion

a hospedero.
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4.3. Metodologia

4.3.1. Resumen de la estrategia utilizada

A continuacién se resume la estrategia utilizada, la cual se esquematiza en
la Figura 4.1. Los detalles de cada etapa se encuentran en las secciones

correspondientes.

Se partié de un set de datos compuesto por secuencias gendmicas de C. fetus
y sus metadatos asociados, obtenidos de bases de datos de acceso publico. En
una primera instancia, se evalud la calidad de los genomas, y se descartaron
los que no superaron niveles aceptables de completitud y contaminacion.
Se caracterizaron los genomas con el fin de evaluar la diversidad de los
datos recolectados en asociacion con los metadatos disponibles. Se obtu-
vo el genoma core mediante el alineamiento de los genomas, y a partir de
este se identificaron regiones con evidencia de recombinacion, analizando
su posicién y extension. Para obtener el marco clonal se filtraron del ali-
neamiento los bloques recombinantes. Se infirié la estructura poblacional
utilizando un método de clusterizacion jerarquica y mediante la construccién
de la filogenia, y se caracterizaron los linajes obtenidos. Paralelamente, se
anotaron los genomas y a partir estos se construyé el pangenoma, el cual
fue caracterizado, evaluando entre otras cosas el nimero y la funcién de
los genes accesorios en el marco de la estructura poblacional obtenida. Por
ultimo, se identificaron blancos moleculares capaces de diferenciar los linajes.
Se evaluo in silico la especificidad y sensibilidad de los cebadores obtenidos,

y se comenzo su evaluacion in vitro.
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Fig. 4.1: Esquema de la estrategia utilizada para la ejecucion de los objetivos
propuestos. Ver la descripcion en el texto.
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4.3.2. Obtencion del Dataset

El dataset utilizado en este trabajo contiene secuencias gendmicas de C.
fetus, publicas y disponibles en las bases de datos NCBI [158] y PATRIC
[159, 160], asi como también secuencias brindadas por colaboradores y
otras obtenidas en este trabajo (Ver Capitulo 3). Los metadatos asociados
a estos genomas se encuentran disponibles de forma interactiva en https:

//microreact.org/project/lazjvnxljc3xuhaghssek?.

Analisis de calidad

Antes de realizar los andlisis poblacionales se comprobd la calidad de los
genomas del dataset, segtn se describi6 en la pagina 74 (Control de calidad

de los genomas ensamblados).

4.3.3. Caracterizacion de los genomas
ANI

Se obtuvieron los indices de identidad nucleotidica promedio (ANI), uti-
lizando el programa FastANI v.1.33 [155], con parametros por defecto,
utilizando como referencia y como query todos los genomas del set de datos,
de manera de obtener los valores de ANI para cada par de genomas. Los
resultados obtenidos se procesaron y visualizaron utilizando los paquetes
tidyverse y ggplot en R, y se relacionaron con los datos disponibles de

hospedero y subespecie.
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MLST

Para determinar el sequence type (ST) [161] al que pertenece cada aislamiento
se utilizé la herramienta MLSTar [162], y como referencia las secuencias

almacenadas en la base de datos PubMLST [92].

4.3.4. Obtencion del genoma core

Las secuencias gendmicas se utilizaron para construir alineamientos de ge-
noma entero (Whole Genome Alignment-WGA), con parsnp v.1.2 [163],
utilizando el genoma GCA 000967135.1, correspondiente a la cepa de C. fe-
tus subsp. venerealis 84/112 como referencia, agregando genomas completos
de C. fetus testudinum como grupos externos. El alineamiento obtenido con
parsnp se convirtié al formato fasta con harvestools, y se utilizé Trimal

v.1.2 para eliminar de forma automatizada regiones mal alineadas.

4.3.5. Marco clonal, recombinaciones y
filogenias

Las regiones con evidencia de recombinacién fueron identificadas utilizando
Gubbins v.2.4.1 [164], y se eliminaron de los alineamientos, para obtener

el marco clonal.

A partir del marco clonal se construyd un drbol filogenético utilizando el
método de maxima verosimilitud (ML) y la aproximacién GTR-CAT en RaxML
v8.2.11 [165]. Se determinaron las distancias en SNPs entre pares de se-
cuencias de los alineamientos clonales utilizando snpdist v.0.7.0 [166].
La anotacién y visualizacion de los arboles filogenéticos se realizaron en R,

utilizando el paquete ggtree v.1.14.6 [167, 168]. Los outputs de Gubbins
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y RaxML también se visualizaron en Phandango [169]. Se utilizé la imple-
mentacién en R de hierBAPS [170] RhierBAPS [171] con el fin de identificar
agrupamientos de genomas, y la estructura poblacional asi obtenida se com-

pard con la filogenia inferida a partir del marco clonal.

4.3.6. Anotacion de los genomas

La anotacion se realizd segtn se detalla anteriormente (Ver pagina 74).

4.3.7. Pangenomas

A partir de los genomas anotados se reconstruyeron los pangenomas utilizan-
do Pewit v.1.1.0 (https://github.com/iferres/pewit). Se utilizd Pagoo
v.0.3.13 [172] para analizar y visualizar los pangenomas. La anotacién
funcional de los grupos de ortdlogos se realizé utilizando eggNOG-Mapper
v.2 [173], sobre la base de datos eggNOG v.5.0 [174], y/o KEGG mapper
v.4.3 [175], que utiliza datos provenientes de KEGG [176, 177]. Los andlisis
de correspondencias multiples y de componentes principales se realizaron
utilizando los paquetes de R FactoMineR v.2.4 [178] y stats v.4.2.0. Los
andlisis discriminantes de componentes principales (DAPC) se realizaron con
el paquete de R adegenet v.2.1.5 [179]. El nimero de ejes retenidos fue
determinado utilizando el método de validacion cruzada implementado en

la funcién xvalDapc del mismo paquete.
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4.3.8. Diseno de cebadores especificos de
linaje

A partir de los genomas agrupados en los linajes identificados se ejecutd
el programa RUCS v.1.0.3 [180], con el fin de identificar posibles blancos
moleculares y disefiar cebadores para PCR con alta especificidad y sensibili-
dad, utilizando para esto Primer3 [181]. La especificidad de los cebadores se
comprobé in silico utilizando BLASTn [146], FastPCR [182] y Unipro UGENE

v.43.0 [183] sobre genomas completos de diferentes linajes.

Optimizacion y validacion de los cebadores disefiados

Para obtener la temperatura de annealing éptima se realizé una PCR en
gradiente de temperaturas, con rangos entre 52 y 53°C para L1 y de entre
54 y 55°C para los cebadores especificos para L2. Con el fin de validar los
cebadores disefiados, se realizaron amplificaciones mediante PCR, utilizando
como molde muestras de ADN de 26 aislamientos de C. fetus secuenciados y
27 no secuenciados (Ver Tabla 4.4), pertenecientes al banco de muestras del
Laboratorio de Genética Evolutiva de la Facultad de Ciencias, Universidad de
la Republica. Se utilizaron las cepas Cfv06,/195 y Cff70L como controles posi-
tivos para L1 y L2 respectivamente, y la cepa 17144 como control negativo
en ambos casos. Las mezclas de reaccion se prepararon segun las especifi-
caciones del fabricante de la Taq polimerasa utilizada, incorporando 0,05
nmoles de cada cebador y 0,5 ul de ADN molde por reaccion. El programa
utilizado consiste en un ciclo incial de desnaturalizacion de 3 minutos a 95°C,
seguido por 30 ciclos de desnaturalizacién (95°C 30 segundos), annealing
(temperatura Optima segun resultados de PCRs en gradiente, 35 segundos) y
extension (72°C, 1,5 minutos), finalizando con un ciclo de extension de 5 mi-

nutos a 72°C. Los productos de PCR se separaron mediante electroforesis en
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gel de agarosa 1% tefiido con bromuro de etidio, y se visualizaron utilizando

transiluminadores de luz UV.
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4.4. Resultados

4.4.1. Dataset: distribucion geografica de los
aislamientos, fuentes, hospederos

El dataset completo comprende genomas de aislamientos de C. fetus de
origen clinico o animal disponibles en bases de datos publicas, o secuen-
ciados en el marco del proyecto FSSA X 2014 1 105252, descrito en la
Capitulo 1. Los metadatos asociados a cada uno de los genomas se encuen-
tran disponibles en forma interactiva en https://microreact.org/project/
lazjvnxljc3xuhaghssek2. En la Figura 4.2 se muestra la distribuciéon geo-
grafica de los aislamientos, donde el didmetro de cada burbuja representa
el nimero de genomas secuenciados por pais. Se observa alli, que si bien
los cinco continentes estan representados, la distribucion es desigual, con la
mayoria de los aislamientos provenientes de Europa, y en menor medida, de
las Américas. Estos datos se representan también en la Figura 4.3 (B), donde
se muestra el numero de aislamientos por pais, y puede desprenderse que el

90 % de estos provienen de sélo ocho paises.

Por otra parte, la Figura 4.3 (A) muestra la distribucion en cuanto al hospe-
dero y la fuente del aislamiento, observandose que los hospederos predomi-
nantes son bovinos, con 156 aislamientos, y humanos, con 81 aislamientos,
representado 53 % y 37 % del total, respectivamente. La principal fuente de
aislamientos en bovinos fue el prepucio, mientras que en humanos la muestra

predominante fue sangre.
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Fig. 4.2: Origen geografico de los 219 genomas que componen el set de datos,
donde el diametro de cada burbuja es proporcional al nimero de
genomas por pais.

Calidad de los genomas

La mayoria de los genomas de este conjunto de datos estan ensamblados a
nivel de contigs, con la excepcidon de 6 genomas cerrados, entre los que se
encuentra la cepa ovina 17144, cuya obtencion se describe en el Capitulo 3y
en el articulo “Complete Genome Sequence of Campylobacter fetus Isolated

from a Sheep” [137] (Ver pag. 94).

El rango de contigs por genoma es de 5 hasta 759, con valores de N50 de

entre 5000 y 500.000 bases para los genomas ensamblados a nivel de draft.

Los resultados del andlisis de calidad realizado con Checkm se muestran en
la Tabla 4.1. Segtn estos, los genomas 17059 2.35 y 18048 2.27 tienen
baja calidad de ensamblado, por lo cual fueron descartados en los analisis

posteriores.
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Fig. 4.3: Origen de los aislamientos: En (A) se muestra la distribucién por
hospedero y fuente de las muestras, y en (B) su origen geogréfico
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Tabla 4.1: Medidas resumen de las métricas de calidad de los genomas ensambla-
dos, obtenidas con CheckM.

Min. Q1 Mediana Media Q3 Max. Outliers

59[1

# Contigs 1 33 41 58,40 56 759 75911]

722[2]

65,41[1

Completitud (%) 65,41 99,69 99,69 99,33 99,69 99,88 AL
76,41[2]

Contaminacion (%) 0 0 0,18 0,14 0,18 2,69

11,00[1]

Ns/genoma (%) 0 0,002 0,008 0,128 0,0033 11,00 8.15[2]

Los genomas con valores extremos referidos en la columna Outliers son [1] 18048 2.27 y
[2] 17059 _2.35. Min=minimo; Max=maximo; Q1 =primer cuartil, Q3=tercer cuartil.

4.4.2. Caracterizacion de los genomas
ANI

Se utilizé el indice ANI (identidad nucleotidica promedio) como medida
de similaridad entre genomas. El valor medio general de ANI encontrado
con FastANI fue de 99,64 % (Rango intercuartil (IQR):99,76-99,52%). Se
evaluaron también los indices de ANI de los genomas, agrupados por sub-
especie y hospedero. Las distribuciones de ANI obtenidas se muestran en la

Figura 4.4 y se describen a continuacién:

Subespecies: Se obtuvieron los indices de ANI de pares de genomas perte-
necientes a la misma subespecie y entre subespecies, encontrandose
diferentes distribuciones, como se observa en la Figura 4.4a. La Ta-

bla 4.2 muestra un resumen de los resultados.

Cfv tiene una distribucidon que se aproxima a la de una campana, con

valores de ANI de entre 99,16 y 100 %, y una mediana de 99,77.

Cff presenta una distribucién que permite inferir una mayor variabili-

dad que la encontrada en Cfv, con un ANI minimo de 98,5% y un
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Tabla 4.2: Medidas resumen de valores de ANI por subespecie.

Grupo' Min. Media Mediana Max. IQR

Intra Cff 985 99,6 99,6 100 0,248
IntraCfv 99,2 99,7 99,7 100 0,169

Cff-Cfv 98,8 99,6 99,6 100 0,229

Min=minimo; Max=maximo; IQR=rango intercuartil.
1 Cfv incluye también al biovar intermedio Cfvi.

rango intercuartil mas amplio. Se identifica un grupo de genomas

con muy altos indices de identidad.

Cfv-Cff: Al comparar de forma pareada genomas de Cff y Cfv encontramos
el rango intercuartil y la media similar a Cff. La distribucién en

ANI indica que son pocas las Cff muy similares a Cfv.

Hospedero: Al comparar los indices de ANI entre genomas de aislamientos
provenientes del mismo hospedero, se observan distribuciones similares
para los hospederos ovino y humano, que consisten en la presencia
de dos picos separados, ubicados en valores de ANI de 99,5 y 100 %
respectivamente. Esta distribucién es compatible con la presencia de
aislamientos de estos hospederos en diferentes grupos o linajes. Al
evaluar los indices de ANI entre genomas pertenecientes a bovinos, se
observa una distribucién en forma de campana, con una mediana de
99,7 %, y un rango intercuartil mds estrecho, que denota una menor
variabilidad. A su vez, la ausencia de picos suplementarios indica que
los aislamientos bovinos son mas homogéneos desde el punto de vista

genomico, segun el indice evaluado.
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Fig. 4.4: Curvas de distribucién de ANI, agrupados por subespecie (Figura 4.4a) y
por hospedero (Figura 4.4b). Los valores mostrados en cada distribucién
corresponde a las medianas.
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MLST

Se determinaron los ST de 205 de 217 genomas con MLStar: Se detectaron
11 STs que forman parte de la base de datos de referencia, siendo ST4 el
mayoritario. 12 de los genomas no pudieron ser tipificados, ya que no se
identificaron secuencias correspondientes a los alelos en los genes aspA (11
genomas) o glyA (1 genoma), con umbrales de identidad y/o cobertura
iguales o superiores al 90 % con respecto a las secuencias de los alelos de
referencia. Ademas de estos, en dos genomas no fue posible asignar un
ST debido a que los alelos identificados (gltA en un caso y uncA en otro)
difieren de los depositadas en la base de datos, por lo que constituirian una

novedad.

MLST y hospederos Los dos ST mads frecuentes fueron ST4 en bovinos
(87 genomas), y ST6 en humanos (41 genomas). Ademads, se encontraron
otros 6 STs en bovinos y 9 en humanos, con lo que la diversidad encontrada
en humanos es mayor a la de bovinos (indice de Shannon: 0,67 en bovinos
frente a 1,61 en humanos). Ademads, en humanos se incluye un ST no re-
portado previamente. En la Figura 4.5 se muestra un grafico que representa,
para cada ST identificado, el nimero de genomas de aislamientos bovinos y
humanos. Alli puede apreciarse la diversidad de STs representados en aisla-
mientos humanos, en contraposicidn con los STs encontrados en aislamientos
bovinos, en los que predomina el ST4. En ovinos en cambio, el ST2 fue mas
frecuente, seguido por ST3, y, al igual que en humanos, se identificé un
genoma con ST desconocido. En la Tabla 4.3 se muestra un resumen de los

STs encontrados.
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Tabla 4.3: Numero de genomas por ST por hospedero

ST1 ST2 ST3 ST4 ST5 ST6 ST11 ST70 ST20 ST35 Nuevo

3 86 3 4
5 2 41
0 0
0 1

Bovino O 0
13
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Fig. 4.5: Distribucién de STs identificados en genomas de aislamientos de C.
fetus humanos y bovinos

Métricas de Anotacion

Al anotar los genomas se identificaron las secuencias codificantes (CDSs),
ARNSs ribosomales y de transferencia. Los genomas contienen en promedio
1.868 CDSs (SD=104,33), con una densidad media de 1.015 CDSs por mill6n
de bases. El nimero de CDSs anotados como proteinas hipotéticas fue de 657
(SD=85), lo que representa el 35 % de los CDSs identificados. Se hallaron

entre 2 y 6 genes ribosomales por genoma, siendo 2,2 el valor promedio. El
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numero maximo de copias del operén ribosomal se encontrd en los genomas

menos fragmentados, compuestos por entre 1 y 5 contigs.

4.4.3. Estructura poblacional
Obtencion del Genoma core y el marco clonal

El genoma core se construy6 a partir de 216 genomas de C. fetus '.
Ademas, se incluyé un genoma de la subespecie testudinum como grupo
externo. Este proceso resulto en un alineamiento de 1.339.999 posiciones, lo
que representa un 61 % del genoma utilizado como referencia. Asimismo, se
obtuvo el genoma core del mismo conjunto de genomas excluyendo el grupo
externo, lo cual dio como resultado un alineamiento de 1.528.587 posiciones,

es decir, el 75,63 % del genoma de referencia.

El marco clonal se compone de las posiciones del alineamiento del geno-
ma core, donde se filtraron las posiciones con evidencia de recombinacion. Se
filtraron 33.500 posiciones con evidencia de recombinacion, que representan
en promedio el 2,5% de las posiciones en el genoma core, formado por

1.339.999 posiciones.

Filogenia

El marco clonal, compuesto por 97.713 posiciones polimdrficas, se utilizd
para construir una filogenia utilizando el método de méaxima verosimilitud
(ML). Con el propésito de mejorar la definicion de los grupos internos, se

elimind la rama correspondiente al genoma utilizado como grupo externo. Las

1Se excluyeron 3 genomas del conjunto de datos original (18048 2.27, 17059 2.35y
FETOS) debido a la presencia de indicadores que sefialaban baja calidad.
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L2

ST4

L1

ST70

Fig. 4.6: Arbol filogenético construido a partir del alineamiento del marco
clonal de 216 genomas C. fetus aislados de mamiferos. Los tips del
arbol se colorearon segun los STs identificados. Se indica también
los linajes identificados por rhierBAPS. En el recuadro se muestra
un acercamiento al nodo que deriva en los linajes L1 y L2, en los
que predominan ST4 y ST6, respectivamente.

figuras 4.6 y 4.7 muestran representaciones del arbol filogenético obtenido,
donde se revela una estructura poblacional compuesta por 8 grupos de
genomas, con un rango de entre 1 y 105 integrantes cada uno. A excepcién
de los grupos L1 y L2, todos los linajes estdan compuestos por genomas
pertenecientes a un unico ST. En el caso de L1 prevalece el ST4, pero se
incluyen ademads genomas no tipificados o pertenecientes al ST70. Por otro
lado, el grupo L2 estd mayoritariamente compuesto por genomas ST6, con
una minoria de genomas ST4. Ambos grupos se encuentran resaltados en el

recuadro de la Figura 4.6.

Clusterizacion jerarquica y caracterizacion de los linajes

La estructura poblacional derivada de la filogenia fue comparada con la
obtenida mediante la ejecucion de rhierBAPS sobre el marco clonal. Esta

clasificacion resulté también en la formacion de 8 clusters (Ver Figura 4.6),
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de entre 3 y 105 genomas, los cuales pasaremos a nombrar como linajes L1 a

L8, descritos a continuacion.
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Fig. 4.7: Arbol filogenético construido a partir del alineamiento del marco clonal
de 216 genomas de aislamientos de C. fetus de diferentes origenes y sus

metadatos asociados.
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L1 es el linaje mayoritario (105 aislamientos), y estd formado principalmente
por aislamientos de origen bovino, pertenecientes al ST4. Ademas se
nota en este linaje un claro enriquecimiento en aislamientos de la
subespecie Cfv y el biovar intermedio, no observado en los demads
linajes.

L2 esta conformado por 53 aislamientos, principalmente de origen clinico
tipificados como Cff ST6. En la filogenia se distingue un pequefio grupo
conformado por 6 aislamientos ST4, de los cuales 5 son de origen
clinico y uno es bovino.

L3 y L5 son también linajes predominantemente de origen clinico, caracteri-
zados como Cff ST11 en el caso de L3 y ST20 en L5. Los aislamientos
de L5 provienen mayoritariamente de Taiwan, con la excepcion de la
cepa HC71 de origen nacional.

L4 merece una mencién especial, ya que estd enriquecido en aislamientos de
origen ovino, identificados como Cff, con excepcién de un aislamiento
bovino, tipificado como Cfv. En este linaje todos los aislamientos son
ST2.

L6 es un linaje de aislamientos humanos y bovinos pertenecientes a ST5 e
identificados como Cff. La particularidad de este grupo es que comparte
un ancestro comun con un grupo de aislamientos de Cff ST1 uruguayos
clasificados por hierBAPS como L7.

L7 es el linaje que representa menos individuos y constituye la tinica incon-
gruencia encontrada con respecto a la topologia del arbol filogenético.
Se trata de un grupo polifilético, ya que dos de los genomas ST1 son
mas cercanos al linaje L8, mientras que el tercer genoma es ST35 y es
mas cercano al linaje L6. La formacion de este linaje se debe a un feno-
meno conocido como atraccién de ramas largas, que tiende a agrupar
secuencias muy divergentes al resto de la poblacién [170], y seria por

tanto un artefacto metodoldgico. Para ser congruente con la filogenia
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obtenida, se puede dividir este linaje para formar el linaje 7a, con los
genomas ST1 y el linaje 7b con el genoma ST35.

L8 esta conformado por aislamientos Cff ST5 de origen bovino y humano. Al
igual que L6, este linaje comparte un origen comun con un aislamiento

del linaje L7b.

Asociaciones derivadas de los linajes.
Existe una asociacion aparente entre algunos metadatos y los linajes deter-
minados a partir de la filogenia, que puede observarse en la Figura 4.7, y se

resumen a continuacion:

Asociacidn a hospedero: Resulta evidente la asociacion del linaje L1 a
bovinos, ya que no sélo es el hospedero predominante en este linaje,
sino también porque son pocos los genomas bovinos en otros linajes y
su distribucién no parece estar asociada a la filogenia. Asi es que el 87 %
de los genomas bovinos se encuentran en L1 y el 99 % de los genomas
de L1 son bovinos. Otro claro caso de asociacion linaje-hospedero lo

constituye el linaje L4, enriquecido en genomas de origen ovino.

Asociacion a ST: En la mayoria de los linajes se observé una correspon-
dencia directa entre linaje y ST. Si bien L1 y L2 presentan genotipos
compuestos, ambos presentan un genotipo predominante que permite
trazar asociaciones robustas entre linaje y ST, con L1 compuesto por 84

de 114 genomas ST4, y L2, con 47 de 53 genomas ST6.

Asociacion a subespecie: Si bien cada subespecie estd representada a lo
largo de todo el arbol filogenético, se observa que mds del 60 % de los
aislamientos del linaje L1 pertenecen a la subespecie Cfv y al biovar

intermedio Cfvi, mientras que Cff es predominante en los demds linajes,
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con mas de 93 % de todos los aislamientos no L1 correspondientes a la

subespecie Cff.

4.4.4. Distancias pareadas

Las distancias pareadas de los genomas en relacién a la subespecie, el hos-
pedero y el linaje pueden visualizarse de forma general en el heatmap de la

Figura 4.8 y en la Figura 4.9.
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Fig. 4.8: Heatmap de distancias de SNPs anexado al arbol filogenético mos-
trado en la Figura 4.7
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Fig. 4.9: Boxplots de las distancias gendmicas pareadas (SNPs), agrupadas
segtin hospedero, subespecie y linaje.
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Distribucion de distancias intra y entre subespecies y en relacién al

hospedero

A partir del andlisis de distancias de SNPs pareadas se observa que la
subespecie Cff presenta el mayor rango, llegando a 2.013 SNPs en pro-
medio (IQR=2.296), seguida por Cfv, con 443 SNPs de separaciéon media
(IQR=115). Por el contrario, la diversidad intra Cfvi es significativamente
menor, con 115 SNPs de separacion media (IQR=154). Las comparacio-
nes inter subespecie muestran que el biovar intermedio se aproxima mas a
Cfv que a Cff (298 (IQR=104) vs. 1.474 (IQR=2605) SNPs en promedio

respectivamente, significativo con prueba de Wilcoxon, p=2,2 X 10716),

En cuanto a la relacién distancia-hospedero, se pueden observar menores dis-
tancias entre aislamientos bovinos, con una media de 641 SNPs (IQR=131).
Las distancias intra ovinos e intra humanos fueron considerablemente mas
altas (1.921 y 3.813 SNPs) y mas dispersas (IQR: 3.111 y 3.770, respectiva-

mente).

Distribucidon de distancias y estructura poblacional

En general, la distancia intra-linaje alcanza los 500 SNPs como maximo, con
la excepcion de L7, donde el genoma 16244 6.2, correspondiente a L7b, estd
separado de los genomas de L7a por méas de 3.000 SNPs. El linaje L4 es el de

menor distancia intralinaje, con una media de 280 SNPs.

4.4.5. Recombinacion

La identificacion de las regiones o bloques recombinantes se basa en las

distribuciones de SNPs andmalas, con respecto al resto del genoma. De esta

4.4 Resultados

125



manera se identificaron 35 bloques recombinantes, representando en pro-
medio el 2,27 % de las bases en el genoma core. Se estudio la distribucién
de las regiones con evidencia de recombinacion en relacién al linaje, en-
contrdndose diferencias significativas en el numero de bases recombinantes
entre linajes, con el linaje L1 concentrando el mayor numero de bases en
regiones recombinantes (3,22 %, IQR=1,31), seguido de L2 (1,76 %, IQR=0)
y L8 (1,81 %, IQR=0). En la Figura 4.10 se muestra el boxplot donde se
representa el porcentaje de posiciones recombinantes por genoma para cada
linaje. Se encontré ademds que la mayoria de los bloques recombinantes
son exclusivos de linaje, con los linajes L1 y L2 con un mayor ntimero de
bloques recombinantes exclusivos, algunos de ellos presentes en todos los
genomas de cada linaje. También se encontraron bloques recombinantes
compartidos por mas de un linaje, los que se muestran como barras negras

en la Figura 4.11.

Porcentaje de posiciones
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Fig. 4.10: Boxplot de la proporcidn de bases recombinantes por genoma en
cada linaje. La linea punteada representa la media para todos
los genomas. El tinico linaje con un porcentaje de recombinacion
mayor a la media es L1, es el que presenta mayor dispersion.
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Fig. 4.11: Arbol filogenético de C. fetus y representacién de los bloques
recombinantes en el WGA. Las barras negras representan la ubi-
cacion de los bloques recombinantes compartidos por dos o mas
linajes. Las barras de color representan los bloques exclusivos de
linaje. Arriba se muestra el mapa gendémico, indicindose en azul
las posiciones de los CDSs.
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4.4.6. Busqueda de blancos moleculares para
tipificacion

Analisis de componentes principales discriminatorios

Un andlisis discriminatorio de componentes principales (DAPC) permite co-
nocer en qué medida las variables o combinaciones de variables contribuyen
a la diferenciacién de grupos preestablecidos, como pueden ser la subespecie
o el hospedero del aislamiento, de forma de maximizar la separacién entre
grupos, al mismo tiempo que se maximiza la semejanza intra-grupo. Los
DAPC se hicieron a partir del alineamiento del marco clonal y se utilizaron

como variables de agrupamiento linaje, subespecie y hospedero.

Agrupamiento por linaje: Al utilizar el linaje como variable de agrupamien-
to la separacidn es evidente (Figura 4.12-A) , con grupos definidos tanto
a nivel del primer como del segundo componente principal. Los linajes
identificados en la filogenia y la clusterizacion jerarquica obtenida con
hierBAPS se distinguen sin solapamiento. En este caso la asignacion
de los genomas a los linajes correspondientes fue correcta en todos los

casos.

Agrupamiento por subespecie: En la Figura 4.12-B se muestra el grafico
obtenido a partir de resultados de DAPC sobre las posiciones polimé-
ficas del marco clonal, utilizando como variable de agrupamiento el
resultado de la tipificacion bioquimica de cada aislamiento. Los aisla-
mientos con subespecie no determinada fueron excluidos del analisis.
Se observa que, si bien existe una separacién entre los grupos, hay indi-
viduos de diferentes subespecies que se solapan en el grafico. Segtin el

andlisis realizado, s6lo el 58 % de los genomas tipificados como Cfvi
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se asignan correctamente. Para Cfv y Cff el porcentaje de asignacién

exitosa es mayor, con 78 y 89 % de genomas asignados correctamente.

Agrupamiento por hospedero: En el grafico resultante del DAPC obtenido
para la variable de agrupamiento hospedero, mostrado en la Figu-
ra 4.12-C, se observa, al igual que en el caso anterior, que la separacion
es sélo parcial. Existen puntos solapantes entre categorias de hospe-
deros, con excepcién del genoma aislado a partir de un aislamiento
de mono, que se agrupd con los aislamientos humanos, pero no se
solapé con ningun otro genoma. El grupo hospedero reflejé de forma
mas acertada las diferencias entre los genomas en el alineamiento del
marco clonal, con porcentajes de asignacion correcta en el 81 % de los
genomas ovinos, y mayores al 90 % en los genomas bovinos y humanos
(91,23 % para bovinos y 91,03 % para humanos). La asignacién del
Unico genoma de mono se realizd correctamente, sin embargo, dos ge-
nomas de aislamientos humanos fueron asignados como pertenecientes

d mono.

Pangenoma de la especie

Se partié de un grupo de 210 genomas seleccionados al azar a partir del
conjunto de datos original, excluyéndose entonces los genomas 16244 6.17,
17059 2.25, 2740 S96, 32019.46, cffH1UY, y HB74. El pangenoma obtenido
estd compuesto por 4.901 grupos de genes ortélogos, de los cuales 1.531
(31 %), por estar presentes en al menos el 95 % de los genomas, pertenecen
al grupo de genes core. La estimacion de los parametros del modelo de la
ley de Heaps demostrd que el pangenoma de esta especie esta abierto, con

a= 0,814 [184], estimdndose que el tamafio total del pangenoma seria de
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Fig. 4.12: Grafico de puntos de las primeras dos dimensiones del andlisis de
componentes principales discriminatorios (DAPC), producido a
partir del alineamientos del marco clonal de 216 genomas de C.
fetus, utilizando linaje (A), subespecie (B) y hospedero (C) como
variables de agrupamiento.

6.580 grupos de ortélogos. Estos resultados pueden apreciarse en las curvas

de rarefaccién de los genes core y accesorios de la Figura 4.13(A).

Caracterizacion del pangenoma: Se evalu6 el nimero de genes acceso-
rios por genoma para cada uno de los linajes (Figura 4.13(B)). L1 contiene
un ntmero de genes accesorios significativamente mayor a los demads linajes
(p ajustado entre 0,46 para L1-L7y 7,5 X 10~2! para L1-L2) segun resultados

del test de Wilcoxon con correccién de Bonferroni. Resulta llamativo el punto
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Fig. 4.13: Representacion del pangenoma obtenido con Pewit y Pagoo. En
A se muestran las curvas de rarefaccién, donde se observa como
aumenta el nimero de grupos de genes accesorios (negro) y
disminuyen los grupos de genes core (azul), conforme se agregan
genomas al set de datos. La linea discontinua representa el tamafio
estimado del pangenoma. Los grdficos de cajas de la parte B
representan el nimero de genes accesorios por genoma para cada
linaje.

extremo presente en el linaje L6, que corresponde al genoma 32019.24, con

un numero de genes accesorios mayor a la media de L1.

A partir del pangenoma se construyd la panmatriz, que consiste en una

matriz donde se representan los grupos de genes ortélogos presentes en cada

genoma. A partir de esta se construyo el PCA mostrado en la Figura 4.14(A).
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PCA a partir de la matriz de presencia/ausencia
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Fig. 4.14: Gréficos de puntos de las coordenadas en los primeros dos com-
ponentes principales del PCA construido en base a la panmatriz,
incluyendo (A) y excluyendo (B) los genomas pertenecientes a L1.
En la parte C se excluyd también al genoma 32019.24 debido a la
distancia que lo separa de los demas genomas en el grafico de la
parte B.
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Vemos alli como se separa el linaje L1 del resto de los linajes en el componente
principal 1, con lo que se puede inferir que, ademds de diferir en el nimero de
genes accesorios, el perfil de genes accesorios de este linaje es muy diferente
al de los demas. Al eliminar los genomas pertenecientes al linaje L1, se puede
visualizar el PCA de los demds linajes con mayor resolucién, como se observa
en la Figura 4.14(B). Vemos alli como los linajes se separan, pero la distancia
del genoma 32010.24 al resto de los genomas impide visualizarlos con mayor
resolucion. Al eliminar este genoma del andlisis vemos las separaciones entre
los grupos con mayor claridad, indicativo de perfiles de genes accesorios
diferenciales entre linajes, con el linaje L5 notablemente separado del resto,
y los linajes L2 y L3 muy cercanos entre si, indicando una mayor similaridad

entre ellos.

Funciones de los genes accesorios: Se extrajeron y tradujeron secuen-
cias representativas de cada grupo de ortélogos del pangenoma, con el fin de
anotarlos con eggNOG-mapper v.2 [173], tomando como referencia la base
de datos eggNOG v.5.0. Se obtuvo la anotacion de 3.980 de un total de 5.261
grupos de genes ortologos en el pangenoma, 2.132 de ellos pertenecientes al

subset de genes accesorios.

A partir de la panmatriz y las categorias COG derivadas de la anotacién de
los grupos de ortdélogos, se realiz6 un analisis de correspondencias muiltiples
(MCA), obteniéndose los graficos mostrados en la Figura 4.15. En el grafico de
la parte A encontramos una clara separacién entre los genomas del linaje L1
del resto, siguiendo el comportamiento observado tanto a nivel del numero
de genes accesorios como del perfil de presencia/ausencia de genes. Al excluir
los genomas del linaje L1 y repetir el MCA se observan dos clusters. Por un

lado, con valores negativos en el eje x, los linajes L2, L3, L4 y L5, y por el

4.4 Resultados

133



MCA de la panmatriz con anotaciones
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Fig. 4.15: Graficos de puntos de las coordenadas en los primeros dos com-
ponentes principales del andlisis de correspondencias multiples,
a partir de las categorias COG derivadas de la anotacién de los
grupos de genes ortélogos que componen el genoma accesorio. En
A se muestra el resultado del andlisis a partir del set completo de
genomas, donde se observa una gran distancia entre las funciones
anotadas para el linaje L1 con respecto a los demds. Al excluir
estos genomas y repetir el MCA se obtuvo el grafico de la parte B.

otro L6, L7 y L8, con valores en x mayores a 0. El linaje L4 se aleja de los

demas en el eje y, lo que denotaria una distincion en su perfil funcional.

Grupos de ortélogos linaje especificos: Partiendo de la panmatriz, se

seleccionaron los grupos de ortélogos presentes o ausentes en por lo menos
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el 90% de los genomas de cada linaje, para luego aplicar otro filtro que
permitié seleccionar aquellos grupos cuya presencia o ausencia es exclusiva
de linaje. Este procedimiento permitié identificar 194 grupos de ortélogos
con perfiles de presencia/ausencia diferenciales. Estos se observan en el

heatmap de la Figura 4.16.

Para conocer mas sobre la funcién de estos grupos de ortélogos, se revisé
su anotacion funcional. Asi encontramos que la mayoria de los grupos de

ortdlogos exclusivos de linaje pertenecen a tres categorias funcionales:

E: Transporte y metabolismo de aminoéacidos
P: Transporte y metabolismo de iones inorganicos

U: Tréfico intracelular, secrecién y transporte vesicular.

La mayoria de estos grupos exclusivos son, probablemente, genes ganados,

ya que su presencia es exclusiva para un linaje.

La Figura 4.17 muestra para cada categoria, el numero de grupos de ortélogos
cuya presencia o ausencia es exclusiva para un determinado linaje. Como
se observa alli, L4 es el linaje que presenta mayor diversidad de categorias
funcionales en grupos de ortélogos exclusivos, tanto en cuanto a presencia
como ausencia de genes con respecto a los demas linajes, mientras que L2
sblo presenta grupos exclusivos pertenecientes a la categoria COG E, de
transporte y metabolismo de aminodcidos. En la Tabla Tabla 8.1 se muestran

las definiciones de todas las categorias COG.
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Prevalencia de grupos de ort6logos por linaje

M >=90%
<10 %

LT

L4 L8 L6 L3 L2 L7 L1 L5

Fig. 4.16: Heatmap que muestra los perfiles de presencia/ausencia de los 194
grupos de genes ortélogos linaje-especificos, donde los cuadros
oscuros indican que ese gen esta presente en al menos el 90 % de
los genomas del linaje, mientras que un cuadro claro indica que
el gen estd presente en menos del 10 % de los genomas del linaje.
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Categorias funcionales de los grupos de ortologos exclusivos de linaje
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Fig. 4.17: Gréficos de barras donde se muestra el nimero de grupos de
ortologos discriminantes de linaje para cada categoria funcional.
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Diseio de primers especificos para linajes

Se han desarrollado diferentes metodologias de diagndstico con el fin de
diferenciar a Cff de Cfv y Cfvi, sin embargo, ninguna ha demostrado es-
pecificidad y sensibilidad suficiente. Dada la clara estructura poblacional
encontrada, nos abocamos hacia la identificaciéon de marcadores moleculares
que permitan identificar mediante PCR el linaje de un aislamiento. Para esto,
se disefiaron cebadores especificos para los linajes 1 y 2 utilizando RUCS
[180], una herramienta que permite extraer kmeros presentes en un grupo de
genomas “positivos” y ausentes en un grupo de genomas “negativos”, a partir
de los cuales se realiza un ensamblaje que resulta en regiones core, exclusivas
del grupo de “positivos”. A partir de estas regiones, se disefian cebadores uti-
lizando Primer3 [181]. Los cebadores obtenidos fueron validados mediante
PCR in silico utilizando FastPCR [182], resultando en 100 % de especificidad
y de sensibilidad. Se mandaron a sintetizar tres pares de cebadores para cada

linaje a identificar, los cuales se detallan en la Tabla 4.4.

Los cebadores disefiados para identificar L1 con longitudes de entre 26
y 29 bases y temperaturas de melting (Tm) entre 53,7 y 54,7 °C, permi-
ten amplificar una regién de 277 a 286 bases en el gen que codifica una
resolvasa, segtin el andlisis BLASTN realizado a partir de los amplicones
predichos. Una busqueda BLASTP sobre la base de datos de proteinas no
redundantes del NCBI da como mejor hit la secuencia identificada como
WP 002850926, una proteina de la familia de trasposasas tipo IS607,
presente en el elemento de insercidn ISCfel. Al combinar el resultado
de la busqueda mediante BLASTN del amplicén predicho con un BLASTN
para identificar las secuencias de insercidon ISCfel encontramos que en
todos los casos, el amplicdn estd localizado entre las posiciones 40 y 325
del primer CDS del elemento de insercién ISCfel. La Figura 4.18 (A)

muestra los sitios donde se localizan las secuencias de insercion ISCfel
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Tabla 4.4: Cebadores disefiados a partir de los resultados del analisis con RUCS,
para la identificacién de los linajes L1 y L2. Long.: longitud del cebador;
Long. Amp.: longitud del amplicén esperado

. Long. Tm GC Long. amp. Hits
Par Secuencia K
(pb) “cC) (%) (pb) Swissprot
F: ACTATTCAAACACTTAGAAACTGGGATAA 29 54,4 31.0 X
L11 277 Resolvasa putativa R80;
R: AATTCATTCCACTACCTAAGTCTTGT 26 53,7 32,2 .
Resolvasa putativa R771;
F: TTACTATTCAAACACTTAGAAACTGGGAT 29 54,4 31,0 L. X
L1 2 279 Oxido nitroso reductasa;
R: AATTCATTCCACTACCTAAGTCTTGT 26 53,7 34,6 i .
Sistema de eflujo regulado
F: CTTGGGGTTACTATTCAAACACTTAGA 27 54,7 37,0 .,
L1 3 286 por glutatiéon
R: AATTCATTCCACTACCTAAGTCTTGT 26 53,7 34,6
F: GCTTCCACCACTAAAAGAGCAA 22 55,2 455
L2 1 417
R: GCTGGACTGCAAATTCCATCA 21 55,4 47,6
L2 2 F: GCTTCCACCACTAAAAGAGCAAG 23 56,3 47,8 417 Enzima de restricciéon
- R: GCTGGACTGCAAATTCCATCA 21 55,4 47,6 de tipo 1 MjaXIP
F: GCTTCCACCACTAAAAGAGCAA 22 55,2 45,5
12 3 417
R: GCTGGACTGCAAATTCCATCAT 22 55,6 45,5

y los amplicones predichos, tomando como referencia el cromosoma
del genoma cfvi03293 (CP0069999.1).

Los cebadores disefiados para la identificacion de L2 consisten en secuen-
cias de 21 a 23 bases, con Tm estimado de entre 55,2 y 56,3 °C. Los
tres pares disefiados permiten amplificar una region de 417 bases de un
CDS. Segtn los resultados de BLASTP a partir de su secuencia aminoaci-
dica contra la base de datos de proteinas no redundantes del NCBI, el
amplicon se encuentra en un gen que codifica la subunidad S de una
enzima de restriccion del tipo 1. En la Figura 4.18 (B) se muestra el

amplicon predicho y su entorno génico.

Validacion de los cebadores disefiados: Con el fin de validar los ce-
badores disefiados, se realizaron amplificaciones mediante PCR, utilizando
los pares compuestos por los cebadores L1 3F L1 1Ry L2 1R L2 2F, que
generan productos de amplificacion especificos de 286 pb y 417 pb en aisla-

mientos de los linajes L1 y L2 respectivamente. En primer lugar se realizé
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una PCR en gradiente de temperaturas, con el fin de seleccionar las mejores
temperaturas de annealing, utilizando como molde el ADN gendmico de la
cepa cfv06/195 como control positivo del par L1 y la cepa Cff70L como con-
trol positivo para L2. Como control negativo de ambos cebadores, se utilizé
la cepa 17144, perteneciente al linaje L7. Para L1 se probaron temperaturas
de annealing de 52 y 53°C, mientras que para L2 las temperaturas ensayadas
fueron de 54 y 55°C. Los productos de amplificacién fueron separados me-
diante electroforesis en un gel de agarosa 1 % en buffer TAE, obteniéndose,
en ambos casos, bandas correspondientes a productos de amplificacion del
tamaflo esperado. Se seleccionaron las temperaturas de annealing de 52°C
para L1 y 54°C para L2, en base a que las bandas correspondientes a los

productos de amplificacién a esas temperaturas fueron mas definidas.

Se utilizaron 26 muestras de ADN gendémico de aislamientos secuenciados
(Ver Tabla 4.5a) y otras 27 de aislamientos no secuenciados (Tabla 4.5b)
como molde para reacciones de PCR con cebadores especificos de L1, obte-
niéndose producto de amplificacion especifico en las 23 muestras de ADN
de aislamientos secuenciados pertenecientes al linaje L1, y en 15 de los 27

aislamientos no secuenciados.

En general, se comprobd la especificidad de la amplificacién del linaje L1, con
excepcion de la cepa 04/554, perteneciente al linaje L8 segun la estructura
poblacional descrita en este trabajo, de la cual se obtuvo el producto de PCR
especifico de L1, y seria el tinico falso positivo obtenido. La cepa 17144 fue la
Unica secuenciada no perteneciente a L1 que se tested con los cebadores L1,
y resultd en ausencia de producto de amplificacién. Los cebadores disefiados
para la amplificacién de L2 fueron testeados tinicamente en las cepas 06/195
(L1), 70L (L2) y 17144 (L7), dando como resultado la producciéon de un

producto de amplificacién especifico inicamente en la cepa 70L.
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Fig. 4.18: (A) amplicones predichos a partir del par de cebadores L1 1,
contra el cromosoma del genoma cfvi003293 (CP006999.1). En
esta secuencia se esperan la amplificacion de cuatro regiones del
cromosoma, que se corresponden con el primer CDS de la secuen-
cia de insercién ISCfel (marrén). (B) Para el genoma cff8240
se espera, a partir del par de cebadores L2 1, la amplificacién
de un tnico fragmento que se localiza en un CDS que codifica
la subunidad S de una endonucleasa de restriccion. En ambas
figuras los amplicones predichos se muestran en naranja y los
ORFs cercanos se muestran en azul. En celeste se muestran los
ORFs interrumpidos por la secuencia de insercidon ISCfel.
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(a) Aislamientos secuenciados

Cepa Genoma Linaje PCRL1
00/398  17059_2.17 1 +
00/564 17059 2.18 1 +
03/596 17059 2.22 1 +
04/875 17059 _2.23 1 +
05/434 17059 2.25 1 +
06/195 17059 2.27 1 +
06/340 17059 2.26 1 +
07/379 17059 _2.28 1 +
10/247 17059 2.31 1 +
10/445 17059 _2.32 1 +
11/360 17059 _2.33 1 +
11/427 17059 _2.34 1 +

2740 2740 _S96 1 +
90/189 cff90189 1 +
90/264 cfv90264 1 +
95258 95258 S94 1 +
97/608 cfvG 1 +
99/541 cfvi99541 1 +
99/801 17059 _2.16 1 +

H1 H1 S84 1 +
M8 M8_S86 1 +
R18 R18 S87 1 +
U10 U10_S88 1 +
BT 10/98 1273268.3 4 -

17144 17144 _S83 7 -

04/554 cff04554 8 +

Tabla 4.5: Resultados de validacién de los cebadores para la deteccién mediante
PCR de aislamientos pertenecientes al linaje L1 a partir de ADN gendmi-
co de aislamientos de C. fetus secuenciados y no secuenciados.

(b) No secuenciados

Cepa

PCR L1

73790
A28
71009
11677
Cff063
MCRO3
06/341
MCRO1
36
650 H-
11408
cfv 1198
38877
F106
2432
2106
11356 el
2991
71098
4601
CFV 3598
305
3596
2370P
90264
CIN3
70L
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4.5. Discusion

La OMSA recomienda la realizacidon de pruebas bioquimicas para el diagndsti-
co de la CGB, sin embargo, no existen evidencias a nivel genémico que avalen
la asociacién entre los fenotipos diferenciales y las caracteristicas ecolégicas
y la patogenia atribuida a las subespecies de C. fetus. Varios estudios han
investigado la estructura poblacional de C. fetus, impulsados por la necesidad
de desarrollar métodos de diagndstico molecular sensibles y especificos para
la CGB, basados en la identificacidn de C. fetus subsp. venerealis y del biovar
intermedio. Este trabajo se suma a esta linea de investigacién, concebido
como un estudio exhaustivo a gran escala, que permita capturar la mayor
diversidad posible en aislamientos de C. fetus de mamiferos, informacién im-
prescindible para el disefio de metodologias moleculares para el diagnéstico

de la CGB.

Mas de 200 genomas de buena calidad componen un conjunto de

datos de alcance global, pero con desbalances

Partimos de un conjunto de secuencias gendmicas obtenidas en distintos
paises en cinco continentes. Sin embargo, la globalidad de este conjunto de
datos se ve comprometida debido al desbalance en el origen de los genomas,
donde paises europeos junto con Argentina y Uruguay aportan gran parte
de los mismos. Estos paises, junto a Brasil, se encuentran entre los mayores
productores y proveedores de ganado bovino y sus productos derivados. Se
estima que Brasil es un pais con alta prevalencia de CGB, atribuyendo a esta
enfermedad grandes pérdidas econémicas que han impactado significativa-
mente en el sector ganadero [185]. Sin embargo, se pudo acceder a sélo 4

secuencias gendmicas de C. fetus de origen brasilefio.
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En este conjunto de datos también se encuentra un desbalance en cuanto al
tipo de hospedero, y la subespecie, con un mayor nimero de genomas de ais-
lamientos bovinos, que a su vez han sido en su mayoria tipificados como Cfv
o Cfvi. Esto es esperable, dada la importancia de la CGB en bovinos, atribuida
a esta subespecie. En humanos y ovinos se encuentra predominantemente

Cff, y persiste el subdiagndstico.

Un paso previo a la realizacién de los andlisis de los genomas de C. fetus
que forman parte de este estudio fue comprobar su calidad. Para esto se
utilizaron como parametros de calidad el nimero de contigs, la completitud,
basada en la presencia de un set de genes housekeeping, y la contaminacion,
basada en la presencia de multiples copias de genes descritos como de copia
unica (Detalles en el Parrafo 3.5). Si bien la mayor parte de los genomas
estudiados se encuentra fragmentado, sélo en dos genomas se detectaron
niveles bajos de completitud, razén por la cual fueron excluidos de los andlisis

posteriores.

Los estudios poblacionales revelan una estructura definida y

robusta, confirmada por diferentes metodologias

La estructura poblacional de C. fetus ha sido estudiada previamente. En la
revision “Pathogenomics of Emerging Campylobacter Species” [58] se citan
los principales trabajos en los que se analiza la estructura poblacional de C.

fetus.

En este trabajo se obtiene la estructura poblacional a partir de 216 genomas

de C. fetus de diferentes origenes, mediante un abordaje multiple, de forma

similar a los trabajos de Van et al. [26], Iraola et al. [154] y Abdel-Glil et al.

[186], obteniéndose resultados comparables. Esta se contrasté con resultados
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de tipificacion mediante MLST y en relacion a la subespecies y el origen de

los aislamientos.

La estructura poblacional inferida consiste en 8 linajes, y fue obtenida
mediante el andlisis de clusterizacién jerdrquica y métodos multidimensiona-
les basados tanto en el alineamiento del marco clonal, como en los perfiles
de presencia/ausencia y funcionales del pangenoma. El linaje L7 fue el inico
que presentd inconsistencias con la filogenia, probablemente producidas por
el fenédmeno de acercamiento de ramas largas como se menciond anterior-
mente (ver Subsubseccion 4.4.3), razén por la cual se propone su divisién en

los linajes L7a y L7b.

La tipificacion mediante MLST demostr6 que cada linaje estd asociado a
un ST, con excepcién de los linajes L1 y L2, en los que se encontraron varios
ST, pero uno es predominante. El genotipo ST4 predomina en L1, pero ha
sido encontrado también en aislamientos clinicos pertenecientes al linaje L2.
En L2, en cambio, predomina el ST6, y existe un subgrupo de genomas ST4.
Un caso de homoplasia de este tipo fue reportado anteriormente [153] y
evidencia que el MLST por si mismo es inadecuado para el genotipado de C.

fetus, ya que no refleja las diferencias encontradas a nivel genémico.

Existe asociacion entre linajes y hospederos, donde L1 se asocia a
bovinos. Esta asociacién es evidente al observar la gran proporcion de bovinos
en este linaje, y la baja ocurrencia de bovinos en otros linajes. El analisis
de las distancias pareadas intra bovinos demuestra en general una muy
baja variabilidad en este hospedero. Otra asociacién menos evidente puede
trazarse entre el linaje L4 y ovinos, ya que la mayoria de los genomas de ese

grupo provienen de este hospedero. Sin embargo, al analizar la distribucién
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de las distancias pareadas, se observa un rango de valores muy grande,

sugiriendo la distribuciéon de genomas ovinos en diferentes linajes.

La asociacion de la estructura poblacional y las subespecies no pa-
rece tan clara, sin embargo se encontrd baja variabilidad gendmica en Cfv
y Cfvi, lo que sugiere que estos genomas no se distribuyen entre los linajes,
como si lo hace Cff. Sin embargo, el andlisis de componentes principales
discriminatorios no separa completamente a las subespecies, debido a la

presencia de perfiles gendémicos solapantes.

Los diferentes linajes tienen perfiles de genes accesorios y

funciones diferenciales

Otra arista explorada en este trabajo fue el pangenoma, que se encuentra
abierto, y estd compuesto por 4.900 grupos de genes ortélogos, con un
31 % de ellos presentes en al menos el 95 % de los individuos, formando
parte del conjunto de genes core. La apertura del pangenoma indica que
la diversidad de esta especie aun no ha sido completamente explorada,
por lo cual quedarian aun genes o grupos de ortélogos por descubrir. Las
poblaciones con pangenomas abiertos también suelen coincidir con una
mayor flexibilidad metabdlica y la ocupacion de multiples nichos [187],
sin embargo este probablemente no es el caso, debido al bajo nimero de
genomas secuenciados disponibles y a la baja diversidad reportada para esta

especie.

Se observaron diferencias significativas en el niumero de genes accesorios
entre linajes, observdndose una explosion de genes en el linaje L1. Esto
se suma al aumento en la proporcion de bases en regiones recombinantes

encontrado en este linaje, denotando una mayor plasticidad en estos genomas.
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El tamafio aumentado del genoma accesorio del linaje bovino con respecto a
los linajes no bovinos es discutido por Iraola et al. [154], quienes encontraron
entre estos a genes pertenecientes a sistemas de secrecion de tipo 4 (T4SS) y
elementos movilizables, que jugarian un rol muy importante en el proceso
de adaptacion a hospedero. Graaf-Van Bloois et al. reportan en genomas de
este linaje, correspondiente al clado 5 en su andlisis, una mayor proporcién
de genes bajo seleccion diversificadora y la presencia de 24 SNPs especificos
en el gen cjel, perteneciente a un sistema de restriccién/modificacién de tipo
I, cuya delecién se asocia al aumento en la capacidad de transformacion
de cepas de C. jejuni, por lo que los genomas de este linaje estarian mads

afectados por la transferencia horizontal de genes (THG)[189].

Tanto los perfiles de presencia/ausencia de grupos de ortélogos como sus ano-
taciones funcionales permitieron replicar los grupos predichos por hierBAPS
en los analisis multidimensionales aplicados. En ambos, ademads, es notoria
la separacién del linaje L1, lo cual denota una gran divergencia con respecto
a los demas linajes, tanto en cuanto al nimero y perfil de genes accesorios
como en lo funcional. El linaje L4, en el que predominan genomas aislados
de ovinos, tiene la mayor divergencia, después de L1, en los analisis mul-
tidimensionales, con perfiles funcionales y de presencia/ausencia de genes
divergentes al resto de los linajes, como grupos de ortélogos exclusivos y

funcionalmente mas variables.

El andlisis de los genes accesorios reveld grupos de ortélogos cuya presencia
o ausencia es especifica de linaje. Su anotacion permitié reconocer que la
mayoria se trata de genes relacionados al transporte de aminoécidos e iones
inorgdnicos y sistemas de secrecion, categorias principalmente ligadas a la

interaccion con el hospedero.
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Se disefi6 una metodologia para el diagndstico de C. fetus L1 basada
en PCR, con alta especificidad y sensibilidad in silico y resultados

prometedores in vitro

Para cumplir el objetivo de obtener un método de diagndstico para la CGB
basado en la estructura poblacional obtenida, y asumiendo que L1 representa
a la subespecie Cfv, se utilizo el programa RUCS, que identifica regiones
presentes en un grupo de genomas y ausentes en otro, y disefia a partir
de ellos cebadores capaces de amplificarlos de manera especifica. Asi se
obtuvieron cebadores capaces de amplificar de manera especifica y diferencial
un fragmento en genomas de L1, que luego se confirmé que forma parte del
primer CDS en el elemento de inserciéon ISCfel. La validacidn de la técnica
disenada resulto en la identificacion exitosa de genomas L1, con 100 % de
sensibilidad y 100 % especificidad, al menos en los anélisis computacionales
realizados. Aunque la validacién in vitro se realizé en forma parcial, los
resultados obtenidos demostraron la simplicidad de la interpretacion de los
resultados, con amplificacién de un tnico producto especifico en muestras de
ADN genomico de aislamientos L1, siendo estos muy prometedores para ser
aplicados en el diagnostico de rutina. Para que esto sea posible es necesario
extender los ensayos de validacién abarcando cepas mas diversas y también

comprobar su efectividad directamente a partir de colonias.

El elemento de insercion ISCfel fue descrito por primera vez por Abril et al.
en 2007 [99], como un elemento exclusivo de Cfv. En trabajos posteriores,
Abdel-Glil et al. [186], Graaf-Van Bloois et al. [85] y McGoldrick et al.
[190] analizan la variabilidad genética del elemento y disefian cebadores
capaces de amplificar diferentes fragmentos del mismo. En la Figura 4.19 se
muestran los sitios amplificados por los cebadores disefiados en este trabajo
(ISCfel 3F2R) y en otros. En un trabajo reciente de Abdel-Glil et al. [186]

se evaluan in silico las diferentes métodologias basadas en PCR, utilizando
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para esto un set de 283 secuencias genémicas, donde demostraron que las
metodologias disefiadas por McGoldrick et al. y Graaf-Van Bloois et al. tienen
alta sensibilidad y especificidad, con lo que, al tener como blanco el mismo
locus, podria extrapolarse a partir de éstos el potencial de los cebadores

disefiados en este trabajo.

Si bien la metodologia de diagndstico propuesta se basa en cebadores ubica-
dos dentro de un elemento de insercion, la deteccion de ISCfel en todos los
genomas del linaje L1 indica que es estable. Sin embargo, la reactividad cru-
zada con la especie C. hyointestinalis, frecuentemente encontrada en bovinos,
comprometen esta diana de diagndstico, por lo que debera formularse como

una PCR multiplex, adicionando marcadores especificos de C. fetus [26].

[ PPDFBKAH 00140 ™
nirT 1 ST PPDFBKAH 00139 D) pCtA
VDG7 VDG6

119883 120.2k 120.4k 120.6k 120.8k 121k 121.2k 121.4k 121.6k 121.8k 122k 122.2k 122 549

Fig. 4.19: Mapa de una region del genoma de la cepa cfv84-112, correspondiente a
una de las tres inserciones de ISCfel, donde se muestran los fragmentos
amplificados por cebadores disefiados por Abril et al. (Abril 2007), Graaf-
Van Bloois et al. (VDG6 y VDG7), y McGoldrick et al. (McGoldrick), y
los disefiados en estre tabajo (ISCfel 3R2F)
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4.6. Conclusiones

Los genomas de C. fetus asociados a mamiferos son altamente clonales, y las
subespecies no se distinguen mediante técnicas como la hibridacién ADN-
ADN o secuenciacion del gen ARNr 16S, por lo que la clasificacion de Cff y

Cfv como diferentes subespecies es cuestionable [191].

En este trabajo identificamos un linaje predominantemente bovino y enri-
quecido en cepas caracterizadas como Cfv del ST4. Este linaje se caracteriza
ademas por un mayor nimero de genes accesorios, perfiles funcionales dis-
tintivos y una mayor proporcién de sus genomas sujetas a recombinacion.
A pesar de esto, este linaje es considerablemente menos diverso que los
demads, los que puede estar indicando un proceso de adaptacion a hospedero

bovino.

Es entonces que se sugiere el disefio de una metodologia de diagndstico
basada, no en la identificacién de subespecies, sino en funcion a la estructura
poblacional descrita aqui y por otros autores [189, 154] para el diagndstico
de la CGB, basada en la identificacién del linaje L1. En este sentido, los
cebadores disefiados podrian ser una buena opcién de diagndstico basado en

PCR, para lo cual se requiere una validacion mds exhaustiva.

4.6 Conclusiones

150



Genomica poblacional
aplicada al estudio de
aislamientos de C. fetus
bovinos

5.1. Introduccion

La estructura poblacional encontrada en C. fetus, estudiada en el capitulo
anterior, revela la presencia de 8 linajes. El linaje L1 presenta una fuerte
asociacion a bovinos y caracteristicas gendmicas que sugieren un proceso
de adaptacién que ha sido reportado anteriormente [188, 154]. Los hospe-
deros representan combinaciones complejas de presiones selectivas sobre
los genomas bacterianos, dadas por las respuestas inmunes, fluctuaciones
en la concentraciéon de metabolitos y nutrientes y la presencia de otros

microorganismos [58].

Se han descrito diferentes factores involucrados en la adaptacion de C. fetus

al hospedero. A continuacién se resumen algunos de ellos.

Factores de virulencia

Segun la definicion expuesta en la pagina web de la base de datos de factores
de virulencia (VFDB por sus siglas en inglés), los factores de virulencia se

entienden como:
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Caracteristicas, incluidos productos génicos, que le permiten a un
microorganismo establecerse en o dentro de un hospedero parti-
cular y aumentar su capacidad de causar enfermedad. Entre estos
se encuentran toxinas, proteinas y carbohidratos de superficie
que protegen a la bacteria o median procesos que contribuyen a

su patogenicidad.

Se han propuesto diferentes factores de virulencia en Campylobacter, entre
los que se encuentran aquellos involucrados en la movilidad mediada por
flagelos, la adherencia a la mucosa intestinal y la produccién de toxinas
[192]. Es frecuente encontrar en los genomas de C. fetus la mayoria de los

factores de virulencia mas frecuentes [193].

A continuacion se detallan los factores de virulencia abordados en este

capitulo.

CDT La toxina distensora citoletal, mds conocida como CDT por sus siglas
en inglés, comprende tres subunidades, A, B y C. Estos genes forman parte
de un operdn y forman una exotoxina que, al ingresar a una célula hospe-
dera, produce dafios en el ADN que comprometen el ciclo celular [194]. La
subunidad B es la responsable de la actividad nucleasa, mientras que las
subunidades A y C median la unién y la entrada a las células blanco. Se ha de-
mostrado que son necesarias las tres subunidades para la actividad citotdxica
[192]. CDT ha sido encontrada en diferentes especies bacterianas entéricas y
no entéricas, incluyendo Escherichia coli, Shigella spp., Haemophilus ducreyi 'y

Actinobacillus actinomycetemcomitans [192].

SAP Este término se refiere a proteinas de matriz de superficie, que

conforman una estructura similar a una cdpsula. Esta estructura, denominada
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capa S, forma una cubierta proteica paracristalina en células de C. fetus, y
es responsable de la evasion del sistema inmunoldgico del hospedero. Las
proteinas de superficie estadn codificadas por el clisteres de genes sapCDEF y
multiples copias de sapA o sapB o recombinantes de estas variantes (sapAB)
[195]. C. fetus contiene varias copias de sapA o sapB, cuya expresién varia
en funcion de la posicion relativa de una tnica secuencia promotora. En
un momento dado una bacteria puede expresar un alelo de sap y, mediante
inversiones en el locus sap que ocurren por recombinaciéon dependiente o
independiente de recA, puede modificar la posicién relativa del promotor
sap cambiando asi el alelo expresado y por lo tanto la conformacién de la
capa S. Estos cambios le permiten a C. fetus evadir el sistema inmune y
persistir en el hospedero, razén por la cudl es uno de los principales factores

de virulencia.

Sistemas de secrecion Los sistemas de secrecidon son maquinarias ce-
lulares que permiten la externalizacién de moléculas efectoras fuera del
citoplasma o directamente hacia el citoplasma de otra célula. Estos se dividen
en diferentes tipos, dependiendo del tipo de molécula efectora que secreten y
la estructura del sistema. La Figura 5.1 muestra la estructura y composicion

de los sistemas de secrecidon bacterianos.

T1SS Los sistemas de secrecién de tipo 1 transportan su sustrato a través
de las membranas interna y externa en un unico paso, y se asemejan a los
sistemas de transporte de tipo ATP binding cassette o ABC [196]. En C. fetus
un sistema de secrecion de este tipo es el encargado de externalizar las

proteinas que forman parte de la capa S [197].
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T2SS  Los sistemas de tipo 2 estdn conservados en la mayoria de las bacte-
rias gram negativas, y son responsables del trasporte de proteinas plegadas
desde el periplasma a través de la membrana externa. La salida hacia el peri-
plasma de las proteinas plegadas es dependiente de un sistema de transporte
del tipo Sec o Tat. Los T2SS son responsables de la secrecién de diferentes
sustratos, algunos de los cuales estan involucrados en la patogénesis. Elemen-
tos de este tipo de sistemas son necesarios para la transformacién natural en
C. jejuni [198]. Estos sistemas forman parte de un grupo conocido como TFF
(type four filament), que contiene ademas los sistemas T4P (type four pili),
involucrados en la adhesidn a células del hospedero, movilidad tipo twiching

y en la formacién de biofilms [199].

T3SS Estos sistemas de secrecion forman una estructura compleja que
se asemeja a una jeringa y una aguja, y tienen como funcion la inyeccion
de diferentes efectores proteicos directamente desde el citoplasma de la
bacteria hacia el interior de una célula eucariota del hospedero. Estos sistemas
evolucionaron a partir de los sistemas responsables de la externalizacion de

los flagelos bacterianos [199].

T4SS  Los sistemas de secrecidn de tipo 4 son especialmente importantes,
debido a su capacidad de externalizar tanto proteinas como ADN y su rol en
la transferencia horizontal de genes (THG). Todos los T4SS estan relaciona-
dos evolutivamente, y, por lo tanto, sus componentes y su funcionamiento
son similares. El T4SS mds estudiado es el de Agrobacterium tumefaciens,
encargado de movilizar ADN oncogénico a células vegetales. Este sistema
esta compuesto por 12 proteinas VirB y VirD4. Algunas proteinas VirB forman
parte del canal secretor, mientras que las proteinas VirB4, VirB11 y VirD4 son
ATPasas que brindan la energia necesaria para el proceso de transporte [196].

Los sistemas de secrecion de tipo 4 son importantes factores de virulencia en
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BACTERIAL SECRETION SYSTEM

i
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Fig. 5.1: Sistemas de secrecién encontrados bacterianos. Ver detalles en
el texto. Imagen extraida de https://www.genome. jp/pathway/
map03070#

muchas bacterias, debido a que posibilitan la adquisiciéon de nuevos genes
de virulencia y resistencia mediante THG, Estos sistemas permiten inyectar
proteinas efectoras directamente sobre células del hospedero, para alterar su

ciclo celular o comprometer sus estructuras [196].

5.1 Introduccion
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T5SS Estos sistemas, a diferencia de los anteriores, que forman estructuras
que permiten el transporte de moléculas efectoras a través de las membranas
bacterianas, funcionan como autotransportadores de membrana externa.
Las proteinas a exportar forman el sistema de secrecién que permitird su
externalizacion, debido a que contienen una regién que forma una estructura
del tipo barril S que se inserta en la membrana externa formando un canal a
través del cual pasa el resto de la proteina. Debido a que estas estructuras
solo se forman en la membrana externa, su transporte hacia el periplasma es
dependiente de Sec [196]. En C. ureolyticus la presencia de sistemas de este

tipo estd relacionada con una mayor invasividad [200].

T6SS  Los sistemas de tipo 6 estan involucrados en el transporte de molécu-
las efectoras directamente a células del hospedero, e incluso a otras bacterias,
por lo que se sugiere un rol en la comunicacién y la interacciéon con el am-
biente [196]. Se ha demostrado que proteinas dedicadas a la destruccién de
otras células son transportadas por medio de estos sistemas. Esto se logra
mediante la degradacion de paredes celulares de bacterias o las membranas
de hospederos eucariotas, nucleasas, o como parte de un sistema de defensa
anti fagos en la que se induce la muerte de células infectadas [201]. En
Campylobacter se ha demostrado la presencia de estos sistemas a cepas mas

invasivas y virulentas [202].

Fic Las proteinas Fic obtienen su nombre de “filamentacién inducida por
AMPc”, debido al efecto que ejercen sobre las células al alterar la expresion de
proteinas a nivel post-traduccional, mediante la adicién de monofosfatos de
nucledsidos. Estas proteinas actian tanto en la propia célula bacteriana, por
ejemplo frente a condiciones de stress, como en células del hospedero, u otras

bacterias, al ser secretadas mediante sistemas de T3SS o T4SS [203]. C. fetus
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codifica en su genoma varias proteinas Fic que actian como sistemas toxina-
antitoxina (T-AT) e interrumpen la maquinaria de traduccién. Se distinguen
diferentes clases de proteinas Fic, en funcidn de la ubicacién de una hélice
inhibitoria que interfiere con la accién del dominio Fic: en las proteinas Fic
de clase I esta hélice se ubica en una proteina accesoria, mientras que en
las proteinas de clase II y III el dominio Fic y la hélice inhibitoria forman
parte de la misma proteina, ubicandose hacia el extremo N o C terminal con

respecto a Fic, respectivamente [204].

Moviloma

Los elementos genéticos méviles (EGM) presentes en un organismo son
agrupados bajo el término moviloma. Se entiende por EGM a toda secuencia
de ADN que puede movilizarse a través del cromosoma o bien trasladarse de
un cromosoma a otro. Los EGM pueden transmitirse tanto de forma vertical,
mediante replicacién, o bien horizontal, a través de un grupo de procesos
que se conocen en forma conjunta como transferencia horizontal de genes
(THG). Entre los EGM se encuentran secuencias como plasmidos, elementos
de insercion, islas génicas, trasposones y profagos. Otros actores importantes
que actdan en la composicién y el tamafio del moviloma son los sistemas de
defensa bacterianos, incluyendo los sistemas CRISPR-Cas y los de restriccion-
modificaciéon (R-M), que limitan la incorporacion de elementos fordneos a

los genomas.

THG La THG constituye uno de los principales mecanismos de evolucién,
ya que a través de ésta, las bacterias pueden adquirir nuevas funciones que
pueden ser utiles en un determinado ambiente, contribuyendo entonces a
su fitness. La THG puede ocurrir mediante conjugacion, a través de T4SS

especializados, transfeccidn, a través de fagos que interactiian con receptores
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especificos en las superficies bacterianas inyectando al interior celular el
material genético, o bien mediante transformacién, mecanismo mediante el
cual el material genético es internalizado directamente desde el medio extra-
celular, sin la intervencidn de terceros actores. Las especies termotolerantes
de Campylobacter, como C. jejuni, C. coli y C. lari son naturalmente compe-
tentes, ya que son capaces de internalizar material genético directamente
desde el medio extracelular a través de T2SS y T4P. Asimismo, se asume que
la transfeccién es un proceso frecuente, debido a la presencia de fagos en

diferentes ambientes [205].

Las secuencias de insercion (IS) son elementos genéticos mdviles que pueden
copiarse y movilizarse de una regién del genoma a otra. Un ejemplo de este
tipo de elementos en C. fetus es el elemento de insercidon ISCfel, presente en
los genomas del linaje L1, segtin se discuti6 en el capitulo anterior, el cual se

compone de dos ORFs que codifican trasposasas.

Los elementos de insercion que ademas pueden ser transferidos a otras
células mediante conjugacion son los llamados elementos integrativos conju-
gativos (ICE). Estos contienen todos los genes necesarios para su escisidn e
integracién a un genoma, asi como también de la maquinaria de conjugacion,

la cual es conformada por un T4SS [206].

CRISPR-Cas Para limitar la incorporaciéon desmedida de elementos ge-
néticos foraneos, las arqueas y algunos filos bacterianos han desarrollado
un sistema inmune adaptativo, capaz de memorizar segmentos del material
genético de virus y otros elementos moéviles foraneos, con el fin de neutra-
lizarlos en futuras intromisiones. Un sistema CRISPR (Clustered regularly
interspaced short palindromic repeats) - Cas (CRISPR - associated), esta for-
mado por una sucesién de secuencias repetitivas intercaladas con secuencias

provenientes de ADN foraneo (espaciadores) encontrados en la cercania de
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genes cas CRISPR

- AR

repetidos espaciadores

Fig. 5.2: La estructura béasica de un locus CRISPR-Cas consiste en un operén
de genes cas que se ubican en una posicion préxima al array CRISPR,
compuesto por secuencias palindrémicas cortas repetidas (rombos
negros) alternadas con secuencias cortas tnicas de origen foraneo
(bloques de colores).

genes Cas [207]. La estructura basica de un locus CRISPR-Cas se muestra
en la Figura 5.2. El nimero y composiciéon del operén de genes cas y la
arquitectura del array CRISPR son utilizados para la clasificacién de estos
sistemas, permitiendo su distincién en tipos y subtipos [208]. La identifica-
cion de sistemas CRISPR-Cas se basa en la identificacion de los genes cas
por homologia de secuencia, y del array CRISPR, cuya deteccién requiere
de diferentes estrategias. CRISPRCasFinder, por ejemplo, basa su estrategia
en la identificacién de los repetidos directos, que contienen secuencias muy
similares entre si. Asi es que se identifican elementos repetitivos en los ge-
nomas que podrian constituir un CRISPR array, y se evalian los candidatos

segun su longitud y similitud, y las distancias que los separan.
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5.2. Hipdtesis y Objetivos
5.2.1. Hipétesis

C. fetus presenta una estructura poblacional compleja. Su estudio permitira
reconocer sublinajes asociados a bovinos producidos por procesos evolutivos

divergentes.

5.2.2. Objetivos

Objetivo general

Describir el linaje bovino y su diversidad, con énfasis en los factores invo-
lucrados en la asociacién al hospedero y su distribucién en el marco de su

estructura poblacional.

Objetivos especificos

1. Obtener la estructura poblacional del linaje L1 bovino.

2. Caracterizar los sublinajes obtenidos, describiendo las principales di-
ferencias y similitudes, en cuanto a su repertorio de genes accesorio,
elementos moviles, sus perfiles de recombinacién y la presencia y dis-

tribucidn de factores de virulencia.

5.2 Hipdtesis y Objetivos
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5.3. Metodologia

5.3.1. Set de datos

Para la construccién del dataset a partir del cual se realizaron los analisis
expuestos en este capitulo, se partié del dataset descripto en el Capitulo 4, el
cual fue filtrado segun los resultados obtenidos en la clusterizacion obtenida
mediante hierBAPS y la tipificacion mediante MLST, con el fin de retener los

genomas pertenecientes a aislamientos bovinos ST4 del linaje L1.

5.3.2. Obtencion del alineamiento del marco
clonal y estructura poblacional

A partir de los genomas seleccionados segtin los criterios mencionados ante-
riormente, se realizd el alineamiento del genoma core tal como se describié
en Subseccion 4.3.5 para el set de datos completo. En este caso se utilizé
como grupo externo el genoma GCA 000015085.1, perteneciente a la cepa

cff82-40 del linaje L2.

Con el fin de describir la estructura poblacional intra-L1, se sigui6 la misma
estrategia empleada anteriormente, en la que se utilizé el método bayesiano
de clusterizacién jerarquica implementado en hierBAPS, ademads de realizarse
PCA y DAPC, a partir de los sitios polimdrficos derivados del alineamiento

del marco clonal.

Se obtuvo el arbol filogenético del linaje L1 a partir del alineamiento de las
posiciones polimorficas del marco clonal en RaxML utilizando el método de

ML sobre el modelo GTR.

5.3 Metodologia
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Filogeografia

A partir de la filogenia obtenida se realizé un andlisis bayesiano de signifi-
cancia de tips utilizando BaTS [209], utilizando como estados los origenes
geograficos de los aislamientos, con el fin de demostrar la correspondencia

entre linajes y origenes geograficos de los aislamientos.

5.3.3. Determinacion de la antigliedad de los
linajes

Diversidad nucleotidica

Se determind a partir del alineamiento del marco clonal y utilizando la
funcién pegas: :nucdiv en R. Se determind la significancia de los resultados
utilizando un test estadistico t de Welch, utilizando la funcion stats: :t. Se

visualizaron los resultados utilizando ggplot2.

Datado de la filogenia

Para obtener una filogenia datada, se partié de un alineamiento de genes core
neutrales concatenados, obtenidos a partir de un set de genomas extendido,

segln se describe a continuacién:

Construccion del alineamiento

Set de datos Para determinar las edades de los nodos ancestrales de cada
linaje, se partié de un set de datos extendido de 151 genomas en total,
que contiene, ademads de los genomas de los aislamientos bovinos ST4,

otros genomas representativos de diferentes hospederos y linajes, de
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los cuales se conoce la fecha de aislamiento y el origen geografico. La

lista de los 151 genomas utilizados se muestra en la Tabla 8.3.

Seleccion de genes A partir de los genomas anotados se reconstruyo el pan-
genoma utilizando Roary v.3.11.2 [210], con 95% de identidad.
Se realiz6 el alineamiento de cada grupo de ortélogos utilizando la
funcién DECIPHER: :AlignTranslation() [211] en R. Se seleccionaron
los grupos de genes core, presentes en todos los genomas, en los que
no se encontraran evidencias de recombinacion, segun resultados obte-
nidos de la aplicacion de PhiTest del paquete PhiPack v.1.0 [212].
En una segundo paso de filtrado, se eliminaron los genes en los que
se encontrara evidencia de seleccidn, al evaluar el estadistico D de
Tajima, conservando los genes con —0,2 < D < 0, 2. Finalmente, los
alineamientos de los genes seleccionados se concatenaron para formar

el alineamiento que serd el input de pasos posteriores.

Analisis bayesianos Los andlisis bayesianos realizados en BEAST v.2.6.3
[213] estimaron la topologia, los pardmetros del modelo de sustitucion y las

fechas de los eventos cladogénicos:

Seleccion del modelo bayesiano Para obtener el mejor arbol se realizé la
seleccion del modelo bayesiano mediante nested sampling (NS), utili-
zando el paquete NS v.1.1.0 [214], siguiendo el protocolo descrito en
[215]. Se consideraron cuatro opciones de arboles prior: tamafio de
poblacién constante, crecimiento exponencial, Bayesian Skyline (BS) y

BS extendido.

Seleccion del modelo de sustitucion nucleotidica El mejor modelo de sus-

titucién nucleotidica se selecciond segun resultados de ModelFinder
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[216] e IQ-TREE [217]. Se usaron reloj estricto y calibracion del datado

de tips para todas las corridas.

Procesamiento post-corrida Se analizaron los resultados de tres corridas
independientes, con cadenas de MCMC de 400 millones de generacio-
nes sampleadas cada 20.000 generaciones. Se chequeé la convergencia
a valores estables utilizando Tracer v.1.7.1 [218], obteniendo un
tamafio de muestra efectivo (ESS) mayor a 200 para todos los pardme-
tros. Luego de aplicar un burn-in de 10 %, se combinaron los resultados
de las tres corridas utilizando LogCombiner [213]. Se compilaron los
arboles para obtener el de mayor credibilidad de clados (maximum cla-
de credibility, MCC) con TreeAnnotator v2.6.3 [219], manteniendo
las medias de las edades y los intervalos de mayor densidad de poste-
riores (HPD por sus siglas en inglés) con 95 % de confianza para cada
nodo. Se obtuvieron las distribuciones de posteriores para los nodos de
interés utilizando la funcidn beastio: :getCladeHeight v.0.3.3 enR,
y se visualizaron los resultados con ggplot2. Se compararon las medias
de las HPD de diferentes nodos, y se comprobd la significancia de las
diferencias mediante la funcion stats: :t.test para aplicar un test t

con la modificacion de Welch.

5.3.4. Construccidén y analisis del pangenoma

Se utilizaron pewit y pagoo, segun se describe en Subseccion 4.3.7.

Analisis funcional del genoma accesorio: Para identificar funciones
enriquecidas en cada sublinaje, se realizé un andlisis funcional del pangeno-
ma. Para esto se extrajeron las secuencias aminoacidicas de cada grupo de

genes ortologos, los cuales fueron anotados utilizando eggNOG mapper [173],
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utilizando la base de datos de referencia eggNOG v.5.0 [174]. Se realizé un
andlisis de correspondencias multivariado (MCA), a partir de la panmatriz, a
la que se le sustituyé cada valor 1 por la categoria COG correspondiente a
cada cluster de genes ortélogos, si se encontraba disponible. Paralelamente,

se realizo un DAPC a partir de la suma de los genes de cada categoria.

5.3.5. Identificacion de factores de virulenciay
otros elementos de asociados a la
patogenicidad

Factores de virulencia

Los factores de virulencia fueron detectados con abricate v.1.0.1 [220],
utilizando como referencia la base de datos VFDB [221, 222], actualizada a
diciembre de 2022. Alternativamente, se utilizaron los perfiles HMM espe-
cificos de cada factor de virulencia de interés, descargados desde Interpro
para realizar la bisqueda utilizando HMMER v.3.3.2 [223], utilizando los

thresholds especificados en los perfiles, siempre que estuvieran disponibles.

Sistemas de secrecion

Para identificar los sistemas de secrecion presentes en los genomas del dataset,
se ejecuto el programa MacsyFinder v.2.0 [224] a partir de las secuencias
aminoacidicas, utilizando las opciones dbtype gembase y replicon-topology

linear para todos los genomas. Los reportes obtenidos se analizaron en R.
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Proteinas Fic

Se utilizaron dos abordajes para la identificacién de los genes que codifican

las proteinas Fic en los genomas del dataset.

1. BLASTp: Se realizé la busqueda de proteinas Fic a partir de 18 secuen-
cias aminoacidicas utilizadas en el articulo de Sprenger et al. [203] que
se listan en la Tabla 5.1. Se utilizé BLASTp para la busqueda, definiendo

como minimos una cobertura de 90 % y una identidad de 70 %.

2. Mapeo: Se mapearon los reads correspondientes a 79 experimentos de
secuenciacién masiva de genomas de C. fetus contra cada una de las
secuencias nucleotidicas de las proteinas Fic listadas en la Tabla 5.1. Los
alineamientos se hicieron con Bowtie2 y los resultados se procesaron
con Samtools v.1.9 y su implementacién en R Rsamtools v.2.2.1.
Con el fin de estimar la frecuencia relativa de genes codificantes para
proteinas Fic se calculé el RPKM (proporcion de reads mapeados sobre

totales (1 X 10°) cada 1000 bases).

5.3.6. Busqueda de elementos moviles
Identificacion de secuencias de origen plasmidico

Se emplearon dos estrategias para la identificacion de secuencias plasmidicas

en los genomas de C. fetus ST4.

PlaSquid: En un primer abordaje se utilizé PlaSquid [225], una herra-
mienta desarrollada en nuestro laboratorio, que predice la procedencia (cro-
mosomal o plasmidica) de los contigs de un genoma ensamblado en base

a la identificacion de secuencias tipicamente plasmidicas, utilizando para
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Tabla 5.1: Proteinas Fic de referencia utilizadas en la biisqueda mediante BLASTp

ID (NCBI) Nombre Alias Longitud (pb) Clase
AHE94549.1  Fic C. fetus subesp. venerealis cfvi03/293 Fic 01 933 I
AIR78561.1 Fic C. fetus subesp. venerealis 04/554 Fic_02 726 I
0CS28453.1  Fic C. fetus subesp. venerealis LMG6570 Fic_03 687 I
0CS25815.1  Fic C. fetus subesp. venerealis CCUG33872  Fic_04 642 I
CDF65967.1  Fic4 C. fetus subesp. venerealis 84-112 Fic 05 1314 I
CDF65920.1  Fic3 C. fetus subesp. venerealis 84-112 Fic_06 672 I
CDF65254.1  Ficl C. fetus subesp. venerealis 84-112 Fic_07 837 I
CDF65253.1  Fic2 C. fetus subesp. venerealis 84-112 Fic_08 921 I
CAL11741.1  Fic Yersinia enterocolitica Fic_09 588 I
KEA46573.1 Ficl C. mucosalis Fic_10 540 I
KEA45319.1  Fic2 C. mucosalis Fic_11 771 I
AHK74499.1  Fic C. coli RM5611 Fic_12 1083 I
ETC95351.1  Fic C. coli K3 Fic_13 702 I
ERJ27453.1 Fic C. concisus ATCC 51561 Fic_14 378 I
EPH07314.1  Fic C. ureolyticus ACS-301-V-Sch3b Fic_15 642 I
EEF14435.1 Fic C. rectus RM3267 Fic_16 1083 I
EJZ03953.1 Fic Streptococcus agalactiae STIR-CD-17 Fic_17 222 I
EFU71140.1 Fic C. upsaliensis JV21 Fic_18 702 I

esto la base de datos PLSDB [226]. En base a los resultados obtenidos se
determinod qué pldsmidos estan representados en los genomas ensamblados,
tomando como criterio de presencia de un pldsmido si la longitud combinada
de los contigs identificados como plasmidicos es igual o mayor al 70 % de
la longitud del plasmido de referencia. Adicionalmente se calcularon las

proporciones de bases en plasmidos por genoma.

Mapeo de datos de secuenciacion masiva La segunda estrategia con-
sistié en realizar mapeos de datos de secuenciacién masiva con Bowtie2
v.2.3.4.1[227], utilizando como referencia las secuencias plasmidicas iden-
tificadas mediante el abordaje anterior. La informacién asociada a los datos
de secuenciacién masiva utilizados se muestra en la Tabla 8.4. Los resultados
obtenidos se procesaron con Samtools y Rsamtools [228, 229]. Para deter-
minar los perfiles de presencia/ausencia, se considerd un pldsmido "presente"

en un genoma si al menos el 50 % de su longitud es mapeada por al menos un
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read. Se calcul6 el RPKM para cada plasmido presente segun los resultados de

cobertura. Paralelamente, se mapearon los datos de secuenciacién sobre cada

CDS obtenido de los plasmidos seleccionados para el mapeo como referencia.

Los CDSs mapeados por cada grupo de reads se anotaron con eggNOG para

obtener los perfiles funcionales de los genes plasmidicos identificados.

Identificacion de elementos de insercion

Se buscaron secuencias de insercién en los genomas utilizando diferentes

aproximaciones:

Islandviewer Para detectar la presencia de islas génicas en los genomas
se utilizd Islandviewer, [230], disponible como servidor Web en https:

//www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/.

Deteccidn de ISCfe1 La secuencia de inserciéon ISCfel se identifcé en
los genomas de C. fetus ST4 utilizando BLASTn con pardmetros por defecto,
y la secuencia de accession AM260752.1 como referencia. Los resultados
se filtraron, reteniendo los hits con identidad superior a 90 % y cobertura
de la referencia mayor a 70 %. Se extrayeron las secuencias de los loci
ISCfel identificados, y se alinearon utilizando el paquete de R DECIPHER.
Se construyé una filogenia a partir del alineamiento mediante el método
ML. Otra estrategia para la identificacién de ISCfel utilizé el mapeo de
reads provenientes de 79 experimentos de secuenciacién gendmica masiva

utilizando Bowtie?2

Paralelamente se realizé la bisqueda de elementos integrativos utilizando

BLASTn [146], con secuencias descargadas desde ICEdb como referencia.
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Deteccion de sistemas CRISPR-Cas Los sistemas de defensa contra

elementos genéticos méviles CRISPR-Cas se detectaron utilizando el servidor

web de CRISPRCasFinder [231], disponible en https://crisprcas.i2bc.

paris-saclay.fr/CrisprCasFinder/Index, que utiliza el ya mencionado
Macsyfinder para identificar los genes cas y el tipo y subtipo de sistema. Los
resultados obtenidos fueron procesados en R, utilizando scripts elaborados

especificamente para estos datos.
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5.4. Resultados

5.4.1. Dataset

A partir del dataset presentado en el capitulo anterior, se retuvieron aquellos
genomas que corresponden a aislamientos bovinos con genotipo ST4, per-
tenecientes al linaje L1, segun el resultado de clusterizacién devuelto por
hierBAPS. Asi es que el set de datos comprende 103 genomas obtenidos a
partir de cepas de C. fetus aisladas en el periodo comprendido entre los afios
1952 y 2017 (Metadatos en la Tabla 8.2). Si bien se mantiene la represen-
tatividad de los cinco continentes, la mayoria de los genomas provienen de
Europa y Sudamérica, siendo Espafia y Argentina los paises mas representa-
dos, respectivamente. En la Figura 5.3 se muestra la distribucién geografica

de los genomas de este dataset.

Unuguay
Alemania -
Reino Unido
Australia
Brasil
Canada A. del Sur [ 45
Estados Unidos Ad'T‘r‘f:’ta .4_45
. . ael Norte
Affica Australia = 3
Bélgica Africa 2
Chequia

Fig. 5.3: Distribucién geografica de los genomas del dataset.
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Fig. 5.4: Representaciones sin raiz (recuadro) y rectangular del arbol filo-
genético obtenido a partir del alineamiento de 103 genomas de
aislamientos bovinos de C. fetus ST4. Se muestran en diferentes
colores el origen geografico de los aislamientos, asi como también
el clusteres observado en la representacién sin raiz.
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5.4.2. Estructura poblacional y distribucién
geografica de C. fetus ST4

Con el fin de investigar la estructura poblacional y la evolucién gendémica de
C. fetus ST4, se tomd como punto de partida el alineamiento resultante de
todas las regiones comunes a todos los genomas, compuesto por 1.372.915
posiciones. Este alineamiento primario o genoma core, cuya longitud equivale
al 67,93 % de la longitud total del genoma de la cepa cfvi84112, utilizada
como referencia, fue filtrado con el fin de remover las regiones con evidencia
de recombinacién utilizando Gubbins. En este procedimiento también se
removieron las posiciones no informativas, con lo que el alineamiento final o

marco clonal estd compuesto por 1763 posiciones polimorficas.

El alineamiento del marco clonal asi obtenido fue el punto de partida tanto
para la construccién de filogenias, como para identificar la presencia de
sublinajes intra-L1 y observar diferencias en distancias pareadas, diversidad

nucleotidica, entre otros.

Lafilogenia fue construida con el método ML y el modelo GTR, utilizando
el programa raxml v.8.2.11, y el marco clonal como input (Ver Subsec-
cion 5.3.2). El arbol resultante, al que se le eliminé el grupo externo, se
muestra en la Figura 5.4. Alli se observa la formacion de 4 clusters, que se
muestran encerrados por lineas punteadas, donde los tips se colorearon de
acuerdo al origen geografico de cada aislamiento, observandose una preva-
lencia de genomas sudamericanos en los clusters 1 (amarillo) y 2 (verde),
mientras que en los clusters 3 y 4 (azul y rojo, respectivamente) predomi-
nan aislamientos de origen europeo. La Figura 5.5a muestra el numero de
genomas de cada linaje, y la Figura 5.5b la correspondencia entre linajes

y el origen geografico de los aislamientos. La topologia del arbol demostro

5.4 Resultados

172



correspondencia con las regiones geograficas que dieron origen a los aisla-
mientos, segin un analisis bayesiano de significancia de tips realizado con
BaTS [209]. Segun los resultados obtenidos, de las 6 regiones geograficas
definidas, Europa, América del Sur, América del Norte y Australia dieron
resultados de correspondencia significativos, con valores p de entre 0,01 y
0,02. Las dos regiones restantes, Africa y Reino Unido no dieron resultados
de asociacion significativos. A partir de la correspondencia entre el origen
geografico y la estructura poblacional obtenida se generaliza la asociacién,
por lo que los linajes SL.1 y SL2 pasan a nombrarse como SA1 y SA2, y los
linajes SL3 y SL4 como EU1 y EU2.

Las metodologias independientes de filogenia, dieron resultados con-
gruentes con la topologia del arbol filogenético mostrado en Figura 5.4,
forméandose 4 clusters completamente definidos. En los graficos resultantes
del MCA, mostrados en Figura 5.6a y Figura 5.6b, se observa la separacién
de todos los sublinajes en las proyecciones de las primeras tres dimensiones.
En la primera dimension (Figura 5.6a) resalta la separacion de EU2 con
respecto a los demads sublinajes, separacién que se visibiliza también en el
arbol filogenético (Figura 5.4). La segunda dimensién separa el clusteres EU1
de SA1 y SA2, mientras que en la tercera dimension se observa la separacién
de SA2, muy cercano a SA1 tanto en la filogenia como en las dos primeras

dimensiones del MCA.

Distancia intra y entre sublinajes Se determinaron las distancias pa-
readas en SNPs, tomando como punto de partida el alineamiento del mar-
co clonal, encontrandose una media general de 180,5 SNPs de distancia
(IQR=77-272). Al agrupar los genomas en sublinajes encontramos que el
SA1 es el que presenta mayor rango de distancias pareadas, segiin se puede

observar en la Tabla 5.2.
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Fig. 5.5: Distribucién de los genomas en el dataset por sublinaje (a) y su
correspondencia con el origen geografico de los aislamientos (b).
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Fig. 5.6: Graficos resultantes del MCA realizado a partir del alineamiento
de las posiciones polimorficas del marco clonal. Se muestran las
proyecciones en las 3 dimensiones con mayor varianza: en a las
dimensiones 1 y 2 y en b las dimensiones 2 y 3.

Antigiiedad de los sublinajes

Con el fin de profundizar sobre la estructura poblacional y el origen geografico

de los aislamientos, se propuso evaluar la sefial temporal de cada sublinaje,
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con el fin de determinar el estado ancestral mas probable en cada ancestro

comun.

Evaluacion de la diversidad nucleotidica Primero, se evalud la diversi-
dad nucleotidica de cada sublinaje, determinada a partir de las posiciones
polimorficas derivadas del alineamiento del marco clonal. Bajo los supuestos
de ausencia de recombinacidn y tasas de mutacion constante a lo largo de
la topologia de la filogenia, una mayor diversidad nucleotidica seria conse-
cuencia de un mayor tiempo de evolucién de un linaje. Asi, se encontraron
diferencias significativas (¢ de Welch, p=2,2 X 1071%), con una mayor diver-
sidad nucleotidica en los linajes europeos que en los sudamericanos, tal como
se observa en la Figura 5.7, lo cual, segtin el analisis realizado, se traduce en

una mayor antigiiedad de los linajes europeos.

Analisis temporal bayesiano Para determinar la antigiiedad de los nodos
que dan origen a cada linaje, se realiz6 un andlisis bayesiano utilizando BEAST,
a partir de un alineamiento construido con las secuencias nucleotidicas
concatenadas de los genes core en los que no se detectdé recombinacion ni
seleccidn, seglin los resultados de PhiTest y D de Tajima, respectivamente.
Estos genes provienen del pangenoma reconstruido con Roary a partir de set
de genomas extendido (n=151), que incluye cepas no ST4, de origen animal

y clinico, de los cuales se cuenta con la fecha de aislamiento.

Tabla 5.2: Medidas resumen de las distancias pareadas en SNP intra sublinajes
(Min=minimo, Q=cuartil, Max=maximo)

Min. Q1 Mediana Media Q3 Max.

intra-SA1 0 26 47 46,76 54 182
intra-SA2 4 24 47 83,50 142 151
intra-EU1 0 37 45 43,22 55 94
intra-EU2 0 8 12 18,83 36 48
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Fig. 5.7: Diversidad nucleotidica pareada intra grupo EU y SA.

Primero, se realizo la selecciéon del modelo bayesiano mediante NS, favo-
reciendo el modelo BS (likelihood: -62327, SD:1,08). El mejor modelo de

sustitucion nucleotidica segiin MoldelFinder e IQ-TREE fue HKY+IA.

A partir de la distribucion de posteriores, que pueden verse en la Figura 5.9,
se determinaron los tMRCA de cada sublinaje (EU1, EU2, SA1, SA2), grupo
de linajes (EU y SA), ademds del nodo que da origen a cada grupo (EU-SA),
resultados que se describen en la Tabla 5.3 y en los nodos relevantes de la
filogenia mostrada en la Figura 5.8. Para determinar si los linajes europeos
son mas antiguos que los sudamericanos, se realizé un test ¢ de Welch a
partir de las probabilidades posteriores de los tMRCA correspondientes, que
dio como resultado una diferencia significativa con p=8,34 x 107°. Este
resultado coincide con el obtenido a partir del andlisis de la diversidad
nucleotidica, confirmando que los linajes europeos son mas antiguos que los
sudamericanos, situando la cladogénesis hace aproximadamente 639 afios

en promedio (mediana 458, HDP:118-1438, 95 % confianza).
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Fig. 5.8: Filogenia datada, inferida mediante un analisis temporal bayesiano,
a partir del alineamiento de un set de genes core concatenados sin
evidencia de seleccidon o recombinacién. Se muestran los linajes L1
a L8, y dentro de L1 los sublinajes EU1, EU2, SA1 y SA2 de forma
colapsada mediante tridngulos. En los nodos relevantes se indican
los tiempos medios de divergencia en afios. La escala representa el
tiempo desde el nodo raiz en afios.
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Fig. 5.9: Distribuciones de probabilidades posteriores de tMRCA para cada
grupo de linajes (EU y SA) y del nodo que separa ambos grupos
(EU-SA). Las lineas verticales indican la media (linea continua) y la
mediana (linea punteada) del tMRCA que separa los grupos EU-SA.

Tabla 5.3: Medidas resumen de las probabilidades posteriores de tMRCA.

Media Mediana HPD(CI95)!

EU1 196 131 16-479
EU2 108 82 50-207
SAl 223 129 25-583
SA2 35 15 4-92
EU 388 265 74-926
SA 352 196 21-972
SAEU 639 458 118-1438

! Intervalos de mayor densidad posterior
(Highest Posterior Density intervals), de-
terminados a un nivel de confianza de
95 %
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5.4.3. Rasgos genéticos
Pangenoma

El pangenoma, obtenido al ejecutar Pewit sobre el dataset de 102 genomas
anotados, estd compuesto por 3816 grupos de genes ortélogos. De estos,
1639 forman parte del set core, al estar presentes en al menos el 95 % de los
genomas que forman parte de este analisis (Ver Tabla 5.4). A continuacion se

detallan las principales caracteristicas del pangenoma obtenido.

El pangenoma se encuentra abierto (« = 0,90), estimandose que se
completaria con un total de 4.598 grupos de genes ortdlogos, segun el
estimador de Chao [232], que representa la asintota horizontal en el grafico

de la Figura 5.10.

El nimero de genes accesorios se extrajo de la matriz de presencia/au-
sencia de grupos de ortélogos para cada genoma, la panmatriz, con el fin
de determinar si existen diferencias entre los diferentes sublinajes. Estos
resultados se muestran en la Tabla 5.5. Puede observarse un leve aumento
del numero de genes accesorios en los genomas sudamericanos con respecto
a los europeos, que resultd ser significativa con p=0,019, segtn el test de

Wilcoxon con ajuste de Bonferroni. A nivel de sublinaje, las inicas diferencias

Tabla 5.4: Composicién del pangenoma.

Numero de grupos Distribucién

Total 3816

Core 1639 >95 % de los genomas
Shell 1499 <95%
Cloud 678 presente en 1 a 3 genomas
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Fig. 5.10: Curva de rarefaccion del pangenoma, donde se muestra la evolu-
cién del tamafio de genoma core y el accesorio con el agregado
de genomas. La linea discontinua indica el nimero de grupos de
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genes ortologos esperado segtn el estimador de Chao.

significativas encontradas fueron entre SA1 y EU2 (p=1,59 X 107°) y entre

SAly SA2 (p=7,273 x 107°).

Tabla 5.5: Medidas resumen del nimero de genes accesorios por genoma para

cada sublinaje. (Min=minimo, Q=cuartil, Max=maximo)

Min. 1ler Q. Mediana Media 3erQ. Max.

SA1 220 317,55 3425 342,03 367,3 472
SA2 257 289,0 292,0 292,85 2940 324
EU1 245 286,5 313,0 322,57 346,3 466
EU2 276 289,0 295,0 299,74 304,5 359
SA 220 294,0 330,0 329,49 358,0 472
EU 245 288,5 198,0 312,27 333,0 466
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Fig. 5.11: Numero de genes accesorios por genoma distribuidos por sublinaje
(a) yentre SAy EU (b).

Analisis de componentes principales del genoma accesorio: Se rea-
lizaron andlisis de componentes principales, PCA (Figura 5.12a) y de compo-
nentes principales discriminatorios, DAPC (Figura 5.12b) para determinar
si el perfil de presencia/ausencia de genes en la panmatriz puede separar
los sublinajes y determinar cudles son los grupos de genes ortélogos que
mas contribuyen a esta separacion. Ambos andlisis logran separar totalmente
los sublinajes, aunque en el DAPC los sublinajes aparecen mds separados y
compactos. Esto es debido a la naturaleza del andlisis, que busca minimizar

la distancia intra grupo, a la vez que maximiza la distancia entre grupos.

Analisis funcional del genoma accesorio: Para identificar funciones
enriquecidas en cada sublinaje, se realizé un andlisis funcional del pangeno-
ma, anotando una secuencia extraida de cada grupo de genes ortélogos que
forman parte del genoma accesorio (ocurrencia < 95 %), comprendiendo los
sets Cloud y Shell, descritos en la Tabla 5.4. De los 2.167 grupos de genes

accesorios, se lograron anotar 1.353 (62 %), obteniendo la categoria COG
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Fig. 5.12: Analisis de componentes principales (a) y de componentes princi-
pales discriminatorios (b), obtenidos a partir del perfil de presen-
cia/ausencia de los grupos de genes ortélogos accesorios.

en 1.095 de ellos. La distribucion de las categorias COG encontradas para la

totalidad del genoma accesorio se muestra en la Figura 5.13.

Dada la separacién de los sublinajes en el DAPC (Figura 5.12b), se procedié
a identificar los grupos de genes ortélogos mds contribuyentes a esta separa-
cion, seleccionados utilizando un threshold de 0,0165, que corresponde al

tercer cuartil de las contribuciones.

Se realizé la anotacion funcional de 231 de los 545 grupos de genes ortélogos
mas contribuyentes. Su distribucién se muestra en la Figura 5.14. S es la
categoria COG mas representada, que incluye los genes de funcidon desco-
nocida. Lo siguen las categoriasU y L, correspondiente a trafico intracelular,
secrecion y transporte vesicular y replicacion, recombinaciéon y reparacion,
respectivamente. Estas corresponden a las categorias mds representadas en

el genoma accesorio (Ver Figura 5.13).
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Fig. 5.13: Numero de genes accesorios por categoria funcional COG en el
genoma accesorio. Se muestran las categorias con al menos 10
ocurrencias. Las categorias mds representadas son S (funcién
desconocida), L (replicacion, recombinacién y reparacion) y U
(tréfico intracelular, secrecion y transporte vesicular).
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Fig. 5.14: Categorias COG de los genes mas contribuyentes. Se muestran
las 10 categorias COG mas frecuentes en los grupos de ort6logos
mas contribuyentes a la separacién de los sublinajes en el DAPC
mostrado en la Figura 5.12b, distribuidos por categoria funcional
COG. Las categorias representadas son S (funcion desconocida),
U (trafico intracelular, secrecion y transporte) y L (replicacion, re-
combinacidén y reparacion) P (transporte y metabolismo de iones
inorganicos), K (transcripcion), C (produccién y conversion de
energia), NT (transduccién de sefiales y movilidad), D (ciclo celu-
lar), NU (movilidad y secrecién) y M (biogénesis de membrana y
pared celular).

5.4 Resultados 183



Siguiendo con la caracterizacion funcional del genoma accesorio, se realiza-
ron andlisis de correspondencias multivariados (MCA), para determinar si
los sublinajes tienen perfiles funcionales diferentes. En un primer andlisis,
cuyo resultado puede verse en la Figura 5.15a, se muestra como los genomas
cfv10354 y 1273269.3, pertenecientes a los sublinajes EU1 y SA1 respecti-
vamente estan distanciados de sus respectivos grupos, razon por la cual se
eliminan y se repite el MCA sin outliers (Figura 5.15b). En el daltimo puede
observarse la cercania de los sublinajes SA1 y SA2, lo cual puede traducirse
en perfiles funcionales similares, mientras que los sublinajes EU1 y EU2 se

distinguen completamente entre si y con el clisteres SA1-SA2.
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(a) MCA de todo el genoma accesorio (b) MCA sin genomas outliers

Fig. 5.15: Andlisis de correspondencia multivariado (a) y de componentes
principales discriminatorios (b), obtenidos a partir del perfil de
presencia/ausencia de los grupos de genes ortélogos accesorios
que contempla las categorias COG de cada grupo

Para determinar qué grupos de genes ortélogos son capaces de discriminar
entre sublinajes se seleccionaron aquellos cuya presencia o ausencia es

exclusiva de un sublinaje. De esta manera se retuvieron 102 grupos de

ortélogos discriminantes, de los cuales 45 fueron anotados con eggNOGmapper.

Los grupos discriminantes anotados se describen en la Tabla 5.6 y sus perfiles

de presencia/ausencia se muestran en la Figura 5.16. Se identificaron dos
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(a)
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Categoria

EU2 EU1 SA2 SA1 funcional

group0007
group3642
group3176
group3133
group3619
group3039
group0585
group2198
group3599
group3692
group3752
group3434
group3528
group0525
group3478
group0357
group3290
group0239
group0233
group0669
group2623
group1143
group0277 N
group0081 |
group3316 N
group2368 I
group2355
group2354 | 0.75
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Fig. 5.16: Heatmap donde se muestran las frecuencias de cada grupo de
genes ortélogos discriminantes descritos en la Tabla 5.6. Las celdas
oscuras indican la presencia del clisteres en al menos el 90 %
de los genomas de un sublinaje, mientras que las celdas claras
indican la ausencia del clusteres. La columna de la derecha indica
la categoria funcional a la que pertenece cada clusteres.

grupos de ortdlogos exclusivos de los sublinajes sudamericanos, uno de
funcion desconocida y otro que codifica la proteina FeoB. Esta proteina, que
estd involucrada en la adquisicién de Fe(II), se encontré pseudogenizada en
los genomas europeos. A diferencia de los sublinajes sudamericanos, en los
europeos se encontraron 29 grupos discriminantes, de los cuales sdlo 6 fueron

anotados, predominando entre éstos proteinas fagicas (Ver Tabla 5.6).
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Tabla 5.6: Grupos de genes ortélogos discriminantes, cuya presencia (o ausencia)
es diferencial en uno o varios sublinajes. La columna Presencia indica en

qué sublinajes fue identificado el cltsteres.

clisteres Presencia COG Descripcién Categoria general

group0007 SA1,SA2,EU1 NT  Proteina quimiotaxis Movilidad y sefalizacién

group0081 SA1,SA2,EU2 E Transportador ABC de aminodcidos Metabolismo y transporte de aminodcidos
group0210 EU1,EU2 S Proteina ribosomal Poco caracterizada

group0233 SA1,SA2 S Funcién desconocida Poco caracterizada

group0239 SAl E Aminodacidos ramificados Metabolismo y transporte de aminoacidos
group0277 SA1,SA2,EU2 P Permeasa de transportador ABC Metabolismo y transporte de iones inorganicos
group0357 SA1l C Citocromo Metabolismo energético

group0419 EU2 C Citocromo C oxidase subunidad II Metabolismo energético

group0433 EU2 C Reduccién de nitrito a amonio Metabolismo energético

group0525 SA1,SA2,EU1 S Dominio de funcién desconocida (DUF1738) Poco caracterizada

group0585 SA1,SA2,EU1 S Proteina de funcién desconocida (DUF86) Poco caracterizada

group0669  SA1,SA2 P Adquisicién de Fe(II) Metabolismo y transporte de iones inorganicos
groupl001 EU2 K Regulador transcripcional Transcripcién

groupl006 EU2 L Dominio de unién a ADN trasposasa Replicacién y reparacién

groupl133 EU2 NT  Proteina quimiotaxis Movilidad y sefalizacién

groupl143 SA2 F Familia 5’-nucleotidasa family Metabolismo y transporte de nucleétidos
groupl144 SA1,EU1,EU2 F Familia 5’-nucleotidasa family Metabolismo y transporte de nucleétidos
groupl299 EU1 C Subunidad pequefia Metabolismo energético

groupl432 EU1,EU2 S Proteina tape measure Poco caracterizada

groupl599 EU2 L Dominio core integrasa Replicacién y reparacién

groupl732 EU1,EU2 S Proteasa fagica familia HK97 Poco caracterizada

group2198 SA1,SA2,EU1 U Proteina con dominio relaxasa Transporte y secrecién

group2353 EU2 L Superfamilia RAMP Replicacién y reparacién

group2354 EU2 C Citocromo oxidasa subunidad II, dominio periplasmatico Metabolismo energético

group2355 EU2 P Proteina de unién a cobre periplasméatica NosD Metabolismo y transporte de iones inorganicos
group2368 EU2 M Dominio C-terminal TonB Biogénesis de membrana o pared celular
group2623 SA2 S Nucleotidil transferasa: AbiEii toxin, Sistema TA tipo IV Poco caracterizada

group2847 EU1 C Hidrogenasa hydA subunidad pequefia Metabolismo energético

group2978 EU1,EU2 S Proteina fégica conservada Poco caracterizada

group3011 EU1,EU2 S Proteina fagica tail Poco caracterizada

group3039 SA1,SA2,EU1 S Dominio nucleotidyltransferasa Poco caracterizada

group3133 SA1,SA2,EU1 L Superfamilia RAMP Replicacién y reparaciéon

group3176 SA1,SA2,EU1 L Resolvasa, dominio N-terminal Replicacién y reparacion

group3288 EU1,EU2 L Integrasa, dominio central Replicacidn y reparacion

group3290 SAl L Integrasa, dominio central Replicacién y reparacion

group3316 SA1,SA2,EU2 ET  Proteina bacteriana de uni6n a soluto Metabolismo de aminoécidos y sefializaciéon
group3434 SA1,SA2,EU1 NU  T4SS VirB11l Movilidad y transporte y secrecién

group3478 SAl S Dominio terminasa tipo RNasaH Poco caracterizada

group3528 SA1,SA2,EU1 S Proteina de funcién desconocida (DUF3991) Poco caracterizada

group3599 SA1,SA2,EU1 U C0OG2948 T4SS VirB10 Transporte y secrecién

group3619 SA1,SA2,EU1 U TrbL/VirB6 proteina de transferencia de plasmido conjugativo Transporte y secrecién

group3642 SA1,SA2,EU1 P Canal de potasio Metabolismo y transporte de iones inorganicos
group3644 EU2 P Canal de potasio Metabolismo y transporte de iones inorganicos
group3692 SA1,SA2,EU1 U T4SS, VirD4 Transporte y secrecion

group3752 SA1,SA2,EU1 U COG3736 T4SS, VirB8 Transporte y secrecién

Pangenoma de cada sublinaje:

Para estudiar la dindmica individual de

cada sublinaje se estudiaron sus pangenomas por separado. Esto permitio

reconocer al pangenoma del sublinaje SA1 como el mas numeroso, pero

también como el de mayor proporcion de genes accesorios, observacion

compatible con un proceso de adaptacién. En contraposicién a éste, el mayor
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Fig. 5.17: Distribucién de los genes core y accesorios en el pangenoma de
cada sublinaje

numero de genes core fue observado en el sublinaje SA2, aunque la mayor
proporcidén core/accesorio se observé en EU2, con una proporcion de 78 %
de los genes de su pangenoma en el grupo core. La Figura 5.17 muestra
cémo se distribuyen los grupos de genes ortélogos en el pangenoma de cada

sublinaje.
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5.4.4. Analisis de las regiones recombinantes

Las regiones recombinantes, filtradas del alineamiento del genoma core para
la construccién de la filogenia, se analizaron para determinar su distribucién
en el genoma core, y los genes comprendidos en estas regiones. Se detectaron
cinco regiones o bloques recombinantes, distribuidos en dos regiones del

alineamiento del genoma core:

La primera region comprende los bloques referidos como bloque 1 y blo-
que 2, de 15.124 y 2.463 pares de bases respectivamente, ubicados
entre las posiciones 438.390 y 464.342 del genoma core. Estos bloques
recombinantes, exclusivos de los linajes sudamericanos, contienen los
genes panB, ruvB, mlaF y sapA en el bloque 1, y epsL, radA y tlpA en el

bloque 2, tal como se muestra en la Figura 5.18.

La segunda regidon, comprendida entre las posiciones 1.197.046y 1.206.031,
contiene los bloques recombinantes 3 (exclusivo de EU2), 4 (presente
en un clado de SA2) y 5 (ausente en EU2), de 9.707, 8.711 y 4.224 pb
de longitud respectivamente. En esta region se encontraron los genes

pseB, pseH, flaA, trmB, tsqA, ktrB y ktrA (Ver Figura 5.18).

La distribucién de los bloques recombinantes entre los diferentes linajes deja
en evidencia una aparente barrera de recombinacién que separa los genomas
de los sublinajes SA1, SA2 y EU1 de los EU2, ya que se encontré un unico

bloque recombinante exclusivo en EU2.

Cuantitativamente también se encuentran diferencias en cuanto al nimero de
bases en bloques recombinantes por base. En general, se observaron valores
significativamente mayores en los sublinajes sudamericanos, como se observa

en Figura 5.19b. Individualmente, se encontré mayor proporcién de bases
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recombinantes en EU2 que en EU1 (Figura 5.19a), debido a la presencia del

bloque recombinante exclusivo de EU2.

we sapA2 gtft tag6 epsl A

panB mlaF sapA1 mshA1 tagH mshA2 radA my
g 0) 09 () (emime)) c) @it b)) ) G -
440kb 450kb 460kb 2kb
269.81kb 539.62kb 1.08Mb 1.35Mb
- (NN | (O AN (O N OYSRUNM  NURMEA 1T 00 O I I O 0 [Nt O ML WUN U0 RN
mm nimi TW P mwerrne mm N (AN R W (AR R NI ey |

12 1
pseH  trmB tgsA ktrA
cysC pseB  flaA ktrB.
Qi (e ) e
1.2Mb 1.21Mb

2kb

Bifunctional IPC transferase and DIPP synthase
Putative glutamine aminotransferase

Putative methyltranferase

Fig. 5.18: Localizacion y estructura de los bloques recombinantes en el geno-
ma core. Los bloques recombinantes identificados por Gubbins se
encuentran en dos regiones del genoma core. La primera region,
ubicada entre las 438 y 466 kb aproximadamente, comprende los
bloques 1y 2, ambos exclusivos de los sublinajes sudamericanos.
La segunda regién comprende entre las posiciones 1.197 y 1.206
kpb aproximadamente, conteniendo 3 bloques recombinantes, 3,
4y 5, con genomas SA2, SA-EU1 y EU2 respectivamente.
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Fig. 5.19: Numero de bases en bloques recombinantes por base por genoma
para cada sublinaje (a) y entre SAy EU (b)

5.4.5. Identificacion de factores de virulencia

Toxina citoletal distensora (CDT)

Como indicativo de produccidn de la toxina CDT se evalud la presencia del
gen cdtB, que codifica la subunidad B de la toxina. Para esto, se utilizaron

dos estrategias:

abricate: La primera estrategia consistié en utilizar la herramienta abricate
con la base de datos VFDB como referencia, ejecutada en una primera
instancia con parametros por defecto (Ver Subsubseccion 5.3.5), sin
obtener hits positivos para ningun genoma. Al disminuir los niveles
de identidad de los hits reportados por la herramienta se obtuvieron
resultados positivos, correspondientes a genes cdtB, con con niveles
de cobertura e identidad superiores a 70 y 66 % respectivamente en
todos los genomas estudiados. Si bien no se encontraron diferencias en
el nimero de genes cdtB encontrados, se observaron menores niveles

de cobertura en los hits de genomas del sublinaje EU2, sugiriendo la
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presencia en este sublinaje de una variante diferente a las encontradas
en los demds sublinajes.

BLASTp: La segunda estrategia consistié en una busqueda mediante BLASTp
en la que se utilizaron como referencias las secuencias de cuatro protei-
nas CdtB de C. fetus extraidas de la base de datos InterPro (AOAAE6IYS4,
AOAAE6IYV3, AOAAE6IX80 y W8VYQ8), y parametros por defecto. Esta
busqueda dio como resultado la identificacion de entre dos y cuatro hits
por genoma. Los genomas del sublinaje EU2 tuvieron en su mayoria
cuatro hits, dos de los cuales presentaban coberturas notablemente mds
bajas, de entre 30 y 50 %. Los genes correspondientes a los hits de baja
cobertura se contrastaron con informacién obtenida a partir del andlisis
del pangenoma, encontrandose que ocupan posiciones contiguas en los
genomas del sublinaje EU2, tal como se muestra en el mapa genético
de la Figura 5.21. Este andlisis, complementado con un andlisis de
secuencia permiti6 identificar la presencia de un SNP (G/T) en el gen
cdtB de los genomas EU2 responsable de la incorporacion de un codén
STOP prematuro que generaria un producto de 182 aminodcidos en
lugar de los 265 encontrados en la proteina CdtB codificada en los

genomas de los otros sublinajes.

Numero de genes identificados
0o 1 2 T’

Abricate

| A0SR AR 125t

Fig. 5.20: Numero de genes codificantes para cdtB por genoma, identificados
utilizando abricate (fila superior) con la base de datos VFDB, o
mediante BLASTp a partir de secuencias aminoacidicas disponibles
en InterPro (fila inferior).
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Proteinas Fic

A continuacion se describen los resultados obtenidos mediante la busqueda

mediante BLASTp y mapeo de reads contra secuencias Fic de referencia.

BLASTp: No fue posible identificar proteinas Fic codificadas en los genomas
15031 _S95y 17059 2.36 mediante BLASTp. En el resto de los genomas
se identificaron entre 1 y 6 CDSs que codifican proteinas Fic, con identi-

dades y coberturas superiores a 70 y 90 % respectivamente. Al evaluar

X29_S92
18048_2.32
15671_S81
17059_2.77
17059_2.74
17059_2.62
17059_2.57
32020.9
17059_2.89
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17059_2.87
17059_2.70
17059_2.86
17059_2.84
17059_2.83
17059_2.81
17059_2.76
17059_2.75
17059_2.72
17059_2.71
17059_2.59
17059_2.69
17059_2.63
17059_2.67
17059_2.66
17059_2.61
17059_2.58
1273276.3

-2000 -1000 0 1000
Ctd subunidad A
Ctd subunidad B (1)
Ctd subunidad B (2)

Proteina hipotética

Transportador de fluoruro (putativo) CrcB

Fig. 5.21: Contexto génico de un locus cdt en genomas representativos de
los cuatro sublinajes. El gen que codifica la subunidad B de la
toxina citoletal distensora, una proteina de 265 aminodcidos en
la mayoria de los linajes, tuvo una mutacién en el sublinaje EU2
que incorpor6 un codén STOP prematuro, resultando en una
proteina trunca de 182 aminodcidos. En los genomas que tienen
la variante corta de cdtB (CdtB1, mostrada en color verde oscuro),
se encuentra en una posicion downstream otro marco de lectura
que corresponde al resto de la proteina CdtB (CdtB2, mostrada
en rosado).
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el nimero de proteinas Fic codificadas por genoma (Ver Figura 5.22) se
encontrd un numero significativamente mayor en los genomas europeos
(Figura 5.22b), y dentro de estos, en los pertenecientes al sublinaje
EU2 (Figura 5.22a) (Wilcoxon test con ajuste de Bonferroni: EU1 vs.
EU2: p=2,2 X 107%; EU vs. SA: p=2,6 X 10~%). Sin embargo, no se en-
contraron diferencias significativas entre los sublinajes sudamericanos
entre si. Las Fic de clase III se encontraron en los genomas de algunas
cepas de SA1 y en un genoma EU1, mientras que se observo que las Fic
de clase Iy II se encuentran en todos los sublinajes con entre una y tres
proteinas por genoma. Se observé también un mayor enriquecimiento
en las Fic de clase II en el sublinaje EU2 (ver Figura 5.22c).

Mapeo: Con excepcion del genoma 15031 S95, fue posible, mediante ma-
peo, identificar reads correspondientes a proteinas Fic en todos los
genomas analizados. En general, se obtuvieron valores de RPKM consi-
derablemente mayores en los genomas europeos que en los americanos
(Wilcoxon test con ajuste de Bonferroni: EU vs. SA: p=4,0 X 1079), y
dentro de los europeos, se obtuvieron valores significativamente mayo-
res para los genomas del sublinaje EU2 (EU1 vs. EU2: p=2,3 X 1075;
Ver Figura 5.23).

Si bien se encontraron diferencias entre los resultados obtenidos para cada
estrategia, pueden encontrarse puntos en comun en lo que refiere la ausencia
de proteinas Fic en el genoma 1531 S95 y la mayor abundancia encontrada

en los genomas europeos con respecto a los sudamericanos.

Sistemas de secrecion

Para detectar sistemas de secrecién se utilizé el programa Macsyfinder,

tomando como referencias los modelos disponibles en MacsyModels. Este
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Fig. 5.22: Distribucién de las proteinas Fic codificadas por genoma. En (a)
se muestra el numero de proteinas Fic identificadas mediante
BLASTp por sublinaje. El numero de proteinas Fic codificadas en
los genomas del sublinaje EU2 fue significativamente mayor al de
los otros sublinajes. No se encontraron diferencias significativas
entre los linajes sudamericanos. En (b) se muestra la distribucion
entre los grupos de genomas EU y SA, observandose un aumento
significativo de estas proteinas codificadas en genomas europeos.
En (c) se muestra en un heatmap el numero de proteinas Fic por
clase identificadas en cada genoma.

programa se basa en la identificacién de proteinas con homologia a las
presentes en los diferentes sistemas de secrecion descritos, ademas de un
conjunto de reglas relacionadas con su organizacion gendmica, a partir de los

cuales se generan modelos que establecen los requerimientos minimos para

considerar que un sistema de secrecidn estd presente en un replicon o contig.
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Fig. 5.23: Boxplots donde se representan los valores de RPKM obtenidos
de los mapeos de reads provenientes de la secuenciacion de 79
genomas de C. fetus bovinos contra las secuencias nucleotidicas
de las proteinas Fic listadas en la Tabla 5.1, para cada sublinaje a
la izquierda y entre EU y SA a la derecha. Se tomaron en cuenta
solo los resultados de los mapeos que contaran con una cobertura
mayor o igual al 70 %, asignando valores de RPKM de 0 a todos los
mapeos que no alcanzaran el minimo de cobertura mencionado.

Asi se obtuvieron elementos vinculados a los sistemas de secrecion del tipo
1 (T1SS), 4 (T4SS), 4aP (T4aP) y 5 (T5SS), segin puede observarse en los
graficos de cajas de las figuras Figura 5.26a y Figura 5.26b y en el heatmap
de la Figura 5.25. A continuacion se detallan los resultados obtenidos para

cada tipo de sistema encontrado.

T1SS La presencia de T1SS es una constante en todos los genomas estu-
diados, identificindose un sistema en la mayoria de los genomas, sin

variaciones de ocurrencias entre linajes.

T4aP El pilus de tipo IV es considerado un factor de virulencia en bacte-
rias patdgenas y permite el movimiento mediante twitching. Sélo fue

encontrado en un par de genomas de SA1 y EUL.
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T5aSS Para los T5SS del tipo a (T5aSS), que constituyen autotransporta-
dores clasicos, se identificaron al menos dos sistemas por genoma en
todos los genomas estudiados. En algunos genomas se encontraron

hasta tres sistemas, pero la distribucién de estos no es especifica de
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Fig. 5.24: Resultado del mapeo de reads provenientes de la secuenciacion de
79 genomas de C. fetus bovinos, contra las secuencias nucleotidicas
de las proteinas Fic listadas en la Tabla 5.1. El color de las celdas
representa el RPKM, y en las celdas de la fila inferior se muestra la
clase de Fic a la que corresponde cada secuencia de referencia. Se
muestran solo los resultados de mapeo con coberturas superiores
al 70 %.
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Fig. 5.25: Sistemas de secrecion identificados por genoma por tipo.

un sublinaje o grupo de linajes, sino que se encuentra en un nimero

variable de genomas de cada linaje.

T5bSS Para los T5bSS, transportadores de dos componentes, la identifica-
cién depende tinicamente de la presencia de la proteina traslocadora,
responsable de formar un poro a través de la membrana externa de la
bacteria, a través de la cual se secreta una proteina que generalmente
es codificada en la cercania del traslocador. A diferencia que los T5SS
de tipo a se encontrd un unico sistema en todos los linajes, menos en
EU2. La ausencia de este sistema de secrecién en este sublinaje se debe
a que en el gen fhaC, que codifica el transportador y activador de la
hemolisina, ocurridé una delecién que produjo un cambio en el marco
de lectura que incorpora un codén STOP prematuro. Se observa ademds
en el mapa genético mostrado en la Figura 5.27 la adiciéon de dos ORFs
adicionales que codifican proteinas hipotéticas conservadas, seguidos

por la seccion del gen fhaC faltante en el ORF anterior.

T4SSt Los sistemas de secrecidn de tipo 4 t estdn implicados principalmen-
te en la secrecién de proteinas efectoras a través de la membrana

externa, hacia el exterior celular o bien, hacia el citoplasma de otra

5.4 Resultados 197



T18S T4aP

0 [ ]
T5aSS T5bSS
3 ]
2 —J
1 —
0 o
EU SA EU SA
(a)
T1SS T4aP
3
2
1 — — — ®
0 ° [} — — —
T5aSS T5bSS
3 ([ ]
I
2
1 — —
0 —
EU1 EU2 SA1 SA2 EU1 EU2 SA1 SA2
(b)

Fig. 5.26: Distribucion de los sistemas de secrecion por categoria identifica-
dos en cada genoma, distribuidos entre SA y EU (a) y por sublinaje

(b).
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célula. MacsyFinder utiliza un modelo de identificaciéon que requiere
la presencia obligatoria del gen virB4, junto a la presencia de t4cp1 u
otros genes vir opcionales (al menos 6), y la ausencia de mobB, con
una distancia intergénica maxima de 30 genes. Se detect6 pT4SSt en
mads del 90 % de los genomas del dataset, con entre 1 y 5 ocurrencias
por genoma. Se identificé al menos un pT4SSt en todos los genomas
pertenecientes a linajes sudamericanos, mientras que en los europeos
se identific6 pT4SSt en el 80 % de los genomas. Los genomas en los
cuales no se identificé este sistema pertenecen a un clado del sublinaje
EU2. A diferencia de este sublinaje, en EU1, no sélo se demuestra la
prevalencia de este sistema, sino que también se observaron en su
mayoria entre 3 y 4 pT4SSt por genoma. En los linajes sudamericanos
se encuentran también diferencias en cuanto al nimero de sistemas
por genoma, ya que en SA1 se observa un mayor numero de copias
que en SA2 (2,737 vs. 1,286 pT4SS por genoma en promedio). De esta
manera, encontramos, a grandes rasgos, un mayor niumero de pT4SSt
en genomas de linajes sudamericanos que en los europeos, observan-
dose una explosion en el nimero de sistemas en los sublinajes EU1
y SA1, donde se encontraron hasta 5 sistemas por genoma, como se
observa en la Figura 5.26. La ausencia de pT4SSt en los genomas EU2
se debe a que no se encontrd el nimero minimo de genes vir accesorios
requeridos para identificar el sistema. La localizacion de estos sistemas
en el extremo de los contigs puede ser una de las razones que dificulta

su identificacién en los genomas muy fragmentados.
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Fig. 5.27: Contexto génico del gen fhaC en genomas representativos de los

cuatro sublinajes. Una delecion en el gen que codifica la proteina
FhaC, un transportador de hemolisina o una hemaglutinina fila-
mentosa, explica la ausencia de T5bSS en los genomas de EU2
mostrados en rojo.
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Fig. 5.28: Distribucién y numero de sistemas de secrecién de tipo 4 (pT4SS)
identificados por genoma. En (a) se muestra el heatmap que
indica el numero de veces que se identificaron T4SS en cada
genoma. (b) y (c) muestran boxplots que representan en el eje y
el nimero de T4SS identificados por genoma, distribuidos entre
SA y EU y entre sublinajes, respectivamente.
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5.4.6. Elementos moviles

Los elementos genéticos mdviles cumplen un rol muy importante en la dife-
renciacién de linajes, por lo cual se decidio identificar elementos conjugativos

y/0 movilizables, islas génicas y secuencias plasmidicas en los genomas.

Identificacion de elementos conjugativos y movilizables con

MacsyFinder

El modelo CONJScan, que forma parte de MacsyData, contiene informacién
que permite identificar entre sistemas conjugativos (CONJ), conjugativos en
decadencia (dCONJ) y movilizables (MOB), que se diferencian en el nimero
y tipo de genes que presentan, considerdndose un sistema CONJ como aquel
que contiene toda la maquinaria para la formaciéon del T4SS, ademas de la
presencia obligatoria de los genes t4cpl/t4cp2 (factor acoplante conjugativo
o traD) y un gen MOB. Un sistema que carece de los genes t4cp o virB4 pero
que conserva el gen MOB y los genes virB(1,2,3,5,6,7,8,9, 10, 11) constituye
un sistema de conjugacién en decadencia (dACONJ), mientras que un sistema
que contiene s6lo MOB y, opcionalmente, algunos genes vir constituye un
sistema MOB. Debido a que se pueden considerar a los sistemas dCONJ y
MOB como productos de la delecién de genes que constituyen el sistema de

conjugacion, estos se identifican y analizan de forma conjunta.

Presencia y numero total de sistemas de conjugaciéon y movilizacion:

Al analizar el numero total de sistemas de conjugacién reportados, se
observa que este es significativamente mayor en los genomas sudamericanos
que en los europeos (test de Wilcoxon EU vs. SA: p=0,0082). Al analizar los
sublinajes por separado sélo se observaron diferencias entre SA2 y EU2 (test

de Wilcoxon con correccién de Bonferroni EU2 vs. SA2: p=0,03).
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Fig. 5.29: Numero de sistemas de conjugacion identificados por genoma al
utilizar el médulo CONJ de Macsydata en Macsyfinder. En el
boxplot mostrado de la izquierda se muestra la distribucion de los
sistemas de conjugacién por genoma en sublinajes, mientras que
en el de la derecha se contrastan los genomas de los sublinajes
sudamericanos con los europeos. Al aplicar el test de Wilcoxon
con correccidon de Bonferroni sélo se encontraron diferencias signi-
ficativas al comparar SA2 con EU2 p=0,03. Al comparar los linajes
sudamericanos con los europeos se encontr6 que la diferencia es
significativa con p=0,0082.

Presencia y numero de sistemas de conjugacion y movilizaciéon por
tipo: Los resultados de la busqueda de sistemas de conjugacién y moviliza-
cién por sistema se muestra en la Figura 5.30. En Figura 5.30a se muestra un
heatmap adosado al arbol filogenético de los genomas bovinos ST4 de C. fetus,
mientras que los boxplots de la Figura 5.30b se muestra la distribucién de los
sistemas identificados. En la Figura 5.30a se destaca la presencia de sistemas
CONJ en todos los genomas de los sublinajes sudamericanos, mientras que
en los sublinajes europeos no se identificaron estos sistemas en 9 genomas
EU1 y 9 genomas EU2, lo que representa el 32 y 41 % respectivamente. Cabe
destacar que en los genomas del sublinaje EU2 en los que no se encontré
el sistema CONJ completo tampoco fue posible identificar T4SS t (ver Fi-

gura 5.28a), por lo que la ausencia de sistemas CONJ en estos genomas se
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debe a que no se detectd el gen virB4, o bien, a que no se encontrara el
numero suficiente de genes vir en su contexto génico. La diferencia entre
genomas de los linajes sudamericanos y europeos fue significativa al aplicar
el test de Wilcoxon (EU vs. SA: p=0,019, ver boxplot inferior izquierdo de la
Figura 5.30b).

Por su parte, los sistemas dCONJ fueron significativamente menos frecuentes
en genomas de los sublinajes SA1 y EU1, donde se encontraron con una
frecuencia de 18 y 39 % respectivamente (test de Wilcoxon con correccion

de Bonferroni: SA1: p<1 x 107°, EU1: p<0,011).

Los sistemas MOB se encontraron en todos los genomas menos en un sub-
grupo del sublinaje EU2. Sin embargo, las diferencias entre sublinajes no
resultaron ser significativas mediante el test estadistico utilizado, mas si se
encontro significativa la mayor cantidad de sistemas MOB en los genomas de

los linajes sudamericanos, con p=0,0048 al aplicar el test de Wilcoxon.

Presencia y numero de genes vir, t4cp y MOB: Los genes vir son parte
de la maquinaria de los T4SS, involucrada en la secrecién de proteinas y
en la conjugacién, por lo cual resulta interesante evaluar la distribucion de
estos tipos de proteinas entre sublinajes, y contrastar con lo observado para
los sistemas T4SS y CONJ. La Figura 5.31 muestra un heatmap donde se
observa la distribucién de los genes virl-11, t4cpl-2 y MOB identificados
por Macsyfinder como parte de los sistemas de T4SS t o de conjugacion. Se
observa que la imposibilidad de identificar sistemas T4SS y CONJ completos
en genomas del sublinaje EU2 se debe a que no se encontraron los genes

virB4 necesarios para completar la maquinaria de secrecion.
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Fig. 5.30: En (a) se muestra el heatmap que muestra la distribuciéon de T4SS
especializados en conjugacion y movilizacion de material genético.
Los tipos de sistemas CONJ, dCONJ y MOB se describen en el
texto. En (b) se muestran boxplots que representan en el eje y
el numero de sistemas identificados por genoma, distribuidos en
sublinajes arriba y entre SA y EU abajo. Los boxplots de la derecha
corresponden a los sistemas CONJ completos, mientras que los

EU SA
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del centro y de la derecha corresponden a los dCONJ y MOB.
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Fig. 5.31: Distribucién de los genes involucrados en los sistemas T4SS ty
CONJ. La intensidad de cada celda indica el nimero de genes por
genoma identificados con Macsyfinder para los genes involucra-
dos en los sistemas T4SS t y de conjugacion.

Busqueda de secuencias plasmidicas

Para detectar contigs plasmidicos se utilizaron diferentes estrategias, que se
describen en la Subseccion 5.3.6. Las secuencias plasmidicas utilizadas como

referencia se muestran en la Tabla 5.7.

Mapeo Esta estrategia consistié en alinear reads provenientes de 79 expe-
rimentos de secuenciacion masiva publicos contra las secuencias plasmidicas
de referencia mostradas en la Tabla 5.7, evaludndose tanto los perfiles de
presencia/ausencia de plasmidos para cada uno de los experimentos de

secuenciacién masiva, como la profundidad de los mapeos.

Presencia Para determinar la presencia de un pldsmido se tomdé como valor

de corte una cobertura de al menos el 75% de la longitud de cada
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Tabla 5.7: Plasmidos utilizados como referencia

Accession NCBI Plasmido Longitud (pb)

NC 010858.1 C. fetus subsp. venerealis pCFV108 3724
NZ_CP007000.1  C. fetus subsp. venerealis cfvi03/293 pCfviMP1 91400
NZ_CP007001.1  C. fetus subsp. venerealis cfvi03/293 pCfviMP2 35326
NZ_CP007002.1 C. fetus subsp. venerealis cfvi03/293 pCfviP3 3993
NZ_CP008809.1 C. fetus subsp. fetus 04/554 pCFF04554 25862
NZ _CP008812.1  C. fetus subsp. venerealis 97/608 pCFV97608-2 27124
NZ_CP014569.1 C. fetus subsp. venerealis 01/165 mpl 44765
NZ_CP014570.1 C. fetus subsp. venerealis 01/165 mp2 27417
NZ_CP043436.1 C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354 p3226 27915
NZ_CP053829.1  C. hyointestinalis subsp. lawsonii CHY5 pCHY5 4413
NZ_CP059433.1 C. fetus CFViADRI1362 pCFViADRI1362_P1 40588
NZ_CP059434.1 C. fetus CFViADRI1362 pCFViADRI1362_ P2 36566
NZ_CP059435.1 C. fetus CFViADRI1362 pCFViADRI1362_P3 35640

NZ_CP059436.1 C. fetus CFViADRI1362 pCFVIADRI1362_P4 3993

NZ_CP059438.1 C. fetus CFVIADRI545 pCFViADRI545_P1 48693
NZ_CP059440.1  C. fetus CFVO8A1102-42A pCFV_08A1102_P1 37205
NZ_CP059442.1 C. fetus CFVO8A948-2A pCFV_08A948_P1 38770
NZ_CP059446.1 C. fetus CFFO9A980 pCFF_09A980 P1 52345

plasmido. Con este criterio, se obtuvo el perfil de presencia/ausencia

de plasmidos mostrado en la Figura 5.32.

= Sevisualiza la ausencia de los pldsmidos NZ_CP053829.1, NZ CP059436.1
y NZ_CP007002.1, muy similares entre si, en los genomas del
sublinaje EU1 (frecuencia: 4,5 %). Estos plasmidos tienen la parti-
cularidad de portar el sistema toxina-antitoxina BrnT-BrnA, cuya
funcién es detener el crecimiento bacteriano ante un estimulo de

estrés.

= Por otra parte, los plasmidos NZ_CP043436.1 y NZ CP008812.1
no se encontraron en ningtin genoma del sublinaje SA2 median-
te mapeo (frecuencia de 0%) pero si en todos los genomas del
sublinaje EU2. NZ_ CP043436.1 y NZ CP008812.1 tuvieron la
misma distribucién, ya que se trata de plasmidos muy similares
entre si, que difieren inicamente en que el primero contiene un

gen que codifica una proteina hipotética que no esta presente en
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NZ _CP008812.1. La frecuencia de estos pldsmidos en todos los
sublinajes es superior al 77 %, por lo que se puede delimitar su
ausencia al sublinaje SA2. Estos pldsmidos codifican los sistemas
toxina/antitoxina Fic y YafQ y poseen varios elementos de inser-
cion y proteinas de origen viral, ademds de los elementos que
constituyen la maquinaria de conjugacién. YafQ es una endoribo-
nucleasa que inhibe la traduccion, al degradar el ARNm de forma

secuencia especifica [233].

= NZ CP008809.1 y NZ_CP059433.1 son plasmidos que, como los
anteriores, no fueron identificados en ninguno de los genomas
del sublinaje SA2, pero si en todos los de EU2. Estos pldsmidos se
diferencian en varios aspectos. En NZ_CP059433.1 se encuentran
codificados los sistemas T/AT RelE, VapC, YafQ y Fic, y la toxina
Zeta, mientras que en NZ_CP008809.1 sdlo se encuentran VapC
y YafQ parcialmente, mientras que Fic, junto a otros 5 genes se
encuentran como pseudogenes. Las frecuencias de estos plasmidos
en EU1 y SA1 son mads bajas que los anteriores, alcanzando el 41
y 57 % para NZ_CP008809.1, y 41 y 76 % respectivamente para
NZ _CP059433.1.

= Los pldsmidos NZ CP059442.1 y NZ_CP059440.1 se encontraron
en baja frecuencia en los sublinajes sudamericanos (15 y 21 % res-
pectivamente), pero fueron encontrados en casi todos los genomas

europeos (73 y 90 % respectivamente).

Profundidad Los mapeos también fueron utilizados para determinar si existen dife-
rencias en el numero de copias de los plasmidos con cobertura superior
al 75 %, evaluando el indice RPKM (reads mapeados sobre el plasmi-
do por millén de reads por kilobase). Los boxplots de la Figura 5.33
muestran las profundidades normalizadas (en RPKM) para cada plas-

mido entre las poblaciones sudamericanas y europeas. Se encontraron
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Fig. 5.32: Perfiles de presencia/ausencia de plasmidos en genomas de C. fe-
tus, identificados mediante mapeo de reads. Los rectangulos llenos
denotan presencia y los vacios ausencia del plasmido, consideran-
do un plasmido presente si al menos el 75 % de su longitud esta
cubierta por al menos un read.

diferencias significativas en los niveles de profundidad de mapeo entre
genomas sudamericanos y europeos, segin un test de Wilcoxon con
ajuste de Bonferroni, para 8 de 13 pldsmidos analizados, observandose
las mayores diferencias para el plasmido NZ CP008809.1, para el que
se encontraron mayores niveles de profundidad para los genomas euro-
peos. Este plasmido se encontrd ausente sélo en los genomas SA2, pero
los niveles de RPKM en SA1 fueron significativamente inferiores a los

de EU1 (p=0,023) y a los de EU2 (p=1,4 x 1078).

PlaSquid, por otro lado, se utilizé para catalogar cada contig segin sean
de origen cromosdémico o plasmidico, y evaluar diferencias en la proporcién
de bases plasmidicas y cromosomales por genoma. Esta herramienta, que

utiliza la base de datos plsdb como referencia, identifico la presencia de 20
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Fig. 5.33: Boxplots donde se muestran las profundidades de mapeo expre-
sadas en RPKM entre SA y EU para cada uno de los plasmidos
que contaran con una cobertura igual o superior al 75%. En el
caso de encontrarse diferencias significativas entre las poblaciones
sudamericanas y europeas se muestra con: (*) para p<0,05, (**)
para p<0,01, (***) para p<0,001 y (****) para p<0,0001

plasmidos diferentes en el dataset con coberturas iguales o mayores al 30 %.
Sin embargo, no se encontraron diferencias en los perfiles de presencia/au-
sencia de estos pldsmidos, con la excepcion de NZ CP059436.1, que forma
parte del genoma de una cepa de origen argentino publicado en 2021, que
se encontrd unicamente en los linajes sudamericanos, con frecuencias de

45y 92 % en SA1 y SA2 respectivamente, resultado que no concuerda con
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el obtenido mediante mapeo de reads, para el que observo la presencia del
plasmido en la mayoria de los genomas sudamericanos y en EU2, pero en

ninguno de los genomas del sublinaje EU1.

Busqueda de secuencias de insercion

La secuencia de insercidon ISCfel fue identificada mediante BLASTn en 94 de

los 103 genomas analizados. En 87 de estos, ISCfel fue encontrado en copia

Unica, y en los 7 genomas restantes se encontraron entre 2 y 8 secuencias.

La clusterizacién de las 120 secuencias identificadas dio como resultado la
formacién de 3 clusters: El clasteres mads numeroso abarca las secuencias
encontradas en los genomas pertenecientes a los sublinajes sudamericanos
y a EU1. El segundo clusteres esta formado exclusivamente por secuencias
del sublinaje EU2, mientras que el tercero estd conformado por una tnica
secuencia identificada en un genoma del sublinaje SA1. En la Figura 5.34 se

representan estos resultados en un heatmap.

En una segunda estrategia de busqueda de ISCfel se realiz6 el mapeo de
reads contra la secuencia del ISCfel (AM260752.1). De esta manera se
identifico la presencia de ISCfel en todos los sets de datos de secuenciaciéon
masiva analizados. Se determinaron los valores de RPKM como medida
de abundancia del elemento de insercion, los cuales se muestran en la
Figura 5.35. Alli puede observarse un aumento significativo en los genomas
sudamericanos con respecto a los europeos (test de Wilcoxon con ajuste de

Bonferroni: p=6,88 x 10719),
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Fig. 5.34: Heatmap donde se indica el nimero de secuencias ISCfel encon-
tradas en cada genoma de C. fetus ST4, mediante BLASTn, y el
cltsteres obtenido con CD-HIT.

Identificacion de sistemas CRISPR-Cas

Los sistemas CRISPR-Cas han evolucionado como mecanismos de defensa
para limitar el impacto de los elementos genéticos extrafios encontrados en el
ambiente o liberados por fagos u otras bacterias. Se analizaron los genomas
de C. fetus bovinos ST4 para buscar sistemas CRISPR-Cas, evaluando el nume-
ro, el tipo y el subtipo de sistemas encontrados en cada genoma. En todos los
genomas se encontrd al menos un array CRISPR. El nimero de arrays CRISPR

fue leve pero significativamente superior en los genomas sudamericanos que
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Fig. 5.35: Boxplots de profundidades de mapeo de la secuencia de insercion
ISCfel entre SA y EU (izquierda) y para cada sublinaje (derecha).
Se encontraron diferencias significativas entre SA y EU, y entre los
diferentes sublinajes. En el boxplot de la derecha se representan
sOlo las comparaciones EU1 vs. EU2 y SA1 vs. SA2, en los que se
encontraron diferencias significativas con valores p ajustados de
1,63 X 107 y 1,3 x 102 respectivamente.

en los europeos (Test de Wilcoxon con ajuste de Bonferroni: 4,09 X 107>,
como se observa en el boxplot de la Figura 5.36. Sin embargo, el nimero
de operones de genes cas entre los genomas sudamericanos y europeos no
arrojo diferencias significativas. Si bien para la formacién de un sistema
CRISPR-Cas se requiere la presencia de un array CRISPR cercano a genes
cas, es usual encontrar solo un cluster de genes cas asociados a uno o dos
CRISPRs con repetidos idénticos [234]. Es posible que por esta razén se haya
encontrado un menor nimero de clisteres de genes cas. No se encontraron
genes cas en 13 de los genomas analizados, de los cuales 10 pertenecen
a aislamientos espafioles (EU1), los cuales parecen pertenecer a un grupo
monofilético, segun la filogenia del linaje L1 mostrada junto al heatmap de
la Figura 5.37. En todos los casos el tipo de clusteres Cas encontrado fue el

IIID.
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Fig. 5.36: Boxplot que muestra el numero de arrays de CRISPR identificados
por genoma europeo y sudamericano respectivamente.
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Fig. 5.37: Heatmap asociado al arbol filogenético del linaje L1 ST4 de C.
fetus, donde se muestra en escala de grises el numero de arrays
CRISPR, clusters Cas y sistemas CRISPR-Cas identificados en cada
genoma.

5.4 Resultados

214



5.5. Discusion

En este capitulo se analizan los genomas de aislamientos de C. fetus de origen
bovino pertenecientes al linaje L1, descrito en el capitulo anterior. Con el fin
de homogeneizar el dataset, se retuvieron Unicamente los genomas ST4, ya
que este es el ST caracteristico de los aislamientos bovinos [90]. Asi es que el
dataset final comprende 103 secuencias gendmicas de C. fetus, provenientes
mayoritariamente de Europa y América del Sur, siendo Espafia y Argentina
los paises mds representados, con lo que se mantiene el sesgo geografico

discutido anteriormente (Seccion 4.5).

L1 presenta una estructura poblacional interna definida, donde los

linajes estan asociados al origen geografico de los aislamientos

Si bien la estructura poblacional de C. fetus es abordada en diferentes estudios
[154, 195, 235], la estructura interna del linaje bovino sélo fue analizada
recientemente [236, 237]. En este trabajo se identificé una estructura pobla-
cional definida, formada por cuatro grupos o linajes, respaldada mediante
diferentes metodologias dependientes y no dependientes de filogenia. Ade-
mas, se encontraron evidencias de asociacion filogeografica, sustentadas
mediante un analisis bayesiano de significancia de tips, identificandose un
grupo de clados enriquecidos en genomas de origen europeo (EU1 y EU2) y
otro grupo con mayoria de genomas de origen sudamericano (SAl y SA2). A
su vez se observd una aparente asociacion directa entre sublinajes y paises,
ya que la mayoria de los genomas de los sublinajes EU2, SA1 y SA2 provienen

de Espafia, Argentina y Uruguay respectivamente.

La correspondencia filogeografica encontrada no constituye una novedad

en el sentido de que se trata de un fendmeno comtn en procariotas. Por
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ejemplo, en C. jejuni el linaje ST-474 es responsable de la mayoria de los
casos clinicos de gastroenteritis en Nueva Zelanda, sin embargo a nivel
internacional se trata de un ST raro [238]. En cuanto a C. fetus, no se han
reportado asociaciones filogeograficas a nivel de los grandes linajes L1 a
L8. Sin embargo, en un trabajo reciente de colegas argentinos se declara la
existencia de “ciertas asociaciones geograficas en el linaje bovino” [236], en
consonancia con lo reportado aqui. En dicho trabajo se analiza la estructura
poblacional de un set de 34 aislamientos de C. fetus provenientes de diferentes
regiones de Argentina, incorpordndolo a un set de datos global, situando
la mayoria de los aislamientos en clados regionales, y atribuyendo esta
observacién al movimiento de animales dado por el comercio regional de

ganado en pie.

C. fetus se disemina en América del Sur desde Europa,

probablemente durante la colonizacion del continente

La estructura poblacional encontrada en el linaje bovino de C. fetus, sugiere
una adaptacion transcontinental, pero surge la duda sobre la situacién tem-
poral de esta divergencia. Los andlisis bayesianos realizados para obtener una
filogenia datada dieron como resultado que la divergencia entre los linajes
europeos y sudamericanos ocurrié hace 650 afios aproximadamente. Ademds,
estos resultados sugieren que los linajes europeos son mds antiguos, resultado
respaldado por las distribuciones de los indices de diversidad nucleotidica

pareados al contrastar EU y SA.

En el trabajo de Iraola et al. [154] se propone que el origen del linaje
bovino ocurrié hace aproximadamente 10.500 afios, época en la que el
hombre comenzaba la domesticacién del ganado. De forma andloga, podemos

relacionar los resultados de los andlisis filogenéticos del linaje bovino con la
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historia del ganado en América, el cual no es nativo, ya que fue introducido

a este continente durante la colonizacion, a partir del siglo XVI.

Se ha reportado que la naturaleza clonal de C. fetus dificulta el datado de la
filogenia con un grado de exactitud aceptable [90, 239]. En este trabajo la
baja sefial temporal es causante de grandes varianzas en los tMRCA obtenidos,
con rangos de HPD de hasta 1300 afios, como es el caso del nodo que da
origen al linaje L1, que son consistentes con los obtenidos en el trabajo de
Iraola et al. [154]. Sin embargo, considerando los resultados obtenidos en
conjunto con la historia del ganado bovino en América resulta favorable un
escenario en el que, con la incorporacion del ganado al continente, los linajes
sudamericanos de C. fetus comenzaran a evolucionar de forma divergente,

en respuesta a un nuevo ambiente.

5.5.1. Rasgos genomicos diferenciales entre
sublinajes sugieren procesos de
adaptacion

Campylobacter es un género que ha evolucionado para adaptarse a diferen-
tes hospederos [240, 241]. Frente a los cambios genéticos producidos en
respuesta a la adaptacion a hospedero, la sefial filogeografica resulta muy
débil, sin embargo, al remover la variable hospedero ha sido posible identi-
ficar alopatria en genomas de Campylobacter [242]. Este fenémeno resulta
evidente en los genomas de C. fetus ST4 de origen bovino abordados en este

capitulo.

El andlisis del pangenoma permite diferenciar entre aquellos genes que cum-
plen funciones housekeeping, encontrados en todos o en la gran mayoria de

los genomas de una poblacion y los genes accesorios, que proveen funciones
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adaptativas. Su estudio detect6 diferencias en los patrones de presencia/au-
sencia y en los perfiles funcionales entre los sublinajes individuales y entre

los grupos de sublinajes europeos y sudamericanos:

= Se demostrd que los sublinajes tienen perfiles funcionales diferentes,
siendo U (transporte y secrecion) y L (replicacién, reparacidn, recombi-

nacion) las principales categorias discriminantes.

= Se identificaron genes particulares cuya presencia o ausencia discrimina
entre sublinajes o grupos de sublinajes, resultando llamativa la alta
frecuencia de genes derivados de fagos o relacionados al procesamiento
de la informacion genética presentes exclusivamente en los genomas

europeos.

Si bien se encontraron diferencias significativas en el numero de genes
accesorios por genoma para los grupos SA-EU, estas se dan debido a un gran
ntimero de genes accesorios presentes en los genomas del sublinaje SA1. Este
es un sublinaje compuesto casi exclusivamente por aislamientos argentinos.
Teniendo en cuenta la extension geografica de este pais y el hecho de que
la ganaderia es una actividad que se lleva a cabo en todo su territorio, es
esperable la presencia de un mayor numero de genes accesorios debido a
la diversidad de ambientes en la que ocurre esta actividad. Por el otro lado,
el sublinaje con el menor nimero de genes accesorios por genoma es SA2,
compuesto mayoritariamente por aislamientos uruguayos. Una variable que
podria aportar a la diferencia observada radica en las razas utilizadas en la
actividad ganadera en ambos paises, debido a que mientras que en Uruguay
mads del 90 % del ganado corresponde a las razas Hereford y Aberdeen Angus

[243], en Argentina coexisten mas de 10 razas diferentes [244].

5.5 Discusién

218



Se evaluaron genes particulares por su relevancia en la interaccidén
hospedero-patégeno Algunos genes relevantes por su rol en la interac-
cion con el hospedero fueron abordados de forma particular. Esto permitié
identificar la ausencia del sistema del secrecién T5SSb y la toxina CdtB en
todos o algunos de los genomas pertenecientes al sublinaje EU2, debido a la
presencia de mutaciones sin sentido que producen proteinas truncas. El gen
feoB, que codifica parte del sistema de adquisicién de hierro FeoAB, con gran
afinidad por el Fe (II), también fue encontrado como una variante pseudoge-
nizada en los genomas europeos. Se ha reportado que una cepa de C. jejuni
mutante en feoB presenta una menor capacidad para colonizar y sobrevivir
en células intestinales de conejo [245]. En conjunto, estas variantes pueden
indicar una menor virulencia en las cepas de los sublinajes europeos y en
EU2 en particular, pero son necesarios experimentos in vitro o in vivo para

confirmarlo.

Las proteinas Fic estan presentes en todos los genomas analizados,
pero se observa un enriquecimiento en los genomas europeos Las
proteinas Fic actian como sistemas toxina-antitoxina [203]. En estos el com-
ponente toxina es estable, mientras que la antitoxina es muy labil, por lo que
debe ser expresado de forma constitutiva. En ausencia de la antitoxina y ante
una sefial de estrés ambiental las toxinas actian modificando las proteinas
mediante la adicién de AMP. Esta respuesta inhibe la replicacion del ADN y la
division celular, produciendo un fenotipo filamentoso caracteristico que es re-
vertido al finalizar la sefial de estrés. Esta respuesta puede afectar a la misma
bacteria fomentando un estado persistente, cuya importancia epidemiolégica
fue demostrada en C. jejuni [246], o bien, al ser secretadas mediante siste-
mas de secrecién de tipo 3 0 4 pueden actuar sobre otras bacterias o sobre
células del hospedero e inhibir su ciclo celular [247], por lo que constituyen

importantes factores de virulencia de bacterias patégenas. Se describid la
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presencia de Fic como sistemas T-AT funcionales en C. fetus [203], y en este
trabajo fue posible detectar proteinas Fic en todos los genomas estudiados,
sin embargo se encontré un mayor numero de proteinas Fic en los genomas
europeos que en los sudamericanos, ademds de constatarse diferencias en
las clases de Fic entre sublinajes. La redundancia de los sistemas T-AT esta
asociada a mayores tiempos de sobrevida de un patégeno en el hospedero
[203], por lo que se puede inferir una mayor persistencia de las infecciones
causadas por cepas de los sublinajes europeos, pero para profundizar esta
hipétesis seria necesario evaluar y comparar la persistencia de la infeccién

en animales de diferente origen.

Evidencias de mayor incidencia de recombinacion en sublinajes sud-
americanos y aislamientos de un sublinaje europeo Unos de los rasgos
mas notables al comparar los genomas pertenecientes a los sublinajes sud-
americanos con los europeos ha sido la gran diferencia en el impacto de
la recombinacién en favor de los sublinajes sudamericanos, al encontrarse
no sélo una mayor proporcién de bases con evidencia de recombinacién,
sino también la presencia de dos bloques recombinantes exclusivos de estos
sublinajes en una region que ha sido reportada como una isla génica [235],
que contiene genes importantes en la interaccion con el hospedero como sap,
importante factor de virulencia debido a su funcién en la evasién del sistema

inmune [248], y panB, un factor de especificidad de hospedero [249].

Por otro lado, la ausencia de bloques recombinantes compartidos entre EU2
y los otros sublinajes trazan una aparente barrera de recombinacién que

aislarian al sublinaje, cuyas causas aun no han sido estudiadas.

Incidencia de elementos moviles variable Los diferentes elementos mo-

viles son importantes contribuyentes en la diferenciacién de los linajes, ya
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que constituyen mecanismos rapidos de evolucién, que le permiten al orga-
nismo afrontar con éxito cambios ambientales desfavorables. Por esto, se
estudiaron la distribucién del elemento de insercién ISCfel y la presencia de
diferentes pldsmidos reportados en genomas de C. fetus y bacterias relacio-
nadas, ademads de los sistemas CRISPR-Cas, que limitan la incidencia de los

elementos génicos foraneos.

Las mayores profundidades de mapeo indican una mayor incidencia de
[SCfel en los genomas de los sublinajes sudamericanos.  Este elemento de
insercion, compuesto por los genes tnpA y tnpB, fue descrito como blanco
molecular para el diagndstico de CGB [99], debido a su presencia exclusiva
en cepas de Cfv y Cfvi. En este trabajo se identifico la presencia de ISCfel en
87 genomas al utilizarse BLASTn como herramienta de busqueda, mientras
que al utilizar una estrategia basada en mapeo de reads fue posible identificar
este elemento de insercién en todos los genomas bovinos ST4 analizados. La
imposibilidad de recuperar a ISCfel mediante BLASTn en todos los genomas
se debe probablemente al grado de fragmentacion de los genomas [186],
debido a la dificultad que presentan las regiones de baja complejidad durante
el ensamblado a partir de reads cortos. El andlisis de secuencia permitidé
distinguir tres tipos diferentes de ISCfel, uno de los cuales ademas de ser
exclusivo, es el tnico presente en el sublinaje EU2. En cuanto al numero
de pardlogos del elemento de insercién, segun los resultados de mapeo
se observa una mayor incidencia en los sublinajes sudamericanos, lo que
podria traducirse en una mayor plasticidad de estos genomas, hipdtesis que
contrasta con la presencia de grupos de ortélogos de origen fagico exclusivos

de sublinajes europeos.

Fic y otros sistemas T-AT encontrados en plasmidos identificados sdlo en

genomas europeos.  Existen diferentes estrategias para la obtencién de
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secuencias plasmidicas, aplicables en diferentes fases de la obtencion de los
genomas. Por ejemplo, es posible inferir contigs plasmidicos a partir de grafos
de ensamblado [250], pero para realizar este tipo de abordaje es necesario
contar con los datos de secuenciaciéon masiva, que no siempre se encuentran
disponibles. Otras herramientas como PlasmidFinder [251] permiten clasifi-
car los contigs segun su origen mas probable (cromosémico o plasmidico),
basdndose en la deteccion del replicén, regidn que contiene elementos que
controlan la replicacion [252]. Estas herramientas, sin embargo, tienen la
limitacién de que sélo pueden detectar los contigs que contienen replicones,
por lo que su aplicabilidad en genomas fragmentados, que representan la
inmensa mayoria de los datos gendmicos disponibles en bases de datos pu-
blicas es limitada. Por esta razdn, se adoptaron dos estrategias que se basan
en la deteccidén de secuencias plasmidicas de referencia extraidas de geno-
mas completos de C. fetus y otras especies relacionadas, que se encuentran

disponibles y publicas en bases de datos gendmicos.

Este abordaje permitid inferir la presencia de varios plasmidos, identificAndo-
se a dos de ellos muy similares entre si (NZ_CP059442.1 y NZ_CP059440.1,
ver Figura 8.2) que parecen separar los sublinajes sudamericanos de los
europeos. Estos plasmidos contienen, ademas de los genes que codifican la

magquinaria de conjugacién genes Fic y otros dos sistemas T-AT.

Es frecuente encontrar sistemas T-AT en elementos maéviles como plasmidos,
donde cumplen la funcién de asegurar que sélo las células hijas que conten-
gan el pldsmido sobrevivan luego de la division celular, mediante un proceso
conocido como Postsegregational killing o PSK por sus siglas en inglés. Duran-
te este proceso, la toxina estable presente en el citoplasma celular actda sin
la inhibiciéon dada por la antitoxina, induciendo cambios a nivel celular que

llevan a la inhibicién del crecimiento y a la muerte celular [247].
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El pldsmido pCFV_08A948 P1 (accession NZ_ CP059442.1), detectado en
todos los genomas de los sublinajes europeos y solo en 5 genomas SA1, se
caracteriza por contener, ademads de Fic, los sistemas T-AT YAfQ y VapC (ver
Figura 8.2). YafQ es una endonucleasa de ARNm que degrada los transcriptos,
evitando asi su traduccién e induciendo un estado de detencién del creci-
miento [233], mientras que VapC actia inhibiendo la traduccion al romper
el anticodon de iniciacion, y se ha demostrado que contribuye en la coloniza-
cién de las células del hospedero y que esta involucrada en el mantenimiento
de un plasmido de virulencia en Salmonella enterica [253]. La ausencia de
este plasmido en los genomas europeos no implica que estos sistemas no se
encuentren codificados en el cromosoma. Sin duda, los sistemas T-AT son
importantes en la interaccién con el hospedero, ya que su presencia puede
significar una ventaja durante el proceso infectivo, como se ha reportado en
otras especies. Sin embargo, es necesario un andlisis dedicado a éstos para

evaluar su relevancia y funcionalidad en C. fetus.

Mayor ntimero de arrays CRISPR en sublinajes sudamericanos Los siste-
mas CRISPR-Cas acttian como defensas contra la incorporacién desmedida
de elementos genéticos moviles. La deteccidén de estos sistemas se realiza
mediante la identificacién de los arrays CRISPR, tomando como punto de
partida la busqueda de secuencias repetidas, y paralelamente, la identifica-
cién de los genes cas mediante estrategias basadas homologia de secuencia.
Si bien no se encontraron diferencias en cuanto al nimero de genes cas, a
pesar de la ausencia de estos genes en un clado de EU1, si se observé una
leve pero significativa diferencia en el nimero de arrays CRISPR en favor de
los sublinajes sudamericanos. Adicionalmente, se detectaron menos arrays
CRISPR por genoma en EU2. Estas observaciones podrian indicar una mayor
predisposicidn en los genomas de los sublinajes europeos para adquirir mate-

rial genético mediante THG, sin embargo, la menor incidencia de elementos
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de insercién ISCfel detectada en los sublinajes europeos no es compatible
con esta hipédtesis. Tipicamente, los sistemas CRISPR-Cas contienen el cluster
de genes cas préoximos al array CRISPR, a una distancia no mayor a 10.000
pb de distancia, aunque se ha reportado que los sistemas CRISPR-Cas del
tipo III pueden funcionar con lo genes casI-cas2 en trans [254]. Mas alla de
esto, es posible que CRISPR-Cas en C. fetus cumpla funciones de regulacion
de la expresién génica, debido que se han reportado en una cepa de C. fetus
secuencias espaciadoras con identidad de secuencia significativa a un ORF
propio [239]. Seria necesario comprobar la expresion de los ARNcr para de-
terminar la funcionalidad de los sistemas hallados e identificar las secuencias
espaciadoras para determinar el blanco de su interferencia. Por otro lado,
para tener una vision mas completa sobre el papel de los sistemas de defensa
habria que comprobar el rol de los sistemas de restricciéon/modificacion, que

no fueron abordados en este trabajo.

EU2 es un sublinaje divergente

Tanto en los andlisis filogenéticos como en los perfiles genéticos se observé a
EU2 separado de los demds sublinajes, con distancias pareadas inter-linaje
significativamente superiores (ver Figura 8.1), y una menor diversidad in-
terna, a lo que se suma una aparente barrera de recombinacién y una baja
proporcion de genes accesorios. Este sublinaje, formado casi exclusivamente
por genomas de origen espafol, presenta un mayor nimero de proteinas
Fic, que a menudo se encuentran asociados a elementos moviles y un menor
numero de sistemas de secrecién dedicados a la exportacién de proteinas
efectoras y a la conjugacion, ademads de variantes pseudogenizadas en los
genes que codifican la toxina CdtB y el sistema de secrecién T5bSS. EU2 a su
vez tiene menos elementos de inserciéon ISCfel por genoma, y estos tienen

una secuencia diferente a la de los demas sublinajes. Es posible que las dife-
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rencias que se estan observando se deban a un proceso evolutivo que resulta
en la seleccidn de cepas menos virulentas, en el que los mecanismos de THG
no serian los mas contribuyentes. El articulo recientemente publicado por
Pena-Ferndndez et al. describe un clado espafiol de genomas pertenecientes al
biovar intermedio Cfvi, reportando una proporcion significativamente mayor
de genes con funciones relacionadas a la infeccion, incluyendo tres alelos
del gen cdtB [237]. Sin embargo, debido a que no se asegura la integridad
de los mismos, no se considera la posibilidad de que estos se encuentren

pseudogenizados, como se demostrd en este trabajo.
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5.6. Conclusiones

En este capitulo se describe la estructura poblacional del clado bovino de C.
fetus, restringiendo el set de datos al ST predominante en este hospedero. Se
encontrd una estructura definida, compuesta por cuatro linajes asociados a
diferentes regiones geograficas, con dos linajes de origen predominantemente
europeo y dos asociados a América del Sur, cuya divergencia data de hace
650 afios aproximadamente, época de introduccién del ganado al continente

Americano.

Los genomas de los sublinajes sudamericanos parecen ser mas plasticos, debi-
do a la mayor presencia de elementos de insercién y regiones con evidencia
de recombinacién, caracteristicas compatibles con la expansién del genoma
accesorio en respuesta a la adaptacion al nuevo ambiente. Por otro lado, el
sublinaje EU2, compuesto por genomas de origen espafiol en su mayoria, se
encontro aislado de los deméas genomas estudiados por una aparente barrera
de recombinacién, ademas de ser tanto filogenética como funcionalmente

distante.
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Estudio de una serie de
casos clinicos de
Campylobacter fetus
ocurridos en Montevideo
entre 2013 y 2018

6.1. Introduccion

Las infecciones por C. fetus en humanos causan mayoritariamente enferme-
dad sistémica, tipicamente en individuos con otras enfermedades subyacentes.
Algunos factores predisponentes van desde la inmunosupresién, causada por
el virus de inmunodeficiencia humana o por cdncer hematoldgico, diabetes,
cirrosis, embarazo o edad avanzada. La principal ruta de transmisién a hu-
manos es mediante el consumo de productos de origen animal contaminados,
o el contacto con animales de granja [73]. Sin embargo, la microbiota podria
actuar como reservorio de cepas de C. fetus patobiontes en individuos sa-
nos, facilitando la diseminaciéon mediante transmision entre personas [154].
Ademas, se ha reportado la transmision de persona a persona en hombres
que tienen sexo con hombres [72], y casos de meningitis en recién nacidos

sugieren la transmisién desde adultos u otros recién nacidos [255, 256].
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6.2. Antecedentes

En este capitulo se realiza el estudio retrospectivo de una serie de casos de

infeccion por C. fetus ocurridos en 3 hospitales de la ciudad de Montevideo, en

el periodo comprendido entre junio de 2013 y junio de 2018. A continuacion,

se describe brevemente cada uno de estos casos en orden cronolégico.

6.2.1. Descripcion de los casos

HB1:

HC1:

HC70-b y HC70-c:

En julio de 2013 en el hospital H1 se reporto el primer caso en un
trabajador rural de 64 afios, portador de un linfoma no Hodgkin en
células del manto. El paciente recibia tratamiento oncolégico consis-
tente en una combinacién de quimioterapia R-CHOP y Bendamustina-

Rituximab.

Esta cepa fue aislada en febrero de 2014 a partir del hemocultivo de
un paciente de 58 afios con desérdenes psiquidtricos que vivia en la
indigencia y sufria de cancer de préstata y fue ingresado al hospital H2

con fiebre.

En junio de 2014 una mujer de 39 afios que transcurria la semana
26 del embarazo fue admitida al hospital H2 con un diagndstico de
meningitis. Se aislaron las cepas HC70-b y HC70-c de sangre y liquido
cerebroespinal respectivamente. Se le practicé una cesdrea de urgencia
al constatar sufrimiento fetal. El neonato fue diagnosticado con sepsis y
sobrevivid luego del tratamiento con meropenem. Se habia constatado

antecedentes de consumo de carne cruda en la madre.
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HC71:

HC73:

HB74:

HM1:

El cuarto caso de esta serie se registrd en setiembre de 2015 en el
hospital H2. La cepa HC71 se aislé de un cultivo de fluido de ascitis

obtenido a partir de un paciente de 48 afios con cirrosis.

Dos meses después del caso anterior se registré un nuevo caso en el
mismo hospital (H2) en una paciente de 89 afios portadora de un
mieloma multiple admitida por un cuadro febril. El aislamiento se

realizd a partir del hemocultivo.

Esta cepa se aislé a partir del hemocultivo de una mujer de 59 afios en

el hospital H1, también en diciembre de 2015.

Luego de mas de 2 afios en los que no se reportaron casos de infec-
cién por C. fetus, en junio de 2018 se aisla la cepa HM1 a partir de
hemocultivos de un paciente de 64 afios admitido al hospital H3 con

diagndstico de aneurisma de aorta.
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6.3. Metodologia

6.3.1. Obtencion de secuencias genémicas

La identificaciéon de los aislamientos a nivel de género se realiz6 en la-
boratorios del Hospital Maciel y del Instituto de Higiene (Universidad de
la Republica), utilizando los métodos de rutina implementados por cada
nosocomio, como BactAlert, VITEK2 y MALDI-TOF. A nivel de especie, la
identificacion se hizo mediante secuenciacidn parcial del gen 16S y dos estra-
tegias de PCR: la primera estrategia, implementada por Iraola et al. [100]
consiste en una PCR multiplex, donde se utiliza el par de cebadores MG3F
y MG4F para amplificar una regién de 764 pb del gen cstA y otro par de
cebadores disefiados por Moolhuijzen et al. [101] que amplifica 233 pb de
virB, cuya presencia habia sido reportada tinicamente en la subespecie Cfv.
La segunda estrategia empleada consiste en un método de PCR a tiempo
real que amplifica una regién del gen 16S y permite la identificaciéon de

aislamientos de C. fetus a nivel de especie [102].

La secuenciacion y el ensamblado de los genomas de los aislamientos identi-

ficados se describe en el Capitulo 3.

6.3.2. Analisis bioinformaticos
MLST

Se realizd una tipificacidn de los aislamientos mediante MLST. Para esto se
utilizd el esquema de alelos disponible en la base de datos PubMLST [92,
257] correspondiente a C. fetus [161] y MLSTar, un pipeline desarrollado en

nuestro laboratorio, que devuelve los ST a los que pertenece cada genoma

6.3 Metodologia

230



[162]. Para esto se utilizo la funcién MLSTar: : doMLST, que extrae las secuen-
cias de los alelos descriptos en la base de datos correspondiente mediante

BLASTn.

Obtencion del marco clonal

Se infirié a partir del alineamiento de genomas de los 8 aislamientos ana-
lizados en este capitulo. Para esto, en primer lugar se obtuvo el genoma
core utilizando Harvest Suite [163]. Se obtuvo el marco clonal a partir del

alineamiento resultante utilizando Gubbins [164].

Filogenias

Se realizaron utilizando el método de Maximum Likelihood y el modelo
GTRCAT en RaxML [165], a partir del alineamiento de secuencias nucleotidicas
correspondientes a los genes del MLST concatenados o al marco clonal. La
visualizacion de los drboles filogenéticos resultantes se realizé utilizando el

paquete ggtree [167] en R.
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6.4. Resultados

6.4.1. Analisis de MLST de los aislamientos

A partir de las secuencias gendmicas obtenidas de los 8 aislamientos des-
criptos se ejecutd MLSTar para su tipificacion, encontrandose que ST4 es el
genotipo mayoritario. En la Tabla 6.1 se detallan los resultados de tipificacién

obtenidos.

6.4.2. Prediccion del genoma core y el marco
clonal

El genoma core, deducido a partir del alineamiento gendmico de los ocho
aislamientos clinicos uruguayos consta de 1.634.667 posiciones, esto es 89 %
del genoma mads largo. La busqueda de regiones recombinantes realizada
mediante Gubbins dio como resultado la identificacion de multiples bloques
recombinantes, que pueden verse en la Figura 6.1. Alli pueden identificarse
bloques recombinantes ancestrales compartidos unicamente por los geno-

mas de los aislamientos HB74 y HC71, y otros bloques recombinantes mds

Tabla 6.1: Resultados de la tipificacién de los aislamientos mediante MLST

Aislamiento aspA glnA gltA glyA pgm tkt uncA ST

HB1 1 2 2 2 1 2 1 4
HC1 1 2 2 2 1 2 1 4
HC70-bc 1 2 2 2 1 2 1 4
HC71 1 5 4 2 1 7 9 20
HC73 1 2 2 2 1 2 1 4
HB74 1 1 1 1 1 1 1 1
HM1 1 2 2 2 1 2 4 6
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recientes en el genoma de la cepa M1. La escision de los bloques recombi-
nantes detectados del genoma core da lugar a la obtencion del marco clonal,
reteniéndose en total 5305 posiciones polimorficas a partir de las cuales se

construyd la filogenia.

6.4.3. Filogenias y recombinacion

La filogenia global mostrada en la Figura 4.7, obtenida a partir del marco
clonal de un conjunto de datos compuesto por 219 aislamientos, nos permite
obtener la posicion de los genomas uruguayos en la estructura poblacional
global de C. fetus no testudinum, la cual se muestra en la Fig. 1 de la pag. 2
de “Polyclonal Campylobacter fetus infections among unrelated patients Mon-
tevideo Uruguay 2013-2018” [258], donde se observa que los aislamientos
clinicos no forman un grupo monofilético, sino que se distribuyen en tres
linajes diferentes: HC71 y HB74 son los més alejados del grupo, encontran-
dose en los linajes L7 y L5 respectivamente, mientras que el resto de los
aislamientos forma un grupo monofilético en el linaje L2. Paralelamente, en
la filogenia construida a partir del alineamiento genémico de los aislamien-
tos clinicos uruguayos, se observa que el grupo monofilético que se agrupd
dentro del linaje L2 en la filogenia global se separan los genomas de acuerdo
a su ST (Figura 6.1). Se encontraron bloques recombinantes exclusivos en
los genomas de los aislamientos HM1 y HC71. A su vez, se encontr6 recombi-
nacion entre los genomas HB74 y HC71, que podria explicarse debido a la

co-ocurrencia temporal de ambas cepas.

6.4.4. Distancias entre los aislamientos

Para determinar el grado de similitud entre los aislamientos clinicos uru-

guayos se extrajo el nimero de SNPs que separa cada aislamiento de forma
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Fig. 6.1: Arbol filogenético construido a partir del alineamiento genémico de
los 8 aislamientos clinicos de C. fetus. El color de las etiquetas de los
genomas corresponden al linaje al que pertenece cada aislamiento,
mientras que los la forma y el color de los tips indican el afio
en el que se obtuvo el aislamiento y el ST al que pertenece. A la
derecha se muestra la visualizacién obtenida mediante Phandango
de las regiones recombinantes detectadas por Gubbins en rojo si
corresponden a recombinaciones ancestrales, detectadas en nodos
no terminales, o azul si se detectaron en nodos terminales.

pareada. A partir del alineamiento del genoma core se obtuvieron las dis-
tancias genéticas mostradas en la parte B de la Fig. 1 de la pdg. 2 en el
articulo. Aqui se reflejan las filogenias obtenidas previamente, donde los
genomas que forman el grupo monofilético en L2 en la filogenia contienen
muy poca variabilidad (0-15 SNPs), y el aislamiento HM1 se encuentra algo
mads alejado. HB74 y HC71 estdn separados entre si por una distancia mayor

a la que separa a cada uno de ellos con los aislamientos del linaje L2.
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Tabla 6.2: Distancias gendmicas entre los aislamientos, expresadas en SNPs, obte-
nidas a partir del alineamiento del marco clonal.

HC70-c HC70-b HC1 HB1 HC73 HM1 HB74 HC71
HC70-c 0 0 0 14 15 388 2065 2531
HC70-b 0 0 14 15 388 2065 2531
HC1 0 14 15 388 2065 2531
HB1 0 13 386 2063 2529
HC73 0 387 2064 2530
HM1 0 2092 2561
HB74 0 2795
HC71 0
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6.5. Discusion

En este trabajo reportamos una serie de casos clinicos de C. fetus que sucedie-
ron en un periodo de tiempo de 5 afios, entre junio de 2013 y junio de 2018,
en tres hospitales de la ciudad de Montevideo. En los 5 afios anteriores a
dicho periodo no se habian reportado casos vinculados en C. fetus en ninguno
de estos hospitales, como tampoco se reportan cambios en las estrategias
de diagnostico utilizadas. Estos hechos sugirieron que los casos aqui repor-
tados formaban parte de un brote de C. fetus que afecté a pacientes con
antecedentes de inmunosupresién o condiciones patoldgicas preexistentes.
Para esclarecer si estos casos fueron efectivamente parte de un brote, se

secuenciaron los genomas y se realizaron estudios comparativos.

Se encontrd que 5 de los 8 aislamientos forman un grupo perteneciente al
linaje L2, donde todos presentan genotipo ST4, el cual se asocia mayorita-
riamente a bovinos. Las distancias genéticas entre los aislamientos de este
grupo fueron muy bajas, menores a 15 SNPs, por lo cual podria tratarse
de un mismo clon. No se encontré evidencia que relacione entre si a los
pacientes infectados con este clon, ni que estuvieran expuestos a una fuente
de contaminacién en comun. Esto, ademas del hecho de que los aislamientos
ocurrieran en un periodo de tiempo prolongado, sugiere que estos pacientes
fueron infectados por vias independientes. La fuente de infeccién podria
haber sido de origen zoondtico, la via mas frecuentemente reportada [73],
aunque no puede descartarse la transmision humano — humano, como ya
ha sido reportado anteriormente [72], y tratarse de un clon que circula en
la poblacién de forma asintomatica. Esta hipdtesis se ve favorecida por la
identificacion de C. fetus en microbiomas intestinales humanos pertenecientes

a individuos sanos [154].
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HM1, el aislamiento mas cercano a este grupo, que también pertenece al
linaje L2, estd separado de los aislamientos del grupo por 390 SNPs aproxima-
damente, pero fue obtenido en un tercer hospital en el afio 2018. Tampoco
pudo identificarse un origen comun con los aislamientos del grupo. Los
aislamientos HC71 y HB74, muy divergentes entre si y con los demds aisla-
mientos, pertenecen a los linajes L5 y L7 respectivamente. HC71 pertenece a
un linaje compuesto exclusivamente por aislamientos obtenidos a partir de
sangre de humanos en Taiwan. Sin embargo, estos aislamientos se agrupan
en un clado que excluye al aislamiento uruguayo. HB74 fue identificado
como perteneciente al linaje L7 ST1, al igual que el aislamientos 17144 S83,
obtenido a partir de un feto ovino, aislado por el INIA La Estanzuela. Dada la
pequeila diferencia que separa a HB74 y 17144 S83 (24 SNPs), podriamos
estar hablando de un mismo clon. Sin embargo, al no contar con informacién
que relacione ambos aislamientos, mads alld de lo genético, no es posible

trazar vias de transmision y/o contaminacion.

Cabe recordar que el ST4 es el predominante en aislamientos de C. fetus
de origen bovino. La cercania de estos aislamientos a los grupos de origen
bovino podria estar evidenciando zoonosis reciente, en la que los individuos
adquirieron la infeccion debido al contacto con animales infectados, aunque

la via de transmisidén zoondtica solo se confirmé en dos casos.
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6.6. Conclusiones

La serie de casos reportada en este trabajo corresponde a aislamientos poli-
clonales, sin evidencia de una fuente comun de contaminacion, o transmision.
Dada la despreciable distancia evolutiva que separa a los aislamientos del
grupo compuesto por HB1, HC1, HC70 (c y b) y HC73 en contraposicién a la
temporalidad de los casos, se sugiere la hipdtesis de que se originan a partir
de un mismo clon que circula por la poblacién de forma asintomaética, que
fuera recientemente adquirida mediante zoonosis. Este adquiere caracteristi-
cas de gravedad dada la presencia de patologias o condiciones preexistentes
en los pacientes. Los aislamientos divergentes HB74 y HC71 tienen origenes

independientes.

El trabajo que se describe en este capitulo derivé en la publicacion del
articulo “Polyclonal Campylobacter fetus infections among unrelated patients,

Montevideo, Uruguay, 2013-2018” [258], que se anexa a continuacion.
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In Montevideo (2013-2018), 8 Campylobacter fetus extraintestinal
infections were reported. The polyclonal nature of strains re-
vealed by whole-genome sequencing and the apparent lack of
epidemiological links was incompatible with a single contamina-
tion source, supporting alternative routes of transmission.
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Campylobacter fetus infections in humans mainly cause inva-
sive illness, typically under the presence of defined underlying
diseases. Predisposing factors range from immunosuppression
(as caused by human immunodeficiency virus or hematological
cancers), diabetes, cirrhosis, pregnancy or advanced age.

The main suspected route of C. fetus transmission to humans
is the consumption of contaminated animal products or con-
tact with farm animals [1]. However, recent evidence indicates
that the gut microbiota could act as a reservoir for pathobiont
C. fetus strains in healthy individuals, facilitating dissemination
through asymptomatic carriage and person-to-person trans-
mission [2]. In addition, person-to-person transmission has
been recently proposed in men who have sex with men [3], and
2 previously reported cases of meningitis in newborns are also
suggestive of transmission from an adult or another newborn
[4, 5]. In the current study, we used whole-genome sequencing
to characterize C. fetus epidemiologically, given an observed
increase in C. fetus cases during 2013-2018 in Montevideo,
Uruguay.
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METHODS

A retrospective, genomic-based study was carried out to inves-
tigate the nature of 8 C. fetus cases reported by internal surveil-
lance systems in 3 hospitals in Montevideo from June 2013 to
June 2018. Remarkably, since the previous 5-year period (2008-
2013) when no C. fetus cases were reported, diagnostic tools
and reporting procedures were essentially the same in these
hospitals. Routinely, infections were initially detected from
blood, cerebrospinal fluid and/or ascites fluid cultures using the
BactAlert system (bioMérieux) and strains were subsequently
identified using the VITEK 2 system (bioMérieux) and/or
matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry at the Instituto de Higiene (Facultad de Medicina,
Universidad de la Republica, Uruguay) and/or Hospital Maciel,
Montevideo, Uruguay.

In all cases, the presence of Campylobacter was confirmed
but some strains were not identified at the species level.
Next, the Seccion Genética Evolutiva (Facultad de Ciencias,
Universidad de la Republica, Uruguay) identified the
Campylobacter isolates to the species level using polymerase
chain reaction methods, described elsewhere [6, 7], and par-
tial 16S sequencing, confirming the presence of C. fetus in
all cases. Subsequently, whole-genome sequencing was per-
formed using an Illumina MiSeq platform at the Institut
Pasteur de Montevideo, Uruguay. Sequencing data was pro-
cessed, assembled, and annotated as described elsewhere [2].
Genome assemblies were deposited in the National Center
for Biotechnology Information database (BioProject no.
PRJNA543866). Multilocus sequence typing was performed
from genomic sequences using MLSTar [8] or as described
elsewhere [9]. A core genome phylogeny was constructed
using the Harvest software (version 1.0) suite [10], by adding
the 8 new genomes to a global data set representing the known
genetic diversity of C. fetus [2, 11]. Strain membership in pre-
viously described lineages was based on phylogenetic place-
ment within the core genome phylogeny.

RESULTS

From June 2013 to June 2018, there was an increase in patients
infected with C. fetus (8 patients in all: 1 in 2013, then 3 each
in 2014 and 2015, and 1 in 2018), compared with the previous
5-year period from June 2008 to May 2013, when no C. fetus
infections were reported. The first case was reported in July
2013 (hospital 1). It occurred in a 64-year-old man who had
received a combination of R-CHOP chemotherapy (rituximab
with cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, and pred-
nisone) and bendamustine-rituximab against a non-Hodgkin
mantle cell lymphoma; the isolated strain HB1 (also referred
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as H1-UY) was characterized by means of multilocus sequence
typing as genotype sequence type (ST) 4 [12].

Then in February 2014, a 58-year-old homeless man with psy-
chiatric disorders and prostate cancer was seen for fever and
admitted to hospital 2. Blood cultures were positive for C. fetus,
and the isolated strain HC1 belonged to the same ST-4 geno-
type. In June 2014, a 39-year-old woman, who was 26 weeks
pregnant and had a history of raw meat consumption, was also
admitted to hospital 2 and received a diagnosis of meningitis.

A

C. fetus ST-4 was isolated from blood (strain HC70-b) and ce-
rebrospinal fluid (strain HC70-c) cultures. Cesarean delivery
was required owing to fetal bradycardia, and neonatal sepsis
was diagnosed in the newborn, caused by vertical transmission
of the same ST-4 C. fetus strain (HC70-nw). The newborn sur-
vived after treatment with meropenem.

In September 2015, another case was reported in hospital 2,
isolated from ascites fluid in a 48-year-old cirrhotic male pa-
tient carrying a ST-20 C. fetus strain (HC71). In December
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2013 2014 2015 2016 2017 2018
v o
€ & v o B =2 8 F
B 8] 18] S} «© 8] = «© S}
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Same lineage @ ST-4 P @HC70c 0 0 0 14 15 388 2065 2531
Sub-lineage ST-20  @evvvevnenns @HC70-b 0 0 0 14 15 388 2065 2531
Inter-lineage @ ST-1 @ Hc 0 0 0 14 15 388 2065 2531
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Figure 1.

HB74

Chronology and genomic relatedness of Campylobacter fetus strains. A, Chronology of C. fetus cases reported in 3 hospitals in Montevideo, Uruguay. Colors rep-

resent the multilocus sequence typing (MLST) genotype (blue, sequence type [ST] 4; yellow, ST-20; green, ST-1). B, Phylogenetic relationships between strains based on the
core genome. MLST genotypes are represented as colored circles. The tabulation on the right shows numbers of single-nucleotide polymorphisms shared between strains;
colors indicate whether strains belong to the same or a different phylogenetic lineage. C, Phylogenetic relationships of local cluster strains incorporated into a global collec-
tion of C. fetus strains (phylogenetic lineages as defined by Iraola et al [2]); strains are identified by color, and the specific positions of cluster strains are highlighted with red
dots. A detailed phylogenetic tree with tip labels is presented in Supplementary Figure 1.
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2015, yet another case was reported in hospital 2, in a 89-year-
old female patient. In this case, a ST-4 C. fetus strain (HC73)
was isolated from blood cultures. Also in December 2015, but
in hospital 1 (where the first case was reported), C. fetus ST-1
(strain HB74) was isolated from the blood of a 59-year-old fe-
male patient. No cases were reported in 2016 or 2017. In June
2018, C. fetus was again isolated in hospital 3 from blood cul-
tures of a 64-year-old male patient with a diagnosis of aortic
aneurysm. This strain (HM1) was genotyped as ST-4. The
chronology of cases is summarized in Figure 1A, and further
details are provided in Table 1.

Except for the mother and her newborn, no epidemiological
link was evident between any of the patients. Given this and
the observed dominance of the ST-4 but also the presence of
other C. fetus clones, whole-genome sequences were used to re-
construct the precise phylogenetic relationship among strains.
Figure 1B shows the close genetic relationship between ST-4
strains isolated in different periods of time and also in dif-
ferent hospitals. Furthermore, the number of single-nucleotide
polymorphisms (SNPs) in the core genome evidenced that
strain HM1 is divergent with respect to the other ST-4 strains
(Figure 1B). Strains belonging to ST-20 and ST-1 are phyloge-
netically divergent, as also evidenced by a much higher number
of SNPs compared with ST-4 strains.

C. fetus strains have been previously classified into 8 phyloge-
netic lineages (L1-L8) [2], so we added our strains to the global
C. fetus phylogeny, observing that they all belonged to 3 previ-
ously described lineages frequently reported in humans (Figure
1C). In particular, all ST-4 strains belonged to L2, a worldwide
distributed, human-adapted lineage, but were divided into 2
sublineages. Strain HM1 belonged to the major sublineage, and
the rest (HB1, HC73, HC1, HC70-b, and HC70-c) clustered in
a second, more restricted sublineage. Strains HB1, HC73, HC1,
and HC70 (both isolates HC70-b and HC70-c from the same
patient) probably represent the same clone circulating in the
Uruguayan population, given their extremely close genetic re-
latedness (0-15 SNPs) (Figure 1B). Interestingly, strain HC71

(ST-20) belonged to lineage 5 (L5) which to date was com-
posed only by strains from Taiwan isolated from humans be-
tween 2002 and 2014. Strain HB74 (ST-1) belonged to lineage
8 and was closely related to JP10, a strain isolated from a pa-
tient in Japan in 2001 (Supplementary Figure 1). Together, the
genomic and phylogenetic analysis of C. fetus strains isolated
from Uruguayan patients revealed epidemiological complexity,
characterized by both very similar and very divergent strains
circulating among unrelated patients.

DISCUSSION

Campylobacter fetus infections in humans are sporadically
reported, and longitudinal studies are even more rarely de-
scribed. Indeed, ours is the first C. fetus case series reported
in humans in South America. Specifically in Uruguay, C. fetus
had not been formally reported in humans until the appear-
ance of these cases, even though routine detection methods in
the 3 hospitals where C. fetus was detected have been similar
in past years. Accordingly, and beyond our study’s retrospec-
tive nature, the absence of control groups, and the fragmented
clinical data available from our patients, the emergence of these
cases is unlikely to be caused by any improvement in diagnostic
procedures.

The apparent lack of epidemiological link between patients
and the absence of an identified common food source at least
suggest independent routes of infection. Indeed, both the pres-
ence of almost identical strains circulating in unrelated patients
and different hospitals (HC1, HC73, HC70, and HB1), and the
appearance of different genotypes co-occurring in time (HB74
and HC73 in December 2015) may be evidence that most pa-
tients were independently contaminated from animals or an-
imal products or colonized with strains circulating among other
humans.

Interestingly, we have recently suggested that asymptomatic
carriage in the gut microbiota of healthy people could consti-
tute a way for C. fetus to disseminate among humans [2]. In

Table 1. Description of Campylobacter fetus Strains Isolated From Uruguayan Patients

Strain Comorbid Condition or Status Reason for Admission Source MLST Lineage Hospital Month and Year of Admission
HC71 Cirrhosis Peritonitis® Ascites ST-20 |5 2 September 2015
HB74 None NA Blood ST1 L8 1 December 2015
HM1 None Aortic aneurysm Blood ST4 L2.2 8 June 2018

HC73 Multiple myeloma Febrile illness Blood ST4 L2.1 2 December 2015
HB1 Non-Hodgkin lymphoma Cellulitis® Blood ST4 L2.1 1 July 2013

HC1 Prostate cancer Pneumonia Blood ST4 L2.1 2 February 2014
HC70-b° Pregnancy Meningitis® Blood ST4 L2.1 2 June 2014
HC70-c® Pregnancy Meningitis® CSF ST4 L2.1 2 June 2014
HC70-nw” Newborn Perinatal sepsis® Blood ST4 NA 2 July 2014

Abbreviations: CSF, cerebrospinal fluid; MLST, multilocus sequence typing; NA, not available; ST, sequence type.

°The reason for admission was confirmed to be caused by Campylocbacter fetus infection

“The same strain isolated from the mother and her newborn (HC70-nw was not sequenced)
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this situation, C. fetus could act as a pathobiont residing in the
gut that arises and causes invasive infections when the immune
function is compromised by underlying diseases. In favor of this
hypothesis, our previous work [2] identified a strain present in
the gut microbiota of healthy individuals, which was then re-
sponsible of a C. fetus cluster with human-to-human transmis-
sion in Canada [3], supporting the idea that C. fetus strains may
be asymptomatically carried pathobionts that emerge and cause
disease in particular conditions.

Our genomic approach uncovered similarities among
certain patients that were not apparent in the epidemiolog-
ical investigation of this case series; however, the drivers
for the observed increase in C. fetus infections remain un-
certain. Our results support the notion that whole-genome
sequencing is currently the only approach that allows to pre-
cisely characterize C. fetus strains, and its incorporation into
clinical surveillance is needed to better characterize the na-
ture of these infections. In addition, an assessment of asymp-
tomatic carriage of C. fetus in healthy individuals would
improve our understanding of its epidemiological character-
istics in humans.
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Consideraciones finales

Uruguay es un pais en el que la ganaderia es una de las actividades econo-
micas mas importantes, sin embargo, las tasas de procreo han sido bajas.
Se considera que las causas de la baja producciéon son multifactoriales, y
Campylobacter fetus es uno de los factores infecciosos mas prevalentes. C.
fetus se presenta con baja frecuencia en humanos, con cuadros gastrointesti-
nales, aunque frecuentemente causa infecciones sistémicas, sobre todo en

individuos inmunocomprometidos o con condiciones predisponentes.

Actualmente C. fetus se diagnostica mediante aislamiento en medios selectivos
que inhiben el crecimiento de otras bacterias, y la identificacion a nivel de
subespecie se realiza mediante métodos bioquimicos.

Historicamente, las subespecies definidas mediante estos métodos estan
asociadas a dos variantes ecoldgicas. Se considera que Cfv y Cfvi son los
causantes de la CGB, al colonizar el tracto genital de bovinos y generar
aborto endémico y baja fertilidad. Por otro lado, Cff es una subespecie mas
generalista, que infecta, ademds de humanos, a bovinos y ovinos, en los que
produce abortos esporadicos y tiene tropismo por el tracto gastrointestinal.
Existe solapamiento a nivel genémico entre ambas subespecies, y hasta
ahora no se han encontrado asociaciones entre sus respectivas preferencias

ecoldgicas y las pruebas bioquimicas que las diferencian.

Con la hipdtesis de que la baja especificidad y/o sensibilidad de las herra-
mientas moleculares propuestas se debe a que han sido formuladas en base a

un bajo numero de muestras o a muestras poco diversas, en este trabajo se

243



propuso reunir una gran diversidad genética de C. fetus, incluyendo cepas
circulantes en Uruguay, para identificar, mediante estrategias basadas en ge-
nomica comparativa, caracteristicas relevantes en la ecologia y patogenicidad
de esta especie, y disefiar una metodologia de diagndstico de CGB basada en

PCR.

El punto de partida para los estudios poblacionales realizados fue la com-
pilaciéon de una base de datos con secuencias gendmicas de buena calidad
y origenes geograficos y de hospederos diversos. Para tener en cuenta el
factor local se incluyeron genomas provenientes de aislamientos obtenidos
en Uruguay, a partir de muestras clinicas y de animales de produccién. La
disponibilidad de datos genémicos de buena calidad es indispensable para
el estudio de bacterias como C. fetus, de la cual se dispone de un nimero
limitado de secuencias y la mayoria de ellas se encuentran altamente frag-
mentadas. Asi es que, como parte de este trabajo, se incluy6 la obtencién de
los genomas de 18 aislamientos uruguayos de diferentes hospederos, segin

se detalla en el Capitulo 3.

Estudios poblacionales de C. fetus

Los estudios poblacionales se plantearon primero desde una perspectiva
general, al incluir genomas de diferentes hospederos, para luego focalizar el
estudio en el linaje bovino. Por dltimo, se analizaron genomas obtenidos a
partir de aislamientos de pacientes tratados en 3 hospitales de Montevideo,
en un estudio retrospectivo que abarcé 5 afios y fue publicado en 2019

[137].

La metodologia utilizada se basd en flujos de trabajo y herramientas bio-
informaticas ampliamente utilizadas. A nivel general, los genomas de las

cepas de C. fetus forman una estructura poblacional en la que se distinguen
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diferentes linajes con asociacién a hospedero. Los resultados obtenidos son
similares a los reportados en otros estudios [154, 186], validando entonces
la metodologia empleada. Es comun encontrar en diferentes especies de
Campylobacter evidencias de procesos de adaptacion a hospedero [242]. Por
ejemplo, C. hyointestinalis, la especie mds cercana a C. fetus se divide en dos
subespecies, una de ellas adaptada a cerdos y la otra mas generalista, que ha

sido encontrada en bovinos y otros hospederos.

El linaje bovino como objetivo para diagndstico de la

campylobacteriosis genital bovina

El linaje bovino L1 sobresalié en comparacidn con otros linajes donde predo-
minan los hospederos humanos, ya que se identificaron diversas caracteristi-
cas que indican un proceso de adaptacién, como el aumento observado tanto
en el numero de genes accesorios como en la incidencia de la recombinacién.
En este linaje co-ocurren las dos subespecies de C. fetus asociadas a mamife-
ros y el biovar intermedio, mientras que en los linajes humanos la ocurrencia
de Cfv y Cfvi es marginal.

En base a estas observaciones y a que no existe un vinculo observable entre
los marcadores fenotipicos y las caracteristicas ecoldgicas de las subespecies
que éstas definen, se puede sugerir una reinterpretacién de las subespecies
seguin su descripcion clasica, para dar paso a la adopcion de metodologias

que reflejen las caracteristicas de los ecotipos a nivel gendmico.

La busqueda de blancos moleculares para el diagnostico de la CGB pasaria
entonces, de la identificacién cldsica de subespecies a la distincion de los
linajes evidenciados en la estructura poblacional obtenida, con el linaje L1
como principal objetivo. Esto derivo en el disefio de cebadores especificos

para la identificacion de L1, que tienen como blanco una regién del primer
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ORF del elemento de insercién ISCfel. Si bien la validacion in vitro de estos
cebadores no se completd, los altos niveles de sensibilidad y especificidad
logrados en las pruebas in silico, junto a la probada eficiencia de herramien-
tas basadas en el mismo blanco, se anticipa su potencial como método de

diagndstico.

Se encontraron evidencias de alopatria transcontinental y

aislamiento genético en el linaje bovino

Al focalizar el estudio sobre el linaje bovino se identificé una estructura
poblacional con sublinajes asociados a diferentes regiones geograficas. La
divergencia entre los sublinajes sudamericanos y los europeos probablemente
se origind, segun las estimaciones realizadas, hace aproximadamente 650
afos, con la introduccion del ganado al continente americano. Sin embargo,
no pueden descartarse multiples introducciones a América, asi como tampoco
la posibilidad de que este continente actie como fuente de C. fetus, al ser
movilizada al resto del mundo debido a fallas en los controles que permiten
el ingreso de ganado en pie o semen infectado al circuito de comercio inter-
nacional.

Los resultados sugieren que los sublinajes sudamericanos serian mds pldsticos
que los europeos, en base a las mayores incidencias observadas en la recom-
binacién e incorporacion de elementos moviles, asi como una expansién
en el nimero de genes accesorios. A su vez, estas observaciones sugieren
un proceso de alopatria transcontinental. Por otro lado, se observé en un
sublinaje europeo, otro proceso de aislamiento, evidenciado por la ausencia
de bloques recombinantes compartidos con genomas de otros sublinajes,
aun cuando estos provienen de la misma regién geografica. El origen del

aislamiento de este sublinaje no ha sido estudiado.
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Caracterizacion de casos clinicos de C. fetus

Las actividades agricolas y ganaderas generan contactos estrechos con ani-
males, favoreciendo la transmisién zoondtica o antropogénica de especies
bacterianas potencialmente patégenas para el humano o para los animales,
respectivamente. El consumo de carnes crudas o productos lacteos no pasteu-
rizados contaminados es la principal via de transmision de C. fetus a humanos
[259], pero también se ha reportado la trasmisién la directa de humano a

humano [73, 72].

La presencia de C. fetus en el microbioma intestinal de individuos sanos con-
dujo a clasificar a esta especie como un patobionte. Estas personas actuarian
como portadores asintomadticos, facilitando la diseminacion de C. fetus a otros
individuos. C. fetus es detectada por los sistemas de salud sélo al afectar a
personas inmunocomprometidas, debido a la gravedad asociada al alcance

sistémico de la infeccién en estos pacientes.

Los casos reportados en el Capitulo 6 corresponden a individuos vulnera-
bles a la infeccidén por este patégeno oportunista. Sélo se puede deducir la
adquisicion zoondtica en dos de los casos que forman parte de un cluster
de aislamientos muy cercanos entre si, pertenecientes al linaje L2 y con
secuenciotipo ST4. La cercania entre los genomas de este cluster sugiere
que podria tratarse de un mismo clon, que circula en la poblacién de forma
asintomadtica, pero la ausencia de vinculos epidemioldgicos entre los pacien-
tes y la distribucién temporal de los casos sugieren eventos de transmision

independientes.
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Conclusion general

Este trabajo proporciona una visidon general sobre Campylobacter fetus aso-
ciado a mamiferos, donde, desde la perspectiva gendémica, se estudiaron
aislamientos de origen clinico y de animales de produccién, destacando las
diferencias que los distinguen entre si y la diversidad encontrada dentro de

cada uno de estos grupos.

Un estudio poblacional a nivel general permitié reconocer una estructura de
linajes con asociacién a diferentes hospederos. Esta estructura se utilizé como
base para el disefio de una metodologia, proponiendo una actualizacién al
clasico de diagndstico basado en pruebas bioquimicas, a partir de evidencias

a nivel genémico.

La disponibilidad de metodologias de diagndstico confiables y facilmente
implementables tiene una importancia pivotal tanto a nivel veterinario como

clinico:

En la practica veterinaria, la adopcién de un método de diagndstico de
estas caracteristicas permitird montar un sistema de vigilancia epi-
demioldgica para reconocer la verdadera prevalencia de la CGB en
Uruguay, con lo qué sera posible implementar medidas de prevencion y
contencion ante la presencia de nuevos casos.

En la clinica, se producirian consecuencias directas, a partir de la aplicacién
de la metodologia en casos sospechosos, e indirectas, debido a que
se limitaria la ocurrencia de casos de zoonosis, al tomar medidas de

control en el &mbito veterinario.

Si bien en este trabajo no fue posible completar la validacién necesaria para
proponer la PCR disefiada como metodologia de diagndstico, esta se presenta

como la base para una futura aplicacién.
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Considero que la informacion gendmica generada, la caracterizacién pobla-
cional y el método de diagndstico descritos en este trabajo pueden ser un
insumo sobre el cual se puedan generar nuevos conocimientos dirigidos a la
minimizacién del impacto de la CGB en Uruguay y sus consecuencias, desde

la perspectiva de una sola salud.
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Apéndices

Abreviaturas y siglas

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARNr: Acido ribonucleico ribosomal

ARNt: Acido ribonucleico de transferencia

AFLP: Amplified fragment length polymorphism o polimorfismo de longitud de frag-
mentos amplificados

BLAST: Basic local alignment search tool

CDS: Coding sequence o secuencia codificante

Cff: Campylobacter fetus subsp. fetus

Cfv: Campylobacter fetus subsp. venerealis

Cfvi: Campylobacter fetus subsp. venerealis biovar intermedius

Cft: Campylobacter fetus subsp.testudinum

CGB: Campylobacteriosis genital bovina

DAPC: Analisis de componentes principales discriminatorios

DILAVE: Division de Laboratorios Veterinarios de la Direccion General de Servicios
Ganaderos del Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca (MGAP)

dNTPs o NTPs: Nucledtidos

ddNTPs: didesoxinucledtidos

ELISA: Engyme-Linked ImmunoSorbent Assay o ensayo por inmunoadsorcién ligado
a enzimas

FCIEN: Facultad de Ciencias, Universidad de la Reptblica

GC: Contenido de Guaninas + Citosinas

IA: Inseminacion artificial

IFD: Inmunofluorescencia directa
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IH: Instituto de Higiene, Facultad de Medicina, Universidad de la Republica

INaC: Instituto Nacional de Carnes

INIA: Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria

INTA: Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, Ministerio de Agricultura y
Pesca de la Nacion, Argentina

IQR: Rango intercuartil

Kb: Kilobases. Equivalente a textl x 102 pb

KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

LPSN: Listado de Nombres Procariotas con Posiciéon en Nomenclatura

MALDI-TOF: Matrix-assisted Laser Desorption/Ionization-Time Of Flight

Mb: Megabases. Equivalente a 1 x 10° pb

MCA: Multiple correspondence analysis o anfialisis de multiples componentes

MCM: Mauve contig mover

MGAP: Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca

ML: Maximum likelihood o maxima verosimilitud

MLST: Multi locus sequence typing o tipificacién multilocus de secuencias

NCBI: National Center for Biotechnology Information

NGS: Next Generation Sequencing o Secuenciacién de proxima generacion

OIE: Oficina Internacional de Epizootias, actualmente Organizacion Mundial de
Sanidad Animal

ORF: Open reading frame o marco de lectura abierto

PATRIC: Pathosystems Resource Integration Center

pb: Pares de bases

PCA: Principal components analysis o andlisis de componentes principales

PCR: Polymerase chain reaction o reaccion en cadena de la polimerasa

PIB: Producto interno bruto

PE: Paired end

PFGE: Pulse field gel electrophoresis o electroforesis en gel de campo pulsado

R-CHOP: Rituximab ciclofosfamida H — doxorubicina

SE: Single end

SLD: Spotty Liver Disease
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SNP: Single nucleotide polymorphism o polimorfismo de un nucleétido
ST: Sequence type

UFC: Unidades formadoras de colonias

UV: Ultravioleta

WGA: Whole-genome alignment o alineamiento de genoma entero
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Principales herramientas bioinformaticas
utilizadas

adegenet v.2.1.5: Paquete de R para el andlisis exploratorio de datos genéticos
[179]

BEAST v.2.6.3: Paquete de andlisis para estimar parametros evolutivos y probar
hipotesis. [260, 213]

BLASTn: BLAST local de secuencias nucleotidicas [145]

Bowtie2 v.2.3.5: Mapeo de reads [227]

eggNOG-Mapper v.2: Anotacion de genes [173]

FactoMineR v.2.4: Paquete de R para calculo multivariado [178]

FastPCR: Simulacion in silico de PCRs [182]

ggtree v.1.14.6: Visualizacion de arboles filogenéticos en R [167]

Gubbins v.2.4.1: Deteccion de recombinacién en WGA [164]

hierBAPS: Clusterizacién jerarquica del WGA [170]

KEGG mapper v.4.3: Anotacién de genes [175]

MLSTar: Obtencién del ST a partir de la secuencia gendémica [162]

Pagoo v.0.3.13: Exploracion del pangenoma [172]

parsnp v.1.2: Alineamiento de genomas completos [163]

Pewit v.1.1.0: Construccion del pangenoma [261]

Phandango: Visualizacion de arboles filogenéticos, metadatos y alineamientos [169]

Primer3: Disefio de cebadores

RaxML v8.2.11: Construccion de filogenias mediante el método ML [165]

RhierBAPS: Implementacién en R de hierBAPS [171]

RUCS v.1.0.3: Busqueda de blancos moleculares del genomacore [180]

Samtools v.1.9 y RSamtools v.2.2.1: Manipulacién y visualizacién de mapeos
en linea de comandos y su implementacién en R [228, 229]

snpdist v.0.7.0: Cdlculo de distancias en SNPs [166]

Tablet v.1.21.02.08: Visualizacion de mapeos [262]

Unipro UGENE v.43.0: Suite de herramientas para andlisis y visualizacién de datos

biolégicos [183]
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Tablas suplementarias

Tabla 8.1: Categorias funcionales de grupos de ort6logos COG. Extraida de Ecoli-

Wiki.

Categoria

Funcion

WENKCHOUY O ZErRu—~TITommIOw»

Procesamiento y modificacién del ARN
Estructura y dindamica de la cromatina
Produccién y conversion de energia

Control de ciclo celular y mitosis

Transporte y metabolismo de aminodcidos
Transporte y metabolismo de nucleé6tidos
Transporte y metabolismo de carbohidratos
Metabolismo de coenzimas

Metabolismo lipidico

Traduccién

Transcripcién

Replicacion y reparacion

Biogénesis de pared celular/membrana/cubierta
Movilidad celular

Modificacién post-traduccional, reutilizacién de
proteinas, funciones chaperonas

Transporte y metabolismo de iones inorgdnicos
Estructura secundaria

Transduccién de sefiales

Transporte y secrecién intracelular

Estructura nuclear

Citoesqueleto

Sélo prediccién de la funcién general

Funcién desconocida
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Tabla 8.2: Metadatos de aislamientos bovinos ST4 analizados en el Capitulo 5

Sub- Sub-
Genoma Cepa Ao Pais Hospedero Fuente
especie linaje
1265739.3 LMG_6570 - Bélgica Bovino Feto Cfv EU1
1273127.3 9825 2004 Argentina Bovino Feto Cfvi SAl
1273269.3 02/298 2004 Argentina Bovino Feto Cfvi SA1
1273270.3 97/532 2004 Argentina Bovino Vagina Cfvi SAl
1273272.3 92/203 2004 Argentina Bovino Placenta Cfvi SA1
1273274.4 03/596 2004 Argentina Bovino Feto Cfvi SA1
1273276.3 1995 Chequia Bovino - Cfv EU2
CCUG_33872
1273279.3 B10 2011 EEUU Bovino Cfv EU1
15031_S95 15031 - - - - - SAl
15671_S81 15671 2015 Uruguay Bovino Feto Cfv SA2
21-C0091-
16244 6.33 1014 2 2014  Reino Unido Bovino Prepucio Cfvi SAl
16473_4.64 CAN_66Y 2012 Canada Bovino Prepucio Cfv EU1
16473_4.65 CAN_TD 2011 Canadd Bovino Prepucio Cfv EU1
17059_2.16 99/801 1999 Argentina Bovino Prepucio Cff SAl
17059_2.17 00/398 2000 Argentina Bovino Feto Cff SAl
17059 _2.18 00/564 2000 Argentina Bovino Prepucio Cff SAl
17059_2.19 01/320 2001 Argentina Bovino Feto Cff SAl
17059_2.20 01/210 2001 Argentina Bovino Vagina Cff SAl
17059_2.21 02/146 2002 Argentina Bovino Feto Cfvi SAl
17059_2.22 03/596 2003 Argentina Bovino Vagina Cff SAl
17059 _2.23 04/875 2004 Argentina Bovino Feto Cff SAl
17059_2.24 05/394 2005 Argentina Bovino Feto Cff SAl
17059 _2.25 05/434 2005 Argentina Bovino Vagina Cff SAl
17059 _2.26 06/340 2006 Argentina Bovino Prepucio Cff SAl
17059_2.27 06/195 2006 Argentina Bovino Vagina Cfvi SA2
17059_2.28 07/379 2007 Argentina Bovino Feto Cfvi SAl
17059 _2.29 07/485 2007 Argentina Bovino Vagina Cff SAl
17059_2.30 08/362 2008 Argentina Bovino Feto Cff SAl
17059 _2.31 10/247 2010 Argentina Bovino Prepucio Cff SA1
17059 2.32 10/445 2010 Argentina Bovino Prepucio Cff SAl
17059_2.33 11/360 2011 Argentina Bovino Feto Cff SAl
17059 _2.36 15/301 2015 Argentina Bovino Vagina Cff SA1
17059_2.56 Cl 2009 Espafia Bovino Prepucio Cfv EU1
17059_2.57 c2 2007 Espafia Bovino Prepucio Cfv EU1
17059_2.58 C3 2008 Espafia Bovino Prepucio Cff EU2
17059_2.59 C4 2009 Espafia Bovino Prepucio Cff EU2
17059_2.61 C6 2010 Espafia Bovino Prepucio Cfv EU2
17059 _2.62 Cc7 2007 Espafia Bovino Prepucio Cff EU1
17059_2.63 Cc8 2002 Espafia Bovino Prepucio Cff EU2
17059_2.66 C11 2014 Espafia Bovino Prepucio Cff EU2
17059_2.67 C12 2004 Espafia Bovino Prepucio Cfvi EU2
17059_2.69 C14 2002 Espafia Bovino Prepucio Cff EU2
17059_2.70 C15 2008 Espafia Bovino Prepucio Cff EU2
17059 _2.71 Cl6 2008 Espafia Bovino Prepucio Cff EU2
17059 2.72 C17 2002 Espafia Bovino Prepucio Cff EU2
17059_2.74 C19 2006 Espafia Bovino Prepucio Cfv EU1

Tabla 8.2 - Continda en la siguiente pagina

255



Tabla 8.2, Continuacion

Sub- Sub-

Genoma Cepa Afo Pais Hospedero Fuente

especie linaje
17059_2.75 C20 2010 Espafia Bovino Prepucio Cff EU2
17059_2.76 c21 2010 Espafia Bovino Prepucio Cff EU2
17059 _2.77 Cc22 2008 Espafia Bovino Prepucio Cfv EU1
17059_2.78 C23 2007 Espafia Bovino Prepucio Cfv EU1
17059_2.79 C24 2010 Espafia Bovino Prepucio Cfv EU1
17059_2.80 C25 2011 Espafia Bovino Prepucio Cfv EU1
17059 _2.81 C26 2002 Espafia Bovino Prepucio Cfvi EU2
17059_2.82 Cc27 2011 Espafia Bovino Prepucio Cfv EU1
17059_2.83 C28 2010 Espafia Bovino Prepucio Cfvi EU2
17059_2.84 C29 2014 Espafia Bovino Prepucio Cff EU2
17059_2.85 C30 2014 Espafia Bovino Prepucio Cfv EU1
17059 _2.86 C31 2002 Espafia Bovino Prepucio Cfvi EU2
17059_2.87 C32 2004 Espafia Bovino Prepucio Cfvi EU2
17059_2.88 C33 2002 Espafia Bovino Prepucio Cfvi EU2
17059_2.89 C34 2002 Espafia Bovino Prepucio Cfv EU2
17133_S82 17133 2017 Uruguay Bovino Feto Cfv SA2
17150_1.53 BS 201/02 2002 Alemania Bovino Prepucio Cfv EU1
17150_1.54 BS 76/04 2004 Alemania Bovino Feto Cfv EU1
17150_1.55 BS 38/06 2006 Alemania Bovino Prepucio Cfv EU1
17150_1.56 07BS020 2007 Alemania Bovino Prepucio Cfv EU1
17150_1.58 09CS0030 2009 Alemania Bovino Prepucio Cfv EU1
17150_1.59 11CS0190 2011 Alemania Bovino Prepucio Cfv EU1
17150_1.60 11CS0191 2011 Alemania Bovino Prepucio Cfv EU1
17150 1.61 13CS0183 2013 Alemania Bovino Prepucio Cfv EU1
17150_1.62 14CS0001 2014 Alemania Bovino Prepucio Cfv EU1
18048 _2.11 2 1997  Reino Unido Bovino Prepucio Cff SAl
18048_2.15 6 2000  Reino Unido Bovino Prepucio Cff SAl
18048 2.27 564/98 1998 Brasil Bovino Prepucio Cff SA2
18048 _2.32 52/13_5 2013 Brasil Bovino Prepucio Cfv SA2
2740 _S96 2740 - Uruguay - - - SA2
32020.1 ADRI513 - Australia - - Cfv EU2
32020.12 zaf65 2007 Sudéfrica Bovino - Cfv SAl
32020.6 WBT011/09 - Reino Unido Bovino - Cfv SAl
32020.7 ADRI1362 1989 Argentina Bovino - Cfv SAl
32020.9 zaf3 2006 Sudéfrica Bovino - Cfv EU2
95258 S94 95258 1995 Argentina - - - SAl
ATCC-
ATCC_S93 1962  Reino Unido Bovino Vagina Cfv EU1
19438

H1_S84 H1 2016 Uruguay Bovino Prepucio Cff SA2
M8_S86 M8 2017 Uruguay Bovino Vagina Cfv SA2
R18_S87 R18 2017 Uruguay Bovino Prepucio Cfv SA2
U10_S88 ul10 2017 Uruguay Bovino Prepucio Cfv SA2
V28_S89 V28 2017 Uruguay Bovino Prepucio Cfv SA2
W11 S91 W11 2017 Uruguay Bovino Prepucio Cfv SA2
W8_S90 w8 2017 Uruguay Bovino Prepucio Cfv SA2
X29 S92 X29 2017 Uruguay Bovino Prepucio Cfv SA2
cff01165 01/165 2001 Argentina Bovino Vagina Cfvi SAl
cff12218 12/218 2012 Argentina Bovino Feto Cff SA1
cff90189 90/189 1990 Argentina Bovino Feto Cff SAl

Tabla 8.2 - Continda en la siguiente pagina
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Tabla 8.2, Continuacion

Sub- Sub-
Genoma Cepa Afo Pais Hospedero Fuente
especie linaje
cfv05355 05/355 2005 Argentina Bovino Feto Cfv SAl
NCTC-
cfv10354 1952 Reino Unido Bovino Vagina Cfv EU1
10354
cfv84112 84/112 1984 EEUU Bovino Vagina Cfv EU1
cfv90264 90/264 1990 Argentina Bovino Feto Cfv SAl
cfv97608 97/608 1997 Argentina Bovino Placenta Cfv EU1
cfvB6 B6 1964 Australia Bovino Vagina Cfv EU1
cfvi03293 03/293 2003 Argentina Bovino Feto Cfvi SAl
cfvi64221 64-221 1967 Australia Bovino Vagina Cfvi EU2
cfvi99541 99/541 1999 Argentina Bovino Prepucio Cfvi SAl
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Tabla 8.3: Metadatos de genomas utilizados para reconstruir la filogenia datada en

el Capitulo 5

Subes-
Genoma Cepa Afio Pais Hospedero Fuente . Linaje
pecie
1273127.3 9825 2004 Argentina Bovino Feto Cfvi L1
1273269.3 02/298 2004 Argentina Bovino Feto Cfvi L1
1273270.3 97/532 2004 Argentina Bovino Vagina Cfvi L1
1273272.3 92/203 2004 Argentina Bovino Placenta Cfvi L1
1273274.4 03/596 2004 Argentina Bovino Feto Cfvi L1
1273276.3 1995 Chequia Bovino - Cfv L1
CCUG_33872
1273279.3 B10 2011 EEUU Bovino - Cfv L1
15671_S81 15671 2015 Uruguay Bovino Feto Cfv L1
21-C0091-
16244 6.33 2014 Reino Unido Bovino Prepucio Cfvi L1
10-14 2
16473_4.64 CAN_66Y 2012 Canada Bovino Prepucio Cfv L1
16473_4.65 CAN_TD 2011 Canadd Bovino Prepucio Cfv L1
17059 _2.16 99/801 1999 Argentina Bovino Prepucio Cff L1
17059 _2.17 00/398 2000 Argentina Bovino Feto Cff L1
17059_2.18 00/564 2000 Argentina Bovino Prepucio Cff L1
17059_2.19 01/320 2001 Argentina Bovino Feto Cff L1
17059_2.20 01/210 2001 Argentina Bovino Vagina Cff L1
17059 _2.21 02/146 2002 Argentina Bovino Feto Cfvi L1
17059 _2.22 03/596 2003 Argentina Bovino Vagina Cff L1
17059_2.23 04/875 2004 Argentina Bovino Feto Cff L1
17059_2.24 05/394 2005 Argentina Bovino Feto Cff L1
17059_2.25 05/434 2005 Argentina Bovino Vagina Cff L1
17059_2.26 06/340 2006 Argentina Bovino Prepucio Cff L1
17059_2.27 06/195 2006 Argentina Bovino Vagina Cfvi L1
17059_2.28 07/379 2007 Argentina Bovino Feto Cfvi L1
17059_2.29 07/485 2007 Argentina Bovino Vagina Cff L1
17059_2.30 08/362 2008 Argentina Bovino Feto Cff L1
17059 _2.31 10/247 2010 Argentina Bovino Prepucio Cff L1
17059_2.32 10/445 2010 Argentina Bovino Prepucio Cff L1
17059_2.33 11/360 2011 Argentina Bovino Feto Cff L1
17059 _2.34 11/427 2011 Argentina Bovino Vagina Cff L1
17059_2.35 14/270 2014 Argentina Bovino Feto Cff L1
17059_2.36 15/301 2015 Argentina Bovino Vagina Cff L1
17059_2.56 Cl 2009 Espafia Bovino Prepucio Cfv L1
17059_2.57 C2 2007 Espafia Bovino Prepucio Cfv L1
17059_2.58 C3 2008 Espafia Bovino Prepucio Cff L1
17059_2.59 C4 2009 Espafia Bovino Prepucio Cff L1
17059 _2.61 C6 2010 Espafia Bovino Prepucio Cfv L1
17059_2.62 Cc7 2007 Espafia Bovino Prepucio Cff L1
17059_2.63 C8 2002 Espafia Bovino Prepucio Cff L1
17059_2.66 Cl1 2014 Espafia Bovino Prepucio Cff L1
17059_2.67 C12 2004 Espafia Bovino Prepucio Cfvi L1
17059_2.69 C14 2002 Espafia Bovino Prepucio Cff L1
17059_2.70 C15 2008 Espafia Bovino Prepucio Cff L1
17059 _2.71 Cl6 2008 Espafia Bovino Prepucio Cff L1
17059_2.72 C17 2002 Espafia Bovino Prepucio Cff L1
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Tabla 8.3, Continuacion

Subes-
Genoma Cepa Afo Pais Hospedero Fuente . Linaje
pecie
17059_2.74 C19 2006 Espafia Bovino Prepucio Cfv L1
17059_2.75 C20 2010 Espafia Bovino Prepucio Cff L1
17059 _2.76 c21 2010 Espafia Bovino Prepucio Cff L1
17059_2.77 Cc22 2008 Espafia Bovino Prepucio Cfv L1
17059_2.78 C23 2007 Espafia Bovino Prepucio Cfv L1
17059 _2.79 C24 2010 Espafia Bovino Prepucio Cfv L1
17059_2.80 C25 2011 Espafia Bovino Prepucio Cfv L1
17059 _2.81 C26 2002 Espafia Bovino Prepucio Cfvi L1
17059_2.82 Cc27 2011 Espafia Bovino Prepucio Cfv L1
17059_2.83 C28 2010 Espafia Bovino Prepucio Cfvi L1
17059_2.84 C29 2014 Espafia Bovino Prepucio Cff L1
17059_2.85 C30 2014 Espafia Bovino Prepucio Cfv L1
17059_2.86 C31 2002 Espafia Bovino Prepucio Cfvi L1
17059_2.87 C32 2004 Espafia Bovino Prepucio Cfvi L1
17059_2.88 C33 2002 Espafia Bovino Prepucio Cfvi L1
17059_2.89 C34 2002 Espafia Bovino Prepucio Cfv L1
17133_S82 17133 2017 Uruguay Bovino Feto Cfv L1
17150_1.53 BS 201/02 2002 Alemania Bovino Prepucio Cfv L1
17150_1.54 BS 76/04 2004 Alemania Bovino Feto Cfv L1
17150_1.55 BS 38/06 2006 Alemania Bovino Prepucio Cfv L1
17150_1.56 07BS020 2007 Alemania Bovino Prepucio Cfv L1
17150_1.58 09CS0030 2009 Alemania Bovino Prepucio Cfv L1
17150_1.59 11CS0190 2011 Alemania Bovino Prepucio Cfv L1
17150 1.60 11CS0191 2011 Alemania Bovino Prepucio Cfv L1
17150_1.61 13CS0183 2013 Alemania Bovino Prepucio Cfv L1
17150_1.62 14CS0001 2014 Alemania Bovino Prepucio Cfv L1
18048_2.11 2 1997  Reino Unido Bovino Prepucio Cff L1
18048_2.15 6 2000  Reino Unido Bovino Prepucio Cff L1
18048_2.21 14 2007  Reino Unido Ovino Placenta Cff L1
18048_2.26 515/98 1998 Brasil Bovino Prepucio Cfv L1
18048 2.27 564/98 1998 Brasil Bovino Prepucio Cff L1
18048 2.32 52/13 5 2013 Brasil Bovino Prepucio Cfv L1
32020.12 zaf65 2007 Sudéfrica Bovino - Cfv L1
32020.7 ADRI1362 1989 Argentina Bovino - Cfv L1
32020.9 zaf3 2006 Sudéfrica Bovino - Cfv L1
H1 S84 H1 2016 Uruguay Bovino Prepucio Cff L1
M8_S86 M8 2017 Uruguay Bovino Vagina Cfv L1
R18_S87 R18 2017 Uruguay Bovino Prepucio Cfv L1
V28_S89 V28 2017 Uruguay Bovino Prepucio Cfv L1
W11 _S91 W11 2017 Uruguay Bovino Prepucio Cfv L1
W8_S90 w8 2017 Uruguay Bovino Prepucio Cfv L1
X29_S92 X29 2017 Uruguay Bovino Prepucio Cfv L1
cff01165 01/165 2001 Argentina Bovino Vagina Cfvi L1
cff12218 12/218 2012 Argentina Bovino Feto Cff L1
cff90189 90/189 1990 Argentina Bovino Feto Cff L1
cfv05355 05/355 2005 Argentina Bovino Feto Cfv L1
cfv10354 1952 Reino Unido Bovino Vagina Cfv L1
NCTC_10354
cfv84112 84/112 1984 EEUU Bovino Vagina Cfv L1
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Tabla 8.3, Continuacion

Subes-
Genoma Cepa Ao Pais Hospedero Fuente . Linaje
pecie
cfv90264 90/264 1990 Argentina Bovino Feto Cfv L1
cfv97608 97/608 1997 Argentina Bovino Placenta Cfv L1
cfvB6 B6 1964 Australia Bovino Vagina Cfv L1
cfvi03293 03/293 2003 Argentina Bovino Feto Cfvi L1
cfvi64221 64-221 1967 Australia Bovino Vagina Cfvi L1
cfvi99541 99/541 1999 Argentina Bovino Prepucio Cfvi L1
16244_6.11 2008/898h 2008 Francia Humano Sangre Cff L2
16244_6.12 2010/41h 2010 Francia Humano Heces Cff L2
16244 6.15 2010 Francia Humano Heces Cff L2
- 2010/111%h
16244 6.16 2010 Francia Humano Sangre Cff L2
- 2010/1180h

16244 6.20  2012/331h 2012 Francia Humano Sangre Cff L2
16244 _6.24 2014/52h 2014 Francia Humano CSF Cff L2
16244 6.3 2006/588h 2006 Francia Humano CSF Cff L2
16244 6.30  2007/123h 2007 Francia Humano CSF Cff L2
16244 _6.31 2009/56h 2009 Francia Humano CSF Cff L2
16473_4.92  2004/605h 2004 Francia Humano Heces Cff L2
17059_2.12 ID136551 2014 Canadd Humano Sangre Cff L2
17150_1.57 08CS0024 2008 Alemania Bovino Prepucio Cfv L2
17150_1.74  001A-0648 2007 Canada Humano Sangre Cff L2
18048_2.25 161/97 1997 Brasil Bovino Prepucio Cfv L2
HC H2-UY 2014 Uruguay Humano Sangre Cff L2
HC73 H6-UY 2015 Uruguay Humano Sangre Cff L2
KCH09208 H1-JP 2015 Japo6n Humano Sangre NA L2
cff8240 82-40 2006 EEUU Humano Sangre Cff L2
cffH1UY H1-UY 2014 Uruguay Humano Sangre Cff L2
cffHC1 HC1 2014 Uruguay Humano Sangre Cff L2
cffHC2csf HC2 2014 Uruguay Humano CSF Cff L2
17059 _2.13 ID136656 2014 Canada Humano Sangre Cff L3
17059_2.44 0003304-2 2009 Taiwan Humano Sangre Cff L3
17059_2.45 2115 2010 Taiwan Humano Sangre Cff L3
17150_1.65 BS 03/04 2004 Alemania Bovino Feto Cff L3
17150_1.67 08CS0027 2008 Alemania Bovino Prepucio Cff L3
1273268.3 BT 10/98 1999  Reino Unido Ovino - Cff L4
16244 _6.25 2014/602h 2014 Francia Humano Sangre Cff L4
17150_1.72 13CS0373 2013 Alemania Monkey Heces Cff L4
18048_2.12 3 1997  Reino Unido Ovino Placenta Cff L4
18048_2.13 4 1998 Reino Unido Ovino Placenta Cff L4
17059_2.40 My5726 2006 Taiwan Humano Sangre Cff L5
17059_2.42 1830 2008 Taiwan Humano Sangre Cff L5
17059_2.51 9502 2011 Taiwan Humano Sangre Cff L5
17059_2.53 8031708 2012 Taiwan Humano Sangre Cff L5
17059_2.55 3069482 2014 Taiwan Humano Sangre Cff L5
HC71 H5-UY 2015 Uruguay Humano Ascitos Cff L5
16244 6.19  2012/286h 2012 Francia Humano Sangre Cff L6
17059_2.14 ID136706 2014 Canadd Humano Sangre Cff L6
17059_2.15 1D132939 2014 Canada Humano Sangre Cff L6
17059_2.68 C13 2011 Espafia Bovino Prepucio Cff L6
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Tabla 8.3, Continuacion

Subes-
Genoma Cepa Ao Pais Hospedero Fuente . Linaje
pecie
17150 1.63 BS 456/99 1999 Alemania Ovino Feto Cff L6
17150_1.69 11CS0098 2011 Alemania Ovino Placenta Cff L6
18048_2.23 17 2008  Reino Unido Ovino Feto Cff L6
16244 6.2 2006/47% 2006 Francia Humano Heces Cff L7
17144 _S83 17144 2017 Uruguay Ovino Feto Cfv L7
HB74 H7-UY 2015 Uruguay Humano Sangre Cff L7
16244 6.32 CF156 2013 Turquia Humano Sangre Cff L8
17059_2.8 1ID129038 2013 Canadd Humano Sangre Cff L8
17150_1.71 13CS0001 2013 Alemania Bovino Prepucio Cff L8
18048_2.10 1 1996  Reino Unido Bovino Prepucio Cff L8
cff04554 04/554 2004 Argentina Bovino Feto Cff L8
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Tabla 8.4: Datos de secuenciacién masiva utilizados para los mapeos

Nombre- Sub- Sub-
Genoma Cepa Aiio Pais Fuente
Accession especie linaje
ERR987447 16473_4.64 CAN_66Y 2012 Canadd Prepucio Cfv EU1
ERR987448 16473_4.65 CAN_TD 2011 Canadd Prepucio Cfv EU1
ERR1046025 17059 2.56 Cl 2009 Espafia Prepucio Cfv EU1
ERR1046026 17059 _2.57 C2 2007 Espafia Prepucio Cfv EU1
ERR1046031 17059 2.62 Cc7 2007 Espafia Prepucio Cff EU1
ERR1046043 17059 _2.74 C19 2006 Espafia Prepucio Cfv EU1
ERR1046046 17059 2.77 C22 2008 Espafia Prepucio Cfv EU1
ERR1046047 17059 2.78 C23 2007 Espafia Prepucio Cfv EU1
ERR1046048 17059 _2.79 C24 2010 Espafia Prepucio Cfv EU1
ERR1046049 17059 2.80 C25 2011 Espafia Prepucio Cfv EU1
ERR1046051 17059 2.82 C27 2011 Espafia Prepucio Cfv EU1
ERR1046054  17059_2.85 C30 2014 Espafia Prepucio Cfv EU1
ERR1069013 17150_1.53  BS 201/02 2002 Alemania Prepucio Cfv EU1
ERR1069014 17150 _1.54 BS 76/04 2004 Alemania Feto Cfv EU1
ERR1069015 17150 1.55 BS 38/06 2006 Alemania Prepucio Cfv EU1
ERR1069016  17150_1.56 07BS020 2007 Alemania Prepucio Cfv EU1
ERR1069018 17150 _1.58 09CS0030 2009 Alemania Prepucio Cfv EU1
ERR1069019  17150_1.59  11CS0190 2011 Alemania Prepucio Cfv EU1
ERR1069020  17150_1.60 11CS0191 2011 Alemania Prepucio Cfv EU1
ERR1069021 17150_1.61 13CS0183 2013 Alemania Prepucio Cfv EU1
ERR1069022 17150 _1.62  14CS0001 2014 Alemania Prepucio Cfv EU1
ATCC-
NC ATCC_S93 1965 Reino Unido Vagina Cfv EU1
19438
ERR1046027 17059 2.58 C3 2008 Espafia Prepucio Cff EU2
ERR1046028 17059 2.59 C4 2009 Espafia Prepucio Cff EU2
ERR1046030 17059_2.61 C6 2010 Espafia Prepucio Cfv EU2
ERR1046032 17059 2.63 C8 2002 Espafia Prepucio Cff EU2
ERR1046035 17059_2.66 Cl11 2014 Espafia Prepucio Cff EU2
ERR1046036 17059 _2.67 C12 2004 Espafia Prepucio Ctvi EU2
ERR1046038 17059 2.69 Cl14 2002 Espafia Prepucio Cff EU2
ERR1046039 17059 2.70 C15 2008 Espafia Prepucio Cff EU2
ERR1046040 17059_2.71 Cl6 2008 Espafia Prepucio Cff EU2
ERR1046041 17059 _2.72 C17 2002 Espafia Prepucio Cff EU2
ERR1046044  17059_2.75 C20 2010 Espafia Prepucio Cff EU2
ERR1046045 17059_2.76 C21 2010 Espafia Prepucio Cff EU2
ERR1046050 17059 _2.81 C26 2002 Espafia Prepucio Cfvi EU2
ERR1046052  17059_2.83 C28 2010 Espafia Prepucio Cfvi EU2
ERR1046053 17059_2.84 C29 2014 Espafia Prepucio Cff EU2
ERR1046055 17059_2.86 C31 2002 Espafia Prepucio Ctvi EU2
ERR1046056  17059_2.87 C32 2004 Espafia Prepucio Cfvi EU2
ERR1046057 17059 _2.88 C33 2002 Espafia Prepucio Cfvi EU2
ERR1046058 17059 2.89 C34 2002 Espafia Prepucio Cfv EU2
NC 15031_S95 15031 - - - - SAl
21-C0091-
ERR976390 16244 _6.33 1014 2 2014 Reino Unido Prepucio Ctvi SA1
ERR1045985 17059 2.16 99/801 1999 Argentina Prepucio Cff SA1
ERR1045986  17059_2.17 00/398 2000 Argentina Feto Cff SA1
ERR1045987  17059_2.18 00/564 2000 Argentina Prepucio Cff SA1
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Tabla 8.4, Continuacién

Nombre- Sub- Sub-
Genoma Cepa Aio Pais Fuente

Accession especie linaje

ERR1045988  17059_2.19 01/320 2001 Argentina Feto Cff SA1

ERR1045989 17059 _2.20 01/210 2001 Argentina Vagina Cff SA1

ERR1045990 17059 2.21 02/146 2002 Argentina Feto Ctvi SA1

ERR1045991 17059 2.22 03/596 2003 Argentina Vagina Cff SA1

ERR1045992 17059 _2.23 04/875 2004 Argentina Feto Cff SA1

ERR1045993 17059 2.24 05/394 2005 Argentina Feto Cff SA1

ERR1045994  17059_2.25 05/434 2005 Argentina Vagina Cff SAl

ERR1045995 17059 2.26 06/340 2006 Argentina Prepucio Cff SAl

ERR1045997  17059_2.28 07/379 2007 Argentina Feto Cfvi SA1

ERR1045998  17059_2.29 07/485 2007 Argentina Vagina Cff SA1

ERR1045999 17059 2.30 08/362 2008 Argentina Feto Cff SA1

ERR1046000 17059 2.31 10/247 2010 Argentina Prepucio Cff SA1

ERR1046001  17059_2.32 10/445 2010 Argentina Prepucio Cff SA1

ERR1046002 17059 2.33 11/360 2011 Argentina Feto Cff SA1

ERR1203992  18048_2.15 6 2000 Reino Unido Prepucio Cff SA1

NC 95258 594 95258 1995 Argentina - - SA1

NC 15671_S81 15671 2015 Uruguay Feto Cfv SA2

ERR1045996 17059 2.27 06/195 2006 Argentina Vagina Cfvi SA2

NC 17133_S82 17133 2017 Uruguay Feto Cfv SA2

NC 2740_S96 2740 - Uruguay - SA2

NC H1 S84 H1 2016 Uruguay Prepucio Cff SA2

NC M8_S86 M8 2017 Uruguay Vagina Cfv SA2

NC R18_S87 R18 2017 Uruguay Prepucio Cfv SA2

NC U10_S88 uUlo0 2017 Uruguay Prepucio Cfv SA2

NC V28 S89 V28 2017 Uruguay Prepucio Cfv SA2

NC W11_S91 W11 2017 Uruguay Prepucio Cfv SA2

NC W8_S90 w8 2017 Uruguay Prepucio Cfv SA2

NC X29 S92 X29 2017 Uruguay Prepucio Cfv SA2
ERR1046003 17059 _2.34 11/427 2011 Argentina Vagina Cff -

NC: Datos de secuenciacién masiva no publicados
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Figuras suplementarias
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Fig. 8.1: Distancias pareadas en SNPs entre genomas de diferentes sublina-
jes. Se muestra para cada par de sublinajes la distancia pareada
expresada en SNPs. SL1: SA1, SL2: SA2, SL3: EU1, SL4: EU2.
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