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Resumen

Campylobacter fetus (Epsilonproteobacteria) posee una gran importancia
veterinaria y médica. Se divide en dos subespecies: C. fetus subsp. venerealis (Cfv), y C.
fetus subsp. fetus (Cff), definidas por caracteristicas ecoldgicas. Cfv esta restringida al
tracto genital bovino, y es el agente causante de la campylobacteriosis genital bovina,
gue causa infertilidad crénica y abortos. Cff se transmite por via oral-fecal, y causa
abortos principalmente en ovinos. Se encuentra en el tracto intestinal o la vesicula
biliar en un amplio rango de hospederos, donde puede ser asintomatica o causar una
variedad de manifestaciones clinicas. Recientemente, se propuso la existencia de una
tercera subespecie, en base a caracteristicas genéticas: C. fetus subsp. testudinum
(Cft), de origen reptiliano.

Uno de los principales problemas para la realizacién de estudios epidemiolégicos
y de control en C. fetus es la complejidad en su diagndstico y en la diferenciacién de Cff
y Cfv. Los métodos fenotipicos son lentos y requieren personal especializado, ya que C.
fetus es una bacteria dificil de cultivar en el laboratorio. Por este motivo, es importante
complementar o sustituir el diagndstico fenotipico con la identificacion molecular.

La variacion genética en C. fetus fue estudiada mediante MLST y técnicas basadas
en patrones de bandas. Estos métodos no son utiles para la realizacidon de analisis
epidemioldgicos, ya que presentan un grado de variabilidad muy escaso o una pobre
reproducibilidad.

La hipdtesis de trabajo de esta tesis es que existe diferenciacién genética entre
las cepas de C. fetus circulantes en la regidn, y que la misma puede ser relevada si se
utilizan marcadores genéticos adecuados. El presente trabajo estd enfocado en la
busqueda y aplicacion de marcadores genéticos que nos permitan relevar la
variabilidad intraespecifica en C. fetus, y asociarla con caracteristicas de interés
evolutivo y epidemioldgico.

Se evaluaron varias metodologias de identificacién genética del género
Campylobacter, la especie C. fetus, las subespecies Cff y Cfv, y el biovar Cfvi. Se
desarrollaron y evaluaron metodologias de andlisis de la variabilidad genética para C.
fetus: MLST, analisis de secuencias del gen 23S y el tercer espaciador ribosomal,

analisis de la presencia de cuatro genes de virulencia y su relacién con el tipo sap,



anadlisis de secuencias repetidas REP, ERIC y BOX, analisis in silico y experimental de
variaciones gendmicas, evaluaciéon de la presencia del cluster de genes cas, y
secuenciacion de los loci CRISPR1 y CRISPR2.

La identificaciéon del género Campylobacter y de la especie C. fetus pueden
realizarse correctamente con métodos moleculares basados en el gen 16S, utilizando
técnicas de PCR a tiempo final y en tiempo real. Los métodos molecualres para
diferenciar Cff y Cfv, en cambio, presentan discrepancias con los resultados de las
pruebas bioquimicas, por lo que se sugiere una revisién de estas metodologias.

Las secuencias del locus CRISPR1 mostraron ser las mas variables descritas hasta
ahora en el genoma de C. fetus, y son una herramienta promisoria para la realizacién
de estudios epidemiolégicos. La variacion en este locus sugiere una funcionalidad del
mismo en los aislamientos de mamiferos.

Los estudios realizados sustentan el estatus taxonémico de la subespecie Cft,
pero no se observa una asociacion de la variacion genética con la determinacién
bioquimica de las subespecies Cff y Cfv, por lo cual consideramos que esta clasificacién
debe ser revisada.

De acuerdo a nuestros resultados, una porcién del genoma de C. fetus tiene una
acumulacién lenta de mutaciones puntuales (el genoma core). Hay otra porcién del
genoma que presenta una mayor variacién, y evoluciona mds rdpidamente por
transferencia horizontal de genes (el genoma accesorio). Esto tiene implicancias en el
estudio de la patogenicidad de la especie, ya que la presencia de factores de virulencia,
que frecuentemente son transmitidos por transferencia horizontal, tiene un grado
relevante de variacion, que podria aportar informacién valiosa sobre el desarrollo de

las diversas patologias que la bacteria causa, tanto en humanos como en animales.



1. Introduccion

1.1 Campylobacter fetus

1.1.1 Taxonomia

Campylobacter fetus es una bacteria gram negativa que pertenece a la clase de
las epsilon proteobacterias (Cuadro 1).

El phylum Proteobacteria constituye et i

el linaje mds numeroso y fenotipicamente Pylum Proteobacteria

diverso de todo el dominio Bacteria. Esta Clase Epsilon proteobacteria

diversidad se observa tanto en |la Orden Campylobacterales

morfologia como en la fisiologia de las Familia Campylobacteraceae

especies que lo componen. Llas Género Campylobacter

proteobacterias constituyen mas del 40% Especie Campylobacter fetus

de los géneros de procariotas, y abarcan la

. Cuadro 1. Ubicacién taxonémica de la
mayor parte de las bacterias gram

especie Campylobacter fetus.
negativas. Estan divididas en cinco clases:
alfa, beta, gama, delta y epsilon proteobacterias. Tienen gran importancia bioldgica y
ecoldgica, ya que incluyen a la mayoria de las bacterias de interés médico, veterinario
e industrial, y juegan un rol importante en los ciclos del nitrégeno, azufre y carbono
(Kersters et al. 2006).

Las epsilon proteobacterias constituyen la clase mas pequefia y menos diversa de
proteobacterias. La mayoria de las especies son microaerofilicas, quimioorganotrofas y
con forma de espiral, y presentan motilidad por medio de flagelos polares. Obtienen su
energia principalmente de aminoacidos o intermediarios del ciclo de los acidos
tricarboxilicos. Habitan una gran variedad de nichos ecoldgicos, que van desde el
tracto gastrointestinal de los animales hasta los yacimientos petroliferos o las fuentes
hidrotermales (Eppinger et al. 2004, Gupta 2006). La mayoria de los linajes de epsilon
proteobacterias no tienen representantes cultivables y son conocidos sélo por

secuencias del gen ribosomal 16S, obtenidas de muestras ambientales de nichos

microaerofilicos o anaerobios, o de simbiosis con animales (Campbell et al. 2006). La



clase Epsilonproteobacteria se subdivide en dos Ordenes: Nautiliales 'y
Campylobacterales (Gupta 2006).

El orden Nautiliales estd compuesto por los géneros Nautilia, Lebetimonas vy
Caminibacter (Gupta 2006). El orden Campylobacterales tiene tres familias:
Helicobacteraceae, Hydro-genimonaceae y Campylobacteraceae.

La familia Campylobacteraceae (Vandamme y De Ley 1991) incluye los géneros
Sulfurospirillum, Arcobacter y Campylobacter (DSMZ-Bacterial Nomenclature Up-to-
Date 2015).

El género Sulfurospirillum estd compuesto por bacterias microaerofilicas
sulforeductoras que se encuentran en sedimentos marinos (Kersters et al. 2006). Los
géneros Campylobacter y Arcobacter estan asociados a un amplio rango de hospederos
vertebrados y han sido aislados de aves, mamiferos y reptiles, donde la mayoria son
patégenos (Gilbert et al. 2014, On 2013, Man 2011, Mshelia et al. 2010, Korczak et al.
2006, On et al. 2001). Las especies del género Arcobacter también pueden encontrarse
en aguas residuales y algunos ambientes salinos.

El género Campylobacter fue propuesto por Sébald y Veron en 1963 para separar
a algunas especies del género Vibrio, basandose en diferencias en su contenido GC. El
género esta compuesto por bacterias con las siguientes caracteristicas diagndsticas:
gram negativas, con una forma alargada y curvada o en espiral que les da su nombre
(del griego campylo: curvado), que son moviles gracias a la accién de uno o dos
flagelos polares, con metabolismo respiratorio de aminodacidos e intermediarios del
ciclo de los acidos tricarboxilicos, que no fermentan ni oxidan carbohidratos, y tienen
un contenido GC entre 28 y 38%. La mayoria son microaerofilicas, aunque el rango de
concentracion éptima de O, para su crecimiento es amplio. Sus temperaturas dptimas
de crecimiento varian entre 25 y 42°C (Penner 1988). La mayor parte de los miembros
del género presentan dificultades en su identificacién por métodos bioquimicos, dada
su poca reactividad bioquimica y su taxonomia compleja (On 2013, Penner 1988,
Thompson et al. 1988).

En su origen, Campylobacter incluyé solamente a la especie tipo C. fetus y a C.
bubulus (actualmente C. sputorum). En un trabajo posterior, Veron y Chatelain (1973)
realizaron una revision del género, basada en experimentos de hibridacion ADN-ADN y

en caracteristicas seroldgicas y bioguimicas, e incluyeron a las especies C. jejuni y C.

4



coli. Actualmente el género comprende 33 especies y 14 subespecies (DSMZ-Bacterial
Nomenclature Up-to-Date 2015).

Campylobacter fetus fue aislada por primera vez en 1906 por McFadyean y
Stockman, a partir de una muestra de mucus de una oveja prefiada que formaba parte
de una majada donde se registraban abortos (Skirrow 2006). Esta bacteria fue incluida
en el género Vibrio debido a su morfologia con forma de coma o de S y su alta
motilidad (Skirrow 2006; Fig. 1). En 1919, un organismo aparentemente idéntico fue
aislado de un feto bovino abortado, y denominado Vibrio fetus (Smith y Taylor 1919).
Esta especie fue incluida como especie tipo del género Campylobacter en su primera

descripcién (Veron y Chatelain 1973).

Campylobacter fetus se divide -2 *° _— i
en dos subespecies: C. fetus subsp. ek : ¢ '
venerealis (Cfv), y C. fetus subsp. fetus 3 : . \‘ / “ ;
(Cff). Estas subespecies fueron = ' ‘ ’ 1_- % >
definidas por caracteristicas ) y ~f
ecoldgicas (preferencias de nicho, ’ ’ \‘\’ - i
hospedero y presentacion clinica). Cfv : ‘

10 pm

causa infertilidad crénica y abortos, y

se encuentra exclusivamente en el Figura 1. Primer aislamiento de C. fetus.

tracto  genital  bovino, siendo Realizado por McFadyean y Stockman en
1906 a partir de un exudado vaginal de

una oveja infectada. Tomado de Skirrow et
al. 2006.

transmitida por via venérea, y no
pudiendo sobrevivir en el tracto
digestivo (Bryner 1964). Cff causa
abortos esporadicos en bovinos y ovinos, y es transmitida por via oral-fecal en un
amplio rango de hospederos, aunque también puede habitar en el tracto genital y
transmitirse esporadicamente por via venérea (Veron y Chatelain 1973). La
diferenciacién de estas subespecies puede realizarse por caracteristicas bioguimicas:
tolerancia a 1% de glicina, donde Cff es positivo y Cfv negativo, y produccién de H,S,
donde Cff es positivo y Cfv negativo (Penner 1988). Dentro de Cfv, también se define el
biovar intermedius (Cfvi) por caracteristicas bioquimicas, siendo negativo para la
tolerancia a 1% de glicina y positivo para la producciéon de H,S (Veron y Chatelain

1973).



Recientemente, se encontré una gran divergencia genética de algunas cepas
aisladas de reptiles con respecto a Cff y Cfv. Esto llevd a proponer la existencia de una
tercera subespecie: C. fetus subsp. testudinum (Cft), que ademas de estar presente en
reptiles, es capaz de infectar humanos (Fitzgerald et al. 2014, Patrick et al. 2013,

Dingle et al. 2010).

1.1.2 Caracteristicas fenotipicas

Campylobacter fetus tiene forma alargada y curvada, mide 0,2 a 0,8 micras de
ancho y 0,5 a 5 micras de largo, y luego de 72 horas en placas de agar-sangre forma
pequeiias colonias, las cuales varian en color desde blanco brillante hasta marrén
claro. Es microaerofilica, y necesita de una atmdsfera con 10% de CO, y 5% de O, para
su crecimiento (Alves et al. 2011, George et al. 1978, Kiggins y Plastridge 1958). En
cultivos de mds de 72 horas puede cambiar a una forma cocoide con mejor
supervivencia. Esta bacteria crece mas lentamente que el resto de las especies del
género, y es capaz de hacerlo a 25°C, 37°Cy 42°C, aunque su crecimiento es mas lento
a esta ultima temperatura, a diferencia de otras especies de Campylobacter (Aroori et
al. 2013). Posee flagelos en uno o ambos extremos, que le confieren una alta
motilidad. No forma esporas, no tiene actividad proteolitica, y no fermenta ni oxida
carbohidratos (Kiggins y Plastridge 1958). Al igual que el resto de las especies del
género, C. fetus produce catalasa y oxidasa y reduce el nitrato a nitrito (Hebert et al.
1982). Presenta dificultades para ser transportada y cultivada, puesto que es muy labil
y no resiste el calor, la desecacién o la exposicion al aire, y necesita de un medio
especial para su traslado (medio TEM, transport enrichment medium) (Leaper y Owen
1981).

Los estudios ultraestructurales con microscopia electrénica muestran que la
bacteria posee una doble capa exterior de subunidades proteicas hexagonales (S-layer,
del inglés surface-layer, capa superficial), y una pared celular con tres capas, una
externa de lipoproteinas, una media de lipopolisacaridos y una interna de
mucopéptidos (Blaser y Gotschlich 1990, Smibert 1978). Las S-layers estan formadas
por proteinas denominadas SLPs (del inglés surface layer proteins), que se

autoensamblan para formar una estructura regular alrededor de la superficie de la
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célula. Las S-layers son estructuras cristalinas de dos dimensiones que cubren toda la
célula, y tienen importantes funciones, como la adhesion celular, la proteccidon contra
la ingestion por protozoos o fagocitos, propiedades antigénicas, ser el lugar de anclaje
de enzimas hidroliticas o un receptor para fagos, entre otros (Fagan y Fairweather
2014, Beveridge et al. 1997). Se encuentran tanto en bacterias gram positivas como
gram negativas y en la gran mayoria de las archaea. Las S-layers estan usualmente
compuestas por una sola proteina SLP. Hay una amplia variedad de SLPs tanto en su
funcién como en su genética, a pesar de su convergencia en la formacién de una capa
bidimensional alrededor de la célula, a cuya pared estdn asociadas mediante
interacciones no covalentes. En el caso de las bacterias gram negativas, estas
interacciones se establecen con los lipopolisacaridos (LPS) (Fagan y Fairweather 2014).
Los LPS son un antigeno de superficie (el antigeno O) de las bacterias que los poseen y
son potentes toxinas (Moran et al. 1994). En C. fetus, el gen que codifica la SLP estd
repetido ocho veces y este conjunto de genes estd ligado a genes de componentes de

las vias secretoras (Fagan y Fairweather 2014).

1.1.3 Importancia sanitaria y econémica de Campylobacter fetus

Los miembros del género Campylobacter colonizan las mucosas del tracto
intestinal, la cavidad oral y el tracto urogenital de diversos vertebrados, y pueden
encontrarse tanto en individuos sanos como enfermos. Campylobacter jejuni y C. coli
son la principal causa de diarrea infecciosa en humanos (Meinersmann et al. 2002).
Otras especies de Campylobacter y Arcobacter estan implicadas en episodios de aborto
e infertilidad en diversos animales, y se asocian con enteritis, artritis y otras patologias
(Meinersmann et al. 2002).

Campylobacter fetus posee una gran importancia veterinaria y médica por ser
uno de los agentes causantes de la campylobacteriosis bovina y ovina, y por infectar
ocasionalmente a los humanos.

Las dos subespecies de C. fetus tienen importantes diferencias epidemioldgicas.
Campylobacter fetus fetus se transmite por via oral-fecal. Se encuentra
predominantemente en ovinos, donde causa abortos que generan pérdidas de hasta

un 50% de las majadas (Garcia et al. 1983), pero se aisla del tracto intestinal o la
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vesicula biliar de individuos tanto sanos como enfermos. Tiene un amplio rango de
hospederos que incluyen humanos, bovinos, caprinos, porcinos, equinos, monos, aves
de corral y reptiles (Clemmons et al. 2014, Tu et al. 2004, Garcia et al. 1983). Se
considera un patégeno emergente en humanos, donde genera infecciones muy
invasivas que pueden ser letales (Wagenaar et al. 2014).

En algunos de estos hospederos, como en equinos, Cff puede ser causa de
diarrea (Hurcombe et al. 2009). La infeccidn por Cff también puede ser responsable de
abortos esporadicos de fetos bovinos de hasta siete meses de gestaciéon (Campero et
al. 2003, Campero 2002). Esta subespecie se aloja en el intestino, pero su persistencia
causa infecciones generalizadas, llegando al Utero a través del sistema placentario o
ascendiendo por el tracto genital. Una vez en el utero infecta el feto causando el
aborto (van Bergen et al. 2005b, Campero 2002).

Campylobacter fetus venerealis esta restringida al tracto genital bovino, y es el
agente causante de la campylobacteriosis genital bovina (CGB).

En los toros, Cfv coloniza los epitelios superficiales del pene y las criptas
prepuciales, convirtiéndolos en portadores asintomaticos por largos periodos.
Generalmente, los toros de mayor edad son mas propensos a estar infectados ya que
Sus mucosas peneanas se vuelven mds irregulares y las criptas prepuciales se hacen
mas profundas, lo que favorece el establecimiento y persistencia de C. fetus (Mai et al.
2013b, Mshelia et al. 2012, Cobo et al. 2011).

En el sistema reproductor de las vacas, Cfv causa una infeccion crénica que
conduce a un cuadro de disminucion de la fertilidad con la muerte temprana del
embridn, repeticion de celos, periodos largos entre celos y abortos esporadicos, y
también se manifiesta como endometritis y salpingitis (Alves et al. 2011). Las hembras
mas susceptibles a la infeccién son las vaquillonas o las vacas de mas edad, por sus
bajos niveles de inmunidad (Jimenez et al. 2011). La bacteria se aloja en la vagina y
cuello uterino, donde se multiplica y luego invade el Utero, provocando fallas en el
implante del embriéon (Groff 2005, Smibert 1978). La infertilidad suele asociarse con la
fase aguda de la enfermedad, y el aborto con la fase crénica (Groff 2005). Los abortos
pueden producirse en todas las etapas de la gestacidn, pero son mas comunes entre el
tercer y el sexto mes. Las causas del aborto pueden ser hipoxia del embridn o dafios en

la barrera placentaria con colonizacion del mismo (Jimenez et al. 2011, Groff 2005). La
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mayoria de las hembras se curan de la infeccion mediante su sistema inmune, pero
algunas mantienen los microorganismos hasta dos afios en su aparato genital, lo cual
puede generar fallas reproductivas y constituir un riesgo de infecciéon continuo para
todo el rodeo (van Bergen et al. 2005b). La infeccién vaginal puede persistir durante la
gestacion, con escasa o nula respuesta inmune a nivel sistémico y del tracto
reproductivo. Esta persistencia puede deberse a variaciones antigénicas de la
superficie bacteriana debido a cambios en la expresién de sus SLPs. Hasta un 11% de
los animales pueden permanecer infértiles durante el resto de su vida (Mai et al.
2013b).

La CGB se transmite por via venérea, y la transmision se efectua en casi el 100%
de los casos donde uno de los animales esta infectado (Stynen et al. 2011, Groff 2005).
El toro infectado es el principal dispersor de la enfermedad, tanto por servicio natural
como por inseminacion artificial (Molina et al. 2013, Alves et al. 2011, Mshelia et al.
2010b, Groff 2005). El comportamiento homosexual en los toros también es una via de
dispersién del patégeno (Truyers et al. 2014, Alves et al. 2011, Groff 2005).

Los principales factores de riesgo para la transmisién de la CGB son el empleo de
toros adultos mayores de 4 aiios, compartir el pastoreo con otros rodeos, el préstamo
o alquiler de toros, la compra de vacas de descarte o vacias, malos alambrados y toros
saltadores (Truyers et al. 2014, Alves et al. 2011, Jimenez et al. 2011, Rocha et al. 2009,
Fdscolo et al. 2005, Campero 2002). Los rumiantes que conviven con el ganado pueden
actuar como reservorio de C. fetus, constituyendo una fuente adicional de infeccién.
En este sentido, son muy importantes los ovinos, ya que suelen tener una alta
incidencia de infeccién con Cff (Mai et al. 2013a). La via mecanica durante el control
ginecolégico y mediante camas o instrumentos veterinarios contaminados es otra
fuente de transmisién (Mai et al. 20134, Alves et al. 2011, Groff 2005).

En los establecimientos con buenas practicas sanitarias (controles periddicos del
estado de salud del ganado, desparasitacién y vacunacion contra otras enfermedades,
etc.) la incidencia de la CGB es menor, probablemente debido a un estado general e
inmunoldgico adecuado tanto de los machos como de las hembras, que les permite
combatir naturalmente la infeccién (Mai et al. 2013a, Molina et al. 2013, Jimenez et al.
2011). Se ha propuesto que la presencia de otras enfermedades reproductivas como

brucelosis o tricomoniasis, esta asociada con la presencia de CGB, ya que comparten
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los mismos factores de riesgo, y la presencia de una de las enfermedades puede
comprometer el sistema inmune y hacer al individuo susceptible al resto (Mai et al.
2013b, Cobo et al. 2011, Jimenez et al. 2011).

El tratamiento de la infeccion en general se realiza solamente en los toros,
utilizando antibidticos, o vacunas que también tienen cardcter curativo (Fdscolo et al.
2005). La vacunacion esta recomendada también para las hembras, aunque raramente
se aplica (Féscolo et al. 2005, Campero 2002). Sin embargo, hay heterogeneidad en la
sensibilidad a antibidticos de las diferentes cepas, por lo que los tratamientos no
siempre son efectivos (Jimenez et al. 2011, Gallay et al. 2007). El tratamiento es
costoso y no impide la reinfeccion. A esto se suma un escaso control de los
reproductores, ya que los toros se compran, alquilan o prestan libremente (Jimenez et
al. 2011, Repiso et al. 2005). Ha sido sugerido que las vacunas elaboradas con cepas
fordneas o muy antiguas aportan escasa proteccidon contra este patégeno (Jimenez et
al. 2011, Fdéscolo et al. 2005, Cobo et al. 2003, Corbeil et al. 2003). Esta baja efectividad
puede deberse a diferencias entre las cepas circulantes en diferentes regiones, pero
también a cambios antigénicos de las SLPs de la bacteria durante el curso de la
infeccion (Cobo et al. 2003). También es importante incluir cepas de ambas
subespecies y del biovar intermedius en la formulacion de las vacunas (Cobo et al.
2004). En Uruguay, si bien existen vacunas nacionales e importadas para la profilaxis
de la campylobacteriosis, la informacién sobre la eficiencia de estas vacunas a campo
es escasa. No hay un relevamiento previo de la variacion de las cepas que circulan en
el pais que permita determinar cual vacuna es la mas adecuada para combatir a esta
bacteria.

Segun la organizacion mundial de sanidad animal (OIE, del francés Office
International des Epizooties), la CGB es una enfermedad distribuida mundialmente,
que abarca un rango de prevalencia de 10 a 40% dependiendo de la regién (Fig. 2).
Esta organizacion colocoé a la CGB en su lista de reporte obligatorio, que contiene
enfermedades transmisibles que se consideran importantes desde el punto de vista
socioecondmico y/o sanitario a nivel nacional, y cuyas repercusiones en el comercio
internacional de animales y sus productos son considerables. La enfermedad causa
grandes pérdidas econdmicas en todos los paises que tienen una poblacidon grande de

ganado bovino, y es mas prevalente en sistemas de ganaderia extensiva con
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Figura 2. Distribucion de la campilobacteriosis genital bovina. Datos del afio 2013.
Tomado de la base de datos estadisticos de la OIE
(WAHID, http://www.oie.int/wahis_2/public/wahid.php/Wahidhome/Home)

reproduccién por servicio natural como el uruguayo. Estas pérdidas se deben no sélo a
la reduccion en las tasas de procreo sino a la necesidad de descartar animales y a las
reducciones en la produccion de leche, lo cual disminuye severamente la rentabilidad
de los sistemas de produccién (Molina et al. 2013, Féscolo et al. 2005, Campero et al.
2003, 2005, Campero 2002). Estos problemas se acentuan en los paises del Tercer
Mundo, donde las tecnologias y servicios adecuados para la correcta identificacion del
problema e implementacion de planes de control son escasos y de dificil acceso
(Mshelia et al. 2010b, 2012, Mai et al. 2013b).

La CGB impone restricciones al comercio internacional de productos bovinos (van
Bergen et al. 2005b). Otra actividad econdmica que se ve afectada es la exportacion de
genética bovina en forma de semen y toros reproductores, un mercado global de
importancia creciente, en el que Uruguay incursiona con creciente interés.

Historicamente la economia de Uruguay se ha basado en la exportacién de
productos agropecuarios, especialmente de carne bovina y sus derivados. En el afio
2011, nuestro pais se ubico en el puesto 20 entre los principales productores
mundiales de carne vacuna, y ocupé el cuarto lugar entre los paises sudamericanos. La
produccién bovina en su conjunto generd 2.373 millones de ddlares americanos. Esto

representa un 26% de la produccion agropecuaria total del pais en ese afio. Un 93% de
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esta producciéon fue exportada (FAOSTAT 2013; DIEA 2012). Por lo tanto, puede
considerarse a la produccion bovina como uno de los pilares de la economia nacional.

Entre las causas que influyen en el comportamiento reproductivo hay multiples
factores; entre otros, los nutricionales y de manejo (Quintans 2013) y los infecciosos,
como la CGB, a los cuales se les puede atribuir mds de un 50% de las fallas
reproductivas (Campero 2002). Los rodeos infectados presentan disminucion de la tasa
de prefiez en el orden del 20 al 25%, y también en la tasa de procreo debido a los
abortos, que alcanzan hasta un 10% (Mai et al. 2013b, Quintans 2013, Bondurant 2007,
van Bergen et al. 2005b).

En Uruguay la campylobacteriosis genital bovina tiene estatus de enfermedad
clinica (OIE 2014), e influye notoriamente en las tasas reproductivas observadas en
nuestro pais. La tasa de prefez promedio en Uruguay en el afio 2011 fue de 72.3%,
mientras que la tasa de procreo se ubicé en 68% (DIEA 2012). Por esta razén, es
esencial vigilar y controlar la enfermedad de forma permanente. El diagndstico clinico
de la enfermedad es dificil, puesto que sus sintomas se solapan con los de varios
factores, y las bajas tasas de prefiez pueden atribuirse a diversas causas (Gadicke y
Monti 2012, Repiso et al. 2005). Esta enfermedad fue detectada por primera vez en
Uruguay en rodeos de leche a fines de la década de 1960 (Repiso et al. 2005). Las
medidas de control en la cuenca lechera se basaron en medidas de manejo
(inseminacién artificial, separacion de animales por categorias, eliminacidon de toros
positivos y vacunaciones sistematicas).

A partir de la década de 1980 se comenzaron a realizar diagndsticos rutinarios de
campylobacteriosis y se implementaron planes de control de dicha enfermedad en los
rodeos de carne a nivel de los toros inseminadores, los cuales lograron disminuir la
prevalencia de la enfermedad, con un aumento de las tasas de prefiez en un 5 a 10%
(Bove et al. 2013, Carretto, com. pers.). El ultimo relevamiento estadistico realizado en
Uruguay para evaluar la incidencia de C. fetus fue realizado en 2005 por la Division de
Laboratorios Veterinarios M.C. Rubino del Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca.
Los resultados indicaron que la prevalencia de C. fetus en toros era del 28%, mientras
que la prevalencia por establecimiento alcanzaba el 37%. En cuanto a las medidas de
control, los establecimientos que realizan examenes de control en toros previo al

servicio son alrededor del 2%, los que realizan inseminacién artificial un 6%, y la
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vacunacion sélo se implementa en un 4% de los rodeos (Repiso et al. 2005), a pesar de
que ha sido planteado que la relacién costo-beneficio de la vacunacién es muy buena,
puesto que las pérdidas econdmicas debidas a la repeticion de celo son 18 veces mas
grandes que el costo de la vacunacién (Alves et al. 2011).

En nuestro pais existe una reglamentacidon que indica que todos los toros que se
comercialicen o se alquilen como reproductores, deben tener un certificado sanitario
que los acredite como libres de C. fetus. Esta reglamentacidon es sélo parcialmente
respetada, lo cual facilita el ingreso de la enfermedad a los establecimientos. Ademas,
es muy frecuente la practica de repaso (entore adicional de las vacas que no quedan
prefiadas), el cual aumenta el riesgo de transmisién de la enfermedad (Alves et al.
2011, Cobo et al. 2003). Situaciones similares parecen ser muy comunes en los paises
miembros de la OIE, ya que en un relevamiento de las medidas de manejo a nivel
global realizado en 2005, sélo 26 de 166 paises contestaron el formulario. Se registré
una gran heterogeneidad en las respuestas en cuanto a los métodos de deteccidn vy las
medidas de control utilizadas en diferentes paises (van Bergen et al. 2005b). La
deteccidn y caracterizacion del patégeno son factores clave para la implementacion de
medidas de control. Las medidas regulatorias internacionales para el comercio de
toros, embriones y semen estdn regidas por las metodologias aceptadas
internacionalmente, descritas en el manual y el cddigo de Animales Terrestres de la
OIE (OIE 2014, van Bergen et al. 2005b). Muchos paises reportan la utilizacién de
métodos no incluidos en el manual de la OIE, complicando la comparacién de
resultados en diferentes paises y la visualizacion de la verdadera dimensiéon del
problema (van Bergen et al. 2005b).

Como se menciond previamente, C. fetus se considera un patégeno emergente
en la especie humana (Wagenaar et al. 2014). La mayoria de los paises incluyen a C.
fetus en el grupo de riesgo 2 para la salud humana, el cual seglin la Organizacién
Mundial de la Salud, implica un riesgo moderado para los individuos, y bajo para la
comunidad (ABSA 2015). Este grupo incluye patégenos que pueden causar enfermedad
en humanos o animales, pero es improbable que sean una amenaza seria para la
comunidad, el ganado o el medio ambiente. Exposiciones en laboratorio pueden
implicar infecciones serias, pero existen tratamientos adecuados y el riesgo de que se

disemine la infeccion es limitado.
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La primera descripcién de una infeccion con C. fetus en humanos se realizé en
1947, y estuvo asociada con la ingestion de leche sin pasteurizar (Blaser 1998). Desde
entonces, se han reportado una gran serie de casos. La identificacién de subespecies
no suele realizarse en los laboratorios clinicos, pero ha sido planteado que la misma
seria necesaria para entender mejor la epidemiologia de la enfermedad (Wagenaar et
al. 2014). En la mayoria de los casos en que se determina la subespecie implicada, las
infecciones son debidas a Cff, aunque existen algunos casos de infeccién con Cfv o con
la recientemente descrita Cft (Fitzgerald et al. 2014, Benejat et al. 2013, Patrick et al.
2013, Tu et al. 2004).

A pesar de ser un problema de salud publica importante dado que los casos son
dificiles de tratar, muchas veces fatales y cada vez mads frecuentes, las rutas de
transmisidn y los factores de riesgo de contraer esta infeccidn para los humanos son
poco conocidos (Wagenaar et al. 2014, Decousser et al. 2007). La mayoria de las
infecciones son esporadicas, pero se han encontrado también algunos brotes
(Wagenaar et al. 2014, Blaser 1998). Hubo dos brotes en unidades de cuidado
neonatal, luego del nacimiento de nifios infectados, lo que sugiere una posible via de
contagio entre personas (Wagenaar et al. 2014). En una colonia huterita hubo un caso
de sepsis en una nifia de 4 meses, y se detectaron casos de diarrea en varios miembros
de la comunidad. Los perfiles de PFGE (del inglés pulsed field gel electrophoresis,
electroforesis en campos pulsados) de los aislamientos de C. fetus obtenidos de las
distintas personas eran idénticos, sugiriendo que formaban parte de un mismo brote
(Rennie et al. 1994).

Muchos investigadores consideran que C. fetus es un patdgeno oportunista
(Ledina et al. 2012, Shimizu et al. 2012, Tremblay et al. 2003). Los pacientes que se ven
mas frecuentemente afectados son los inmunocomprometidos por diversas causas,
como haber recibido transplantes o tener el sindrome de inmunodeficiencia adquirida,
pacientes con graves problemas cardiovasculares o hepaticos, con diabetes o que
recibieron el implante de prétesis o marcapasos, o que se someten a hemodidlisis
(Shimizu et al. 2012). Otros grupos de riesgo los constituyen las mujeres embarazadas
y los ancianos (Wagenaar et al. 2014, Louwen et al. 2012, Pacanowski et al. 2008). Si
bien en la mayoria de los casos los pacientes padecen alguna enfermedad previa a la

infeccidn, se han descrito casos de pacientes aparentemente sanos, que generalmente
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se han asociado a riesgos ocupacionales por contacto frecuente con ganado
(Wagenaar et al. 2014, Salihu et al. 2009).

Uno de los factores que mas se asocia con infecciones por C. fetus es el consumo
de productos bovinos u ovinos (carne, leche, y especialmente higado) crudos o mal
cocinados, asociado a un estado vulnerable del individuo (Wagenaar et al. 2014, Man
2011). La participacion de los productos alimenticios aviares en la transmisién de C.
fetus es controversial (Aroori et al. 2013, Suy et al. 2013, Man 2011). Los animales
domésticos, como perros, también podrian actuar de reservorio del patdgeno,
contagiando a los humanos, y también pueden desarrollar sintomas de diarrea
(Chaban et al. 2012).

Las infecciones por C. fetus en humanos se consideran subdiagnosticadas. Esto se
debe a varias causas, entre las cuales se encuentra la presentacion clinica muy diversa,
que suele solaparse con los sintomas de otras infecciones mas comunes (Tanaka et al.
2012). También influyen las dificultades en su aislamiento, sobretodo en el ambito de
la microbiologia clinica, donde los cultivos suelen realizarse en condiciones aerobias o
completamente anaerobias, en las cuales el microorganismo no sobrevive mucho
tiempo, y en medios de cultivo selectivos con antibidticos a los cuales C. fetus es
sensible (Blaser 1998). Estos problemas podrian evitarse por la utilizacion de métodos
moleculares, pero en este tipo de laboratorios no suelen utilizarse métodos especificos
para la deteccién de C. fetus (Decousser et al. 2007).

Campylobacter fetus es la especie mas frecuente en casos de bacteremia, de los
cuales alrededor de un 14% tienen un desenlace fatal (Wagenaar et al. 2014). La
infeccion suele comenzar con la ingestion de la bacteria, seguida por la colonizacidn
del intestino, provocando diarrea en alrededor del 30% de los casos (Wagenaar et al.
2014). La presentacion clinica de la infeccidn va desde diarrea aguda y gastroenteritis
(Man 2011) a una infeccion sistémica que puede variar en gravedad dependiendo del
estado del paciente y de los 6rganos afectados (Louwen et al. 2012a). La septicemia
ocurre en alrededor de un 40% de los casos (Wagenaar et al. 2014). Otras
manifestaciones pueden ser infecciones neuroldgicas como meningitis o abscesos
cerebrales (Suy et al. 2013), o infecciones en otros 6rganos incluyendo huesos y
pulmones o pleuritis (Tanaka et al. 2012, Decousser et al. 2007), celulitis (Ledina et al.

2012, Briedis et al. 2002, Ichiyama et al. 1998), artritis o infecciones perinatales
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(Wagenaar et al. 2014, Louwen et al. 2012a). También puede causar patologias
vasculares, como aneurismas y peri o endocarditis (Louwen et al. 2012a). En mujeres
embarazadas, se han encontrado infecciones en todas las etapas del embarazo. Los
sintomas clinicos de la madre son fiebre y algunas veces diarrea, pero en ciertos casos
se reportan abortos espontdneos que estan acompaiiados o no de otros sintomas. En
los casos en que se lleva a término el embarazo, el bebé puede sufrir de sepsis, que
frecuentemente lleva a un cuadro de meningitis con alta mortalidad (Wagenaar et al.
2014, Nakajima-Kawakami et al. 2010, Fujihara et al. 2006).

El tratamiento de estas infecciones es dificil, sobre todo debido a la
heterogeneidad en la sensibilidad a antibidticos de las diferentes cepas, a la
adquisicion de resistencias a lo largo del tiempo, y a la dificultad de los antibidticos
para penetrar en algunos tejidos que la bacteria coloniza (Tanaka et al. 2012,
Pacanowski et al. 2008, Gallay et al. 2007, Fujihara et al. 2006, Tremblay et al. 2003,
Blaser 1998). Por este motivo, se han reportado numerosos casos de infecciones
recurrentes, muchas veces con un desenlace fatal, aun en casos donde se
administraron los antibidticos adecuados (Wagenaar et al. 2014, Ledina et al. 2012,

Decousser et al. 2007, Tremblay et al. 2003).

1.2 Identificacion del género Campylobacter, la especie Campylobacter fetus, las
subespecies fetus y venerealis y el biovar intermedius

1.2.1 Aislamiento e identificacion fenotipica y bioquimica del género Campylobacter,
la especie Campylobacter fetus, las subespecies fetus y venerealis y el biovar

intermedius

Para la deteccion de C. fetus mediante métodos bacteriolégicos, el transporte de
la muestra es un paso critico, ya que debido a su caracter microaerofilico, la bacteria
debe ser transportada refrigerada en un medio especial (medio TEM) que garantice su
viabilidad (Alves et al. 2011). Ademas de la utilizacion de un medio de cultivo selectivo
(medio Skirrow o agar-sangre con sulfato de polimixina B, trimetoprima, vancomicina y
cicloheximida), y el cultivo en atmédsfera microaerofilica, la identificacion de C. fetus se

realiza a través de la morfologia de la colonia, la tincion de Gram y la morfologia
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microscopica, donde se observan las formas espiraladas caracteristicas del género
(Alves et al. 2011).

Campylobacter fetus también puede ser identificada por inmunofluorescencia
directa, que es un método rdpido de deteccidn, aunque con una sensibilidad menor, y
que no permite diferenciar las subespecies (Alves et al. 2011). Otra prueba serolégica
que se puede aplicar al diagndstico de C. fetus es el ensayo inmunoenzimatico ELISA,
gue detecta anticuerpos IgA en el mucus vaginal de hembras bovinas presuntamente
infectadas (Alves et al. 2011, Mshelia et al. 2010a). Sin embargo, algunos autores
reportan la presencia de falsos positivos y falsos negativos (Mcmillen et al. 2006). Otro
ensayo ELISA utiliza cuatro anticuerpos monoclonales contra las variantes A y B del
lipopolisacdarido (LPS), y fue utilizado en muestras de mucus y raspajes prepuciales en
medio TEM (Devenish et al. 2005, Brooks et al. 2004). También se desarrolld un
método basado en técnicas inmunohistoquimicas, que es util para el relevamiento de
la presencia de Campylobacter spp. en tejidos conservados en formol (Campero et al.
2005).

Para la diferenciacidon de Cff y Cfv, el ensayo actualmente aceptado por la OIE
(2014) es el ensayo de tolerancia a 1% de glicina (Cff es positivo y Cfv negativo). Otra
prueba bioquimica aceptada es la produccion de sulfuro de hidrégeno (H,S), para la
cual Cff es positivo y Cfv negativo. En base a esta ultima prueba, se define Cfv biovar
intermedius, que es negativo para la tolerancia a 1% de glicina y positivo para la
produccién de H,S (Veron y Chatelain 1973). Para la diferenciacién de Cff y Cfv, han
sido probados varios ensayos adicionales, incluyendo pruebas de resistencia a diversos
antibidticos, tasa de crecimiento, tamafno y tipo de espiral, tolerancia al oxigeno vy
crecimiento a 25°C y 42°C (Schulze et al. 2006), pero ninguno de ellos da resultados
concluyentes, ya que existen incongruencias en los resultados obtenidos con los

diferentes ensayos.
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1.2.2 Identificacion genética del género Campylobacter, la especie Campylobacter

fetus, las subespecies fetus y venerealis, y el biovar intermedius

El género Campylobacter se puede identificar mediante la amplificaciéon de un
fragmento del gen 16S con cebadores que hibridan en regiones con secuencias
exclusivas del género (Linton et al. 1996).

Existen varios métodos para la identificacidon de la especie C. fetus. El método
molecular mas empleado para la identificacion de la especie utiliza el gen cstA (carbon
starvation protein gene) como blanco de PCR y se basa en la presencia/ausencia de
amplicon, y es el mas frecuentemente utilizado. Este método es el recomendado para
la identificacion de especie por la OIE, en su manual de diagndstico de enfermedades
de animales terrestres (OIE 2014).

Otros métodos incluyen la amplificacion y/o secuenciacién de diferentes
fragmentos del gen 16S, que ha sido planteada para identificar a la mayoria de las
especies del género Campylobacter (Gorkiewicz et al. 2003, Oyarzabal et al. 1997,
Linton et al. 1996). Otros autores proponen utilizar cebadores que amplifican un
fragmento del gen 23S en un PCR convencional (Bastyns et al. 1995), o mediante un
nested-PCR (Inglis y Kalischuk 2003). Se han propuesto métodos basados en Southern
Blot que emplean sondas especificas del gen 16S (Blom et al. 1995).

En afios recientes, se desarrollaron métodos basados en PCR en tiempo real
(Chaban et al. 2009, Mcmillen et al. 2006). Se desarrollé un método de identificacién
de la especie basado en el gen cpn60, que codifica para una chaperonina de 60 kDa,
utilizando SYBR Green (Chaban et al. 2009). Otro método utiliza sondas de hidrélisis
(TagMan) y tiene como blanco el gen nahE (Selim et al. 2014, van der Graaf-van Bloois
et al. 2013).

También se propuso un método de identificacion de C. fetus (Yamazaki et al.
2009) basado en la técnica LAMP (del inglés loop-mediated isothermal amplification,
amplificacién isotérmica mediada por bucles), pero esta metodologia no fue aplicada
con posterioridad a su descripcion.

El método recomendado por la OIE para diferenciar Cff de Cfv esta incluido en un
multiplex PCR que también se utiliza para identificar la especie. La caracterizacién se

realiza mediante la amplificaciéon de un fragmento del gen parA (plasmid partition
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protein gene), que fue descrito como caracteristico de la subespecie Cfv (Hum et al.
1997).

La OIE recomienda varios métodos moleculares adicionales para la diferenciacion
de Cff y Cfv, aunque se advierte que dan resultados dispares (OIE 2014). Estos métodos
incluyen PFGE (van Bergen et al. 2006, On et al. 2001, Salama et al. 1992), RAPD (del
inglés random amplified polymorphic DNA, amplificacion al azar de ADN polimdrfico)
(Tu et al. 2005a), y MLST (del inglés multi locus sequence typing) (Van Bergen et al.
2005a). Otros métodos estan basados en PCR, apuntando a distintas regiones
gendmicas (Moolhuijzen et al. 2009, Abril et al. 2007, Schulze et al. 2006, Wang et al.
2002, Hum et al. 1997). También se han realizado estudios basados en la técnica de
AFLP (del inglés amplified fragment length polymorphism, polimorfismo en el largo de
fragmentos amplificados; van Bergen et al. 2005c, Duim et al. 2001, Wagenaar et al.
2001). El método descrito por Abril et al. (2007) esta basado en la presencia de un
elemento genético movil, denominado ISCfel, que se encontrd en las cepas de Cfv
pero no en las de Cff. Otro método propuesto para identificar Cfv estd basado en la
técnica LAMP (Yamazaki et al. 2010). También se disefiaron otros métodos de
discriminacion entre Cff y Cfv basados en curvas de disociacidon (melting) con SYBR
Green, pero los mismos mostraron una alta tasa de discrepancia con los resultados de
los métodos bioquimicos (McGoldrick et al. 2013). Otros métodos utilizan una sonda
TagMan o el agente intercalante SYBR green, basados en el gen parA (McGoldrick et al.
2013, Chaban et al. 2012, Mcmillen et al. 2006), pero se ha cuestionado su
especificidad (ocurrencia de falsos positivos; Spence et al. 2011).

Se describié un método basado en la secuencia del gen sapB2 para identificar
positivamente a la subespecie Cff (Wang et al. 2002), pero parece mostrar una
sensibilidad (capacidad para detectar una muestra que se sabe positiva) muy baja
(Willoughby et al. 2005).

Para la identificacion del biovar intermedius, existe un método basado en PCR
gue amplifica una variante del gen VirB11, que los autores encontraron en una cepa de
Cfvi utilizada en su estudio, pero este método no fue probado en otras cepas

(Moolhuijzen et al. 2009).
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1.3 Metodologias de analisis de la variabilidad genética en bacterias y sus

aplicaciones en Campylobacter fetus

El estudio de los patrones de variacién de los patdgenos es esencial para
investigar los riesgos epidemioldgicos asociados a las variantes, y para rastrear la
transmisién de las mismas de una regidén a otra, entre hospederos o a través del
tiempo (Li et al. 2009). La identificacion de variantes entre cepas estrechamente
relacionadas es una herramienta esencial para diagnosticar y monitorear infecciones y
brotes epidemiolégicos en patdgenos, tanto animales como humanos.

Hay numerosas metodologias que permiten caracterizar a los diferentes
patdégenos. Para que las mismas sean eficaces, deben cumplir con una serie de
requisitos, dentro de los cuales los mas importantes son su poder de discriminacion, su
reproducibilidad a lo largo del tiempo y en diferentes laboratorios, y la facilidad en su
aplicaciéon por parte de personal técnico (Li et al. 2009). Otros factores como el costo y
la rapidez, también deben considerarse cuando se requiere el analisis de un gran
numero de muestras o una respuesta rapida a una situaciéon epidemioldgica critica
(Taboada et al. 2013). La eleccién de las metodologias depende de si el estudio se
realiza a nivel local o global, y del grado de variacidon que presenta el genoma del
patégeno estudiado (Taboada et al. 2013, Maiden et al. 1998).

A continuacion se describen algunos métodos de andlisis de la variabilidad que
han sido exitosos en diferentes grupos de bacterias, poniendo especial énfasis en los

antecedentes en el género Campylobacter y en la especie C. fetus.

1.3.1 Multi locus sequence typing (MLST)

La variacidon en la secuencia de determinados genes se usa para elaborar
esquemas de caracterizacion que permiten realizar estudios epidemioldgicos y
evolutivos. Un método muy utilizado es el MLST, el cual implica obtener secuencias
parciales de siete genes housekeeping (genes requeridos para realizar las funciones
celulares basicas) y emplear genotipos combinados, denominados STs (del inglés
sequence types) para diferenciar cepas (Maiden et al. 1998). Los genes housekeeping

se utilizan porque suelen estar presentes en todos los aislamientos de una especie, y
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tener un nivel de variacién que garantiza la existencia de alelos diferentes en las
diversas cepas (Foley et al. 2009, Maiden et al. 1998). Esta aproximacién ha sido
utilizada para caracterizar un gran numero de especies bacterianas (Lowder et al.
2009, Dingle et al. 2001, Enright y Spratt 1998). Una gran ventaja del MLST con
respecto a otros métodos de caracterizacién es su portabilidad, es decir la facilidad en
la comparacion de resultados entre laboratorios, y la elaboracion de bases de datos
publicas, ademds de ser mas variable que los métodos fenotipicos como Ia
serotipificacion (Taboada et al. 2013, Dingle et al. 2001). En las especies que tienen
varios alelos por cada locus, es altamente improbable que los aislamientos compartan
su ST a menos que estén estrechamente relacionados (Lin et al. 2014). La informacién
contenida en estas secuencias de ADN también es util para responder preguntas como
los limites entre las especies, las dindmicas poblacionales y las relaciones evolutivas
entre especies o poblaciones bacterianas (Pérez-Losada et al. 2013).

El MLST se ha desarrollado para varias especies del género Campylobacter (Miller
et al. 2012, 2005, Van Bergen et al. 2005a), y para géneros relacionados como
Arcobacter (Miller et al. 2009). Este método es especialmente util para la
caracterizacion de C. jejuni y C. coli (Colles y Maiden 2012, Dingle et al. 2001). El
analisis de grandes colecciones de aislamientos de diversas fuentes ha llevado a una
comprensién de la epidemiologia, evolucién y estructura poblacional de estos
patdgenos, que tienen distribucion mundial y una gran diversidad genética (Sheppard
et al. 2010, Colles y Maiden 2012). Asi, se pudo establecer la presencia de complejos
clonales o linajes de STs relacionados (en los cuales coinciden al menos cuatro de los
siete alelos; Feil y Enright 2004). Estos linajes se relacionan con caracteristicas como la
capacidad de infectar ciertas especies de animales o el serotipo, lo que permite
identificar las fuentes de infecciones en humanos e implementar planes de control
(Taboada et al. 2013, Colles y Maiden 2012, Colles et al. 2009, Sheppard et al. 2009,
Dingle et al. 2001). En estos estudios también se determindé que la transferencia
horizontal de genes (THG) y la recombinacién intra e interespecie son procesos
frecuentes en el género, por lo que las poblaciones de estas especies se consideran
panmicticas (Schouls et al. 2003). En conjunto, estos resultados llevaron a establecer al
MLST como la técnica de referencia (“gold-standard”), para la caracterizacién de la

mayoria de las especies del género (On 2013).
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El MLST es el Unico método basado en secuencias de ADN empleado hasta ahora
para el estudio de la variabilidad en C. fetus. El esquema de MLST desarrollado para C.
fetus se basa en la secuenciacién de fragmentos de siete genes (Van Bergen et al.
2005a).

La variabilidad genética de C. fetus evidenciada por el esquema de MLST es
escasa en los aislamientos de mamiferos (Van Bergen et al. 2005a). En base a estos
resultados, se propuso que la especie C. fetus tiene una estructura poblacional clonal.
Se considera a la subespecie Cfv como un clon bovino dentro de la especie (Van Bergen
et al. 2005a), el cual se diferencia de Cff ya que los STs presentes en Cfv son exclusivos
de bovinos, y estan estrechamente relacionados entre si (Van Bergen et al. 2005a).
También se observa una correlacidon de los STs con el serotipo (o tipo sap, ver mas
adelante) de las cepas (Fig. 3A).

Los aislamientos de C. fetus obtenidos de reptiles son mas variables, y presentan
una marcada diferenciacion de las cepas de mamifero (Fig. 3B) (Wang et al. 2013,

Dingle et al. 2010, Gorkiewicz et al. 2010, Van Bergen et al. 2005a).
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Figura 3. Relaciones entre los STs encontrados en C. fetus y caracteristicas de las cepas. A.
Red realizada con el método neighbor-joining, mostrando el tipo sap y la subespecie de los
aislamientos. Tomado de Van Bergen et al. 2005a. B. Arbol filogenético realizado con el método
de neighbor-joining, mostrando el origen animal de las cepas. Tomado de Wang et al. 2013.
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1.3.2 Secuencias de los operones ribosomales

La estructura de los ribosomas, las maquinarias ribonucleoproteicas encargadas
de sintetizar las proteinas, estd muy conservada en los tres dominios de la vida. En
procariotas, el ribosoma estd compuesto por dos subunidades: la 50S, que incluye los
ARNs 23S y 55 y mas de 30 proteinas, y la 30S, compuesta por el ARN 16S y 20
proteinas. Las restricciones estructurales del ensamblaje del ribosoma hacen que los
genes del ARN ribosomal sean muy conservados a lo largo de la evolucién (Pei et al.
2009). En la mayoria de los procariotas, los genes ribosomales estdn organizados en un
operdn en el orden 16S-23S-5S, y son transcritos en un ARN policistronico que se
procesa para dar las formas maduras que conformardn el ribosoma (Condon et al.
1992). El numero de operones presente en los distintos genomas bacterianos varia
entre 1y 15 (Rastogi et al. 2009), y el género Campylobacter se caracteriza por tener 3
copias de los mismos (Gurtler y Stanisich 1996) (Fig. 4).

En muchas especies de bacterias se utilizaron diversas regiones de los operones
del ADN ribosomal para realizar analisis de variabilidad genética, con un grado de éxito
variable segun el modelo (Lee et al. 2009, Bouchet et al. 2008).

Una de las regiones mdas empleadas es el gen 16S. La caracterizacién del gen 16S
es un método estandar para la identificacidon de especies, géneros y familias de
bacterias (Gurtler y Stanisich 1996, Woese 1987), y se utiliza habitualmente para la
realizacion de analisis metagendmicos (Amir et al. 2013). La escasa variabilidad de este
gen, sin embargo, lo hace apto para diferenciar especies pero no para evaluar la

variabilidad intraespecifica (Gorkiewicz et al. 2003).

168 ISR 238 55
I paN I I B D
rrsC ARNt trlC rrfC
(Ala, Ala, lle)

Figura 4. Organizacion de los operones ribosomales en C. fetus. Cada
operén estd compuesto por los tres genes que codifican los ARNs
estructurales del ribosoma, separados por espaciadores. El espaciador entre
el gen 16S y 23S se denomina ISR. Cada genoma contiene tres copias del
operon, que varian en el ARNt codificado dentro del ISR (los ARNt para la
Alanina estan presentes en la primera y segunda copia, mientras que la
tercera codifica el ARNt de la Isoleucina).
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Otra secuencia de los operones ribosomales que es utilizada con éxito para
relevar variabilidad inter e intraespecifica en el género Campylobacter, es la de una
region variable del gen 23S, que corresponde a las hélices 43 a 69 de la estructura
secundaria del ARN 23S (Meinersmann et al. 2009, Iriarte y Owen 1996, Bastyns et al.
1994, Eyers et al. 1994, Trust et al. 1994, Van Camp et al. 1993).

El espaciador que se encuentra entre los genes 16S y 23S se denomina region
espaciadora interna (ISR, del inglés internal spacer region). Es la zona mas variable del
operon, tanto en largo como en secuencia, y se utiliza para relevar variabilidad inter e
intraespecifica en varios taxa, incluyendo al género Campylobacter (Man et al. 2010,
Cao et al. 2009, Tazumi et al. 2009, Khan y Edge 2007, Christensen et al. 1999, Pérez
Luz et al. 1998, Gurtler y Stanisich 1996, Jensen et al. 1993, Barry et al. 1991). En
muchas bacterias gram negativas, estos espaciadores contienen, ademds de zonas
variables, genes que codifican para ARNs de transferencia (ARNt). En C. fetus, el Unico
estudio que hasta ahora incluye secuencias de los ISR utiliza secuencias extraidas del
genoma completo de la cepa Cff 82-40 para compararlo con los de otras especies (Man
et al. 2010).

En muchas especies de bacterias se han encontrado secuencias intervinientes
(IVSs, del inglés intervening sequences) tanto en el gen 16S como en el 23S y en el ISR.
Las IVSs son inserciones, variables en secuencia, ubicacién y largo, que suelen estar
presentes sélo en una parte de las cepas de cada especie (Nakajima et al. 2013, Liguori
et al. 2011, Man et al. 2010, Meinersmann et al. 2009, Linton et al. 1994, Jensen et al.
1993). En el género Campylobacter se describiod la presencia de IVSs en el gen 23S en
varias de sus especies, incluyendo a C. fetus, donde algunas cepas presentan una
secuencia mas larga que el resto (Tazumi et al. 2009, Chan et al. 2007, Trust et al.
1994, Van Camp et al. 1993). La presencia de una IVS de 156 pb en el ISR fue descrita
en C. lari (Hayashi et al. 2012).

1.3.3 Analisis de genes de virulencia

El contenido génico de muchos microorganismos es variable, aun dentro de una
misma especie. La presencia o ausencia de determinados genes se puede evaluar por

medio de su amplificaciéon con cebadores especificos (Foley et al. 2009) o de su
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secuenciacion (Cody et al. 2009, Chen et al. 2007, Lacher et al. 2007). Para estos
analisis se utilizan con frecuencia multiples genes, incluyendo factores de virulencia o
genes que participan en la utilizacidn de los nutrientes y en la resistencia a antibidticos
(Taboada et al. 2013, Foley et al. 2009). Los factores de virulencia son aquellos genes
gue participan en el relacionamiento con el hospedero, provocandole una
enfermedad. Estos genes codifican para diversas proteinas, como las estructurales
(proteinas capsulares, de membrana y SLPs) y las que intervienen en las vias de
glicosilacion, la transferencia de plasmidos, la invasién, la quimiotaxis, la adhesidn, la
motilidad, la comunicacién célula-célula (quorum sensing), toxinas como las CDT (del
inglés cytolethal distending toxin) y los sistemas de secreciéon (Ho Sui et al. 2009),
aungue muchos de estos genes también estan presentes en bacterias comensales, por
lo que algunos autores los Ilaman con el nombre mas general de factores de
interaccion con el hospedero (Ho Sui et al. 2009, Pallen y Wren 2007, Holden et al.
2004).

En estudios gendmicos realizados en el género Campylobacter, se encontraron
multiples genes asociados a la patogenicidad, como los que participan en el
metabolismo de los LPS, los genes de las flagelinas, genes de adherencia y de
resistencia a antibidticos, genes que codifican diversas toxinas, y el sistema de
secrecion tipo IV (Fouts et al. 2005, Eppinger et al. 2004). Algunos de estos genes son
compartidos entre todas o varias de las especies, y otros son exclusivos de algunas
especies o de algunas cepas, lo cual se relaciona con sus diferencias en virulencia y
patogenicidad (Fouts et al. 2005, Eppinger et al. 2004).

En C. fetus, uno de los principales factores de virulencia son las S-layers, que
muestran variacion en la expresion de sus SLPs (Tu et al. 2003). Esta especie se clasifica
en dos serotipos (A y B), basandose en la composicion del LPS de la membrana externa
de la bacteria (Moran et al. 1994, Perez-Perez et al. 1986). Cff presenta ambos
serotipos, y ocasionalmente el serotipo combinado AB, mientras que Cfv presenta sélo
el serotipo A (Tu y Dewhirst 2001, Alves et al. 2011). En las cepas del serotipo A, el
genoma contiene ocho homadlogos del gen sapA, (del inglés SAP: surface array protein)
y en las de serotipo B, del gen sapB. Las proteinas que codifican estos genes se asocian
alternativamente a los LPS tipo A o B, puesto que su extremo amino terminal, aunque

similar en estructura secundaria, es diferente en secuencia y es capaz de asociarse
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especificamente a una u otra variante del LPS (Dworkin 1995, Dworkin et al. 1995,
Yang et al. 1992). Por lo tanto, hay una correlacion directa entre el tipo de SLP (Ao B) y
el serotipo, existiendo cepas que poseen ambos conjuntos de homdlogos (sapA 'y sapB)
y ambos tipos de LPS (serotipo AB) (Messner et al. 2010, Dworkin 1995, Moran et al.
1994, Dubreuil et al. 1990). Los genes de un mismo tipo difieren entre si en su extremo
3" y por lo tanto codifican diferentes variantes de la SLP (Bahl et al. 1997, Dworkin
1995, Tummuru y Blaser 1992). Estos genes se encuentran juntos en la isla gendmica
sap, y se expresan alternativamente a través de su asociacidn con un Unico promotor,
mediante rearreglos que ocurren con alta frecuencia y que implican recombinacién e
inversion de la region donde se encuentra el promotor, de manera que un solo gen se
estd expresando a la vez. Esta region que se invierte puede también incluir a alguno de
los genes del conjunto de homélogos. Este proceso es conservativo, ya que los genes
cambian de orden pero no se pierden ni se crean nuevas variantes. La ocurrencia de
estos reordenamientos hace variar la SLP que rodea a la bacteria provocando
diferencias antigénicas dependiendo de las circunstancias (Dworkin y Blaser 19973,
1997b, Dworkin 1995, Tummuru y Blaser 1993), pudiendo cambiar durante el curso de
una infeccién (Tu et al. 2005). Este proceso le permite a la bacteria evadir el sistema
inmune del hospedero, por lo que la S-layer juega un papel preponderante en la
colonizacién (Grogono-Thomas et al. 2000, Garcia et al. 1995, Wang et al. 1993). La S-
layer es crucial para la patogénesis, ya que los mutantes defectivos de la misma no
causan enfermedad y son sensibles a la fagocitosis y a la muerte por el complemento
sérico C3b del hospedero (Blaser et al. 1987).

Ademas del operdn sap, los factores de virulencia que se consideran mas
importantes en C. fetus son la CDT, la cual se piensa que es importante para la
colonizacion de las células del hospedero, induciendo su apoptosis (Man 2011), y el
sistema de secrecidn tipo IV (T4SS), que participa en la citotoxicidad (Man 2011). Los
T4SS son maquinarias complejas asociadas evolutivamente a los sistemas de
conjugacién, que median la THG de genes de virulencia y de resistencia a antibiéticos,
entre otras secuencias (de la Cruz et al. 2010, Wallden et al. 2010, Christie et al. 2005).
También han sido frecuentemente asociados a la capacidad de colonizacién de tejidos
y a la transferencia de moléculas efectoras a la célula eucariota en bacterias

patogénicas (Gorkiewicz et al. 2010, Christie et al. 2005, Cascales y Christie 2003). El
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sistema T4SS estd implicado en la capacidad de C. fetus para la transferencia de
pldsmidos conjugativos, que ocurre naturalmente, y esta involucrado en la invasiéon y
mortalidad de células humanas in vitro (Kienesberger et al. 2011). Este sistema esta
asociado a dos proteinas con dominios FIC (del inglés filamentation induced by cyclic
AMP), que son efectores citotdxicos hipotéticos, aunque no se ha evidenciado su
transporte por medio del T4SS (Kienesberger et al. 2011). El involucramiento de este
sistema en la patogenicidad de Cfv se demostré por ensayos de mutagénesis
(Gorkiewicz et al. 2010). Otros genes relacionados con la patogenicidad que se han
encontrado en C. fetus, y algunos de los cuales no estan presentes en todas las cepas,
son los relacionados con la movilidad, como los genes flagelares, con la adherencia y
con la quimiotaxis (Fahmy et al. 2012; Moolhuijzen et al. 2009; Ali et al. 2012; Krause
2008; Asakura et al. 2007; Mccoy et al. 1976).

1.3.4 Analisis de patrones de bandas

En multiples patégenos, como por ejemplo los pertenecientes a los géneros
Salmonella, Campylobacter, Listeria, Yersinia y Vibrio, y la especie Escherichia coli, el
analisis de los patrones de bandas generados mediante PFGE se utiliza como técnica de
referencia para la caracterizacién (Foley et al. 2009, Mellmann et al. 2004). La técnica
estd basada en la digestion del genoma con enzimas de restriccion de corte poco
frecuente, seguida de una electroforesis en gel de agarosa utilizando campos pulsados
para la separacion de los fragmentos. Los patrones de electroforesis generados de esta
forma se denominan pulsotipos. La interpretacion de los geles puede ser dificultosa
debido al amplio rango de tamanos de los fragmentos generados, y a variaciones en el
equipo utilizado, las condiciones de digestion y el estado de la muestra de partida, que
debe necesariamente tratarse de un cultivo fresco (Fujita et al. 1995). Este fue uno de
los primeros métodos basados en ADN utilizados para caracterizar especies del género
Campylobacter, especialmente en C. jejuni, donde es de utilidad para el rastreo de este
patdgeno en la cadena de produccién aviar (Taboada et al. 2013, Foley et al. 2009,
Mellmann et al. 2004).

En C. fetus, los primeros estudios de variabilidad genética utilizaron la técnica de

PFGE (van Bergen et al. 2006, Vargas et al. 2003, Fujita et al. 1995, Rennie et al. 1994,
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Salama et al. 1992a). Los resultados sugirieron la existencia de distintos clones de C.
fetus en diferentes regiones geograficas (Vargas et al. 2003, On et al. 2001, Tibayrenc
1996, Fujita et al. 1995). Esta técnica ha tenido un éxito relativo, probando ser util para
identificar brotes en estaciones de inseminacidn artificial (van Bergen et al. 2006), para
diferenciar subespecies y distinguir las cepas originarias de mamiferos de los
aislamientos realizados a partir de reptiles (Tu et al. 2005, Fujita et al. 1995, Salama et
al. 1992a). Debido a que tiene un poder de discriminacion muy alto, suele ser Gtil mas
que nada para diferenciar cepas estrechamente relacionadas (Taboada et al. 2013). Sin
embargo, su utilidad es cuestionable cuando se trata de patdgenos altamente clonales
(Taboada et al. 2013), como es el caso de C. fetus.

Otra técnica que ha sido utilizada para analizar la variabilidad en C. fetus es el
AFLP (van Bergen et al. 2005c). Esta técnica consiste en digerir el genoma con una
enzima de corte frecuente, generando una gran cantidad de fragmentos, y luego
adicionarles secuencias adaptadoras en los extremos, que son utilizadas como sitio de
hibridacién de cebadores en una reaccion de PCR. Los amplicones resultantes se
separan por electroforesis para generar un perfil que se utiliza para comparar las
cepas. Si se utilizan cebadores marcados con fluorescencia, esta técnica se puede
automatizar con un secuenciador. El poder de discriminacidn de esta técnica es similar
al de la técnica de PFGE (Wagenaar et al. 2001). En C. fetus, los resultados de la
aplicaciéon de esta técnica indican que la variacion genética de la especie es muy
limitada, aunque seria util para diferenciar las subespecies Cff y Cfv (van Bergen et al.
2005c, Wagenaar et al. 2001). A pesar de esto, esta técnica tiene un uso restringido
debido a su escasa reproducibilidad (On 2013).

La metodologia denominada Rep-PCR se basa en la presencia de secuencias
repetidas dispersas con bajo numero de copias, de las cuales los genomas bacterianos
contienen una gran variedad, como diversos elementos o secuencias de insercién (IS),
los operones del ARN ribosomal y los genes de los ARNt (Lupski y Weinstock 1992). Se
utilizan cebadores que hibridan con la secuencia del repetido, de manera de amplificar
las regiones que flanquean los mismos. Cuando dos elementos estan lo
suficientemente cercanos entre si, se producird amplificacién (Versalovic et al. 1991).
Los amplicones luego se separan por electroforesis y se comparan los patrones de

bandas, que varian en funcién de la cantidad y posiciéon de repetidos que tenga el
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genoma de la cepa. Las secuencias mds usadas para la realizacion de esta técnica son
las secuencias ERIC (del inglés enterobacterial repetitive inter-genic consensus), REP
(repetitive extragenic palindromic) y BOX. Las secuencias ERIC son motivos
conservados de 126 pb que se encuentran en muchas especies de enterobacterias
(Versalovic et al. 1991), y han sido utilizadas con éxito en varios patdgenos. Sin
embargo, su poder de discriminacién suele ser mas bajo que el de la técnica de PFGE
(Foley et al. 2009). En C. fetus, los cebadores basados en las secuencias ERIC fueron
utilizados para hacer un estudio epidemiolégico de varias cepas de origen mamifero y
reptil, permitiendo diferenciar las subespecies Cff y Cfv, los serotipos A y B, y los
aislamientos mamiferos de los reptilianos (Tu et al. 2005a). Los elementos REP tienen
un repetido invertido con un largo aproximado de 38 pb, con una secuencia altamente
conservada. Los elementos BOX son repetidos invertidos con una estructura modular,
que se encuentran cercanos a los genes y pueden transcribirse (Versalovic et al. 1994).

El mayor problema de este tipo de técnica es la reproducibilidad, aunque para
algunos patégenos se han podido desarrollar sistemas automatizados con buenos
resultados, y con un poder de discriminacion superior al de las metodologias de MLST

y PFGE (Pasanen et al. 2014, Bourdon et al. 2011).

1.3.5 Andlisis de genomas completos: identificacidon de variaciones gendmicas

La variaciéon en los genomas bacterianos se genera mediante tres procesos: las
mutaciones, la THG, y los reordenamientos gendémicos provocados por la
recombinacion y la actividad de fagos, pldsmidos y transposones (Ahmed et al. 2008,
Pallen y Wren 2007) (Fig. 5). Ademas de los genes que cumplen funciones metabdlicas
esenciales, que conforman el genoma core, los genomas bacterianos también poseen
un genoma accesorio adquirido mediante THG, compuesto por genes que les aportan
caracteristicas diferenciales y les confieren ventajas selectivas en diferentes ambientes
(Juhas et al. 2009).

Desde el comienzo de los estudios genéticos en bacterias, se han descrito
genomas muy estables y otros con una gran plasticidad (Belda et al. 2005, Mira et al.
2002). La gran cantidad de genomas bacterianos completos que se secuenciaron en los

ultimos afios revelaron una gran plasticidad estructural, y la ocurrencia de
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reordenamientos gendmicos que incluyen translocaciones, inversiones vy
deleciones/inserciones, ademas de identificarse la adquisicion y pérdida de regiones
gendmicas por THG, incluyendo variacion en la presencia de elementos
extracromosdmicos (Xie et al. 2014). Algunos ejemplos de bacterias con genomas muy
plasticos son el patégeno gastrico humano Helicobacter pylori (Fischer et al. 2014), el
probidtico Lactobacillus salivarius (Raftis et al. 2014), el patégeno intestinal de
ungulados Chlamydia pecorum (Sait et al. 2014), el género Salmonella y la especie
modelo E. coli (Touchon et al. 2009, Liu y Sanderson 1996). En epsilon proteobacteria,
la presencia de numerosos reordenamientos a lo largo de todo el genoma, llevd a
plantear la hipdtesis de que la recombinacién es una de las principales fuerzas
evolutivas que rigen la especiacidn en este grupo (Eppinger et al. 2004).

Uno de los mecanismos moleculares subyacentes a la generacién de
reordenamientos es la recombinacién homodloga entre secuencias repetidas, que
genera inversiones de grandes porciones del genoma, las cuales combinadas dan lugar
a translocaciones. También se ha sugerido que las horquillas de replicacién pueden
estar implicadas en la generacion de reordenamientos, ya que en varias especies se
observé que las translocaciones son simétricas respecto al origen de replicacion (Tillier
y Collins 2000).

La THG contribuye a la diversificacion de los microorganismos, y tiene un gran
impacto en la plasticidad gendmica. La mayoria de los eventos de THG ocurren a través
del intercambio de islas gendmicas, que son grandes regiones (entre 10 y 500 kb) que
estdn en la enorme mayoria de los genomas bacterianos. Contribuyen a la rapida
evolucidn y adaptacion al hospedero en bacterias comensales o patogénicas, ya que
pueden contener genes de resistencia a antibidticos, factores asociados con la
simbiosis, o enzimas del metabolismo que les permiten sobrevivir en diversos
ambientes (Miyazaki et al. 2013, van Essen-Zandbergen et al. 2007). Las islas
gendmicas son capaces de integrarse y escindirse del genoma, y de transferirse a otras
bacterias por transformacidn, conjugacion o transduccién (Juhas et al. 2009). Las islas
gendmicas que contienen factores de virulencia, y por lo tanto son responsables de la
adaptacion de los patdgenos al hospedero, son denominadas islas de patogenicidad

(Ali et al. 2012, Hsiao et al. 2005).
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Figura 5. Plasticidad gendmica en bacterias. Hay tres fuerzas que moldean los
genomas bacterianos: las mutaciones, la THG, y los reordenamientos genémicos
provocados por la recombinacion y la actividad de fagos, plasmidos y transposones.

Algunas modificaciones surgen de la interaccidon de estos procesos. Modificado de Pallen
y Wren 2007.

Una gran fuente de variabilidad gendmica la constituyen los plasmidos, que
pueden estar presentes sdlo en algunas cepas de una especie, y transmitirse tanto
entre cepas de una especie como entre especies filogenéticamente distantes que
comparten un determinado habitat. Los plasmidos suelen ser portadores de factores
de virulencia, sistemas de secrecion y genes de resistencia a antibidticos (Batchelor et
al. 2004). Existen métodos basados en la variacion en el contenido de plasmidos de las
cepas, denominados plasmid profiling, en los cuales se evalua el contenido de
plasmidos de una cepa a través de una extraccion de ADN diferencial y posterior
electroforesis, o analisis de restriccion de los mismos. Estas metodologias se han
utilizado en patdégenos como Salmonella, E. coli, Campylobacter, y Shigella (Foley et al.

2009).
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Los genomas de las especies que componen el género Campylobacter han
sufrido un proceso de reduccién, evidenciado por su pequeiio tamafio (1.5 a 2.5 x 10°
bases), con una ausencia casi completa de secuencias no codificantes, y la pérdida de
genes metabdlicos a lo largo de la evolucidn, caracteristicas consistentes con su
adaptacion a nichos especificos (Gorkiewicz et al. 2010, Hofreuter et al. 2008).

Los genomas de C. fetus tienen un largo que va desde 1.77 a 1.94 x 10° bases, y
su contenido GC se mantiene entre 33 y 33.3%. Se ha encontrado una asociacion,
aunque no completa, entre el tamafo gendmico y las subespecies. Los genomas de
Cfv y Cfvi serian alrededor de un 10% mas largos que los de Cff (Salama et al. 1992a).
La cantidad de genes que contienen estos genomas es de entre 1707 y 2421. El
genoma core de la especie, estimado mediante la comparacién de los genomas
disponibles, es de 1509 genes (van der Graaf-van Bloois et al. 2014b). Los genes
accesorios de la especie, que difieren entre las cepas estudiadas, pertenecen en su
mayoria a los clusters de genes sap, secuencias de insercidn, islas gendmicas, sistemas
de restriccion-modificacién tipo | y profagos.

En los genomas de C. fetus se identifican varias islas gendmicas, las cuales
constituyen la mayor variacién gendmica encontrada hasta ahora en la especie
(Kienesberger et al. 2014, Ali et al. 2012). La isla gendmica mejor descrita es una isla de
patogenicidad de alrededor de 45 Kb, que esta presente en la mayoria de los genomas
de Cfv o Cfvi, pero estaria ausente de los genomas de las cepas de las subespecies Cff y
Cft (Gorkiewicz et al. 2010, Moolhuijzen et al. 2009). Esta isla contiene los genes de un
T4SS y genes asociados a la movilidad (ISs, transposasas e integrasas de fagos) (Ali et
al. 2012, Gorkiewicz et al. 2010). Esta isla comparte homologia con los plasmidos de
resistencia pCC31 y pTet encontrados en C. coli y C. jejuni, respectivamente, tanto en
su organizacién como en su secuencia (Gorkiewicz et al. 2010) (Fig. 6A). En algunas
cepas de Cff se encontrd una copia de esta isla con algunas modificaciones (Abril et al.
2010) (Fig 6B).

La cepa Cfv 84-112 porta un plasmido denominado ICE_ 84112, que posee genes
de transferencia (genes tra). Este plasmido contiene dos genes que tienen dominios
FIC (Fic3 y Fic4), los cuales presumiblemente cumplan alguna funciéon en la

patogenicidad (Kienesberger et al. 2014).
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Figura 6. Representacion esquematica de las islas gendmicas de C. fetus. A. Arriba: isla
gendmica de la cepa Cfv ATCC 19438. Centro: secuencia parcial de la isla en la cepa Cfv 84-
112. Abajo: plasmido pCC31 de C. coli. B. Comparacién de la isla gendmica de Cfv con la de
Cff. Tomado de Abril et al. 2010.
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1.3.6 Analisis de CRISPRs

Las secuencias repetidas palindromicas dispersas llamadas CRISPR (del inglés
clustered regularly interspaced short palindromic repeats) estan presentes en el 45%
de los genomas bacterianos, y en el 84% de los genomas de archaea (Barrangou y
Marraffini 2014, Grissa et al. 2007; http://crispr.u-psud.fr/). Los loci CRISPR consisten
en conjuntos formados por repetidos directos (DRs) de 21 a 48 pb de largo, separados
por espaciadores de similar longitud y secuencia variable. El nimero de unidades DR-
espaciador que contiene el locus varia entre las cepas de una especie. La secuencia del
DR es caracteristica del locus y generalmente varia entre especies. Las secuencias de
los espaciadores suelen tener identidad con elementos mdviles como profagos vy
plasmidos (Bolotin et al. 2005, Mojica et al. 2005, Pourcel et al. 2005). Los repetidos y
espaciadores estdn precedidos por una secuencia lider que cumple funciones
regulatorias de la expresidon (Marraffini y Sontheimer 2010; Fig. 7).

Asociados a las secuencias CRISPR se pueden encontrar clusters de genes
llamados cas (del inglés CRISPR-associated sequences), que son los responsables del
funcionamiento de estos loci (Makarova et al. 2006, Haft et al. 2005, Jansen et al.
2002). Al conjunto que comprende al locus CRISPR propiamente dicho, incluyendo las
unidades DR-espaciador y la secuencia lider, y a los genes cas, se le denomina sistema
CRISPR-cas. Los genes cas son muy variables tanto en secuencia como en
funcionalidad, cumpliendo varias funciones bioquimicas (Barrangou y Marraffini 2014).

Muchas de las familias de proteinas cas tienen dominios de interaccion con los acidos

Espaciador

o i -l -

Lider Repetido Genes cas

Figura 7. Estructura de los sistemas CRISPR-cas. Los loci CRISPR estan formados por
repetidos espaciados regularmente por secuencias no repetidas, y precedidos por una
secuencia lider. El nimero de repetidos puede tener una amplia variacién. Hay varios
genes cas en la cercania del locus. Tomado de Marraffini y Sontheimer 2010.
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nucleicos, como motivos de unidn al ADN y ARN, polimerasas, helicasas y nucleasas
(Barrangou y Marraffini 2014, Makarova et al. 2002, 2006, 2011a, 2011b, 2013, Haft et
al. 2005). La organizacién de estos genes en operones es muy variable tanto en el
orden como en el nimero de genes presentes. Esta variacidn ocurre tanto en
diferentes especies como en cepas de la misma especie, por lo que se sugirié que el
analisis de estos genes puede aportar informacién sobre la evolucidn intraespecifica en
algunos modelos (Cao et al. 2013, Makarova et al. 2011a, 2011b, 2013).

Generalmente, los sistemas CRISPR-cas y sus elementos son muy variables, y
difieren enormemente en términos de su presencia y cantidad de loci, genes que lo
componen, secuencia y largo de los DRs y espaciadores, y nimero de unidades
repetidas. Estas diferencias ocurren tanto dentro de una especie como entre especies
(Barrangou y Marraffini 2014). Cada genoma bacteriano puede tener multiples loci
CRISPR, que pueden pertenecer a distintas familias, y presentar diferentes secuencias
del DR y el lider, e incluso estar asociados a diferentes clusters de genes cas
(Barrangou y Horvath 2012, Cady et al. 2011, Touchon et al. 2011). Los CRISPR pueden
ubicarse en islas gendmicas, y tienen una alta movilidad, transmitiéndose entre cepas
y especies por THG (Makarova et al. 2011, Ho Sui et al. 2009).

En varias especies, cepas que son idénticas cuando se las analiza con métodos
estdndar como serotipificacion, MLST o PFGE, se pueden diferenciar mediante las
secuencias de CRISPRs (Touchon et al. 2014, Levin et al. 2013, Kunin et al. 2007,
Bolotin et al. 2005, Pourcel et al. 2005). Estas secuencias han sido utilizadas con éxito
para analisis epidemioldgicos en varias especies de bacterias, incluyendo entre otros
los patégenos humanos Yersinia pestis (Barros et al. 2014, Cui et al. 2008, Pourcel et al.
2005), S. enterica (Bachmann et al. 2014, Fabre et al. 2014, Pettengill et al. 2014,
Shariat et al. 2013, Timme et al. 2013, Fabre et al. 2012, Fricke et al. 2011, Liu et al.
2011) y Mycobacterium tuberculosis, donde es uno de los métodos mds utilizados para
el relevamiento de la variabilidad (Cain y Boinett 2013, Barrangou y Horvath 2012,
Achtman 2008, Sorek et al. 2008, van Belkum et al. 1998, 2007, Lupski y Weinstock
1992). También se utiliza para la caracterizacion de bacterias de importancia industrial,
como Lactobacillus spp., dando informacidon acerca de la evolucion de la especie
mediante la deteccidn de espaciadores ancestrales compartidos (Barrangou y Horvath

2012), y para realizar investigaciones epidemioldgicas en Salmonella y E. coli (Shariat et
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al. 2013, Touchon et al. 2011, Diez-Villasefor et al. 2010, Touchon y Rocha 2010).
Recientemente, se ha propuesto que las secuencias de CRISPRs son una buena
alternativa para la caracterizacidén de varios taxa, que incluyen los patégenos humanos
del complejo Acinetobacter calcoaceticus-A. baumannii (Hauck et al. 2012),
Gardnerella vaginalis (Pleckaityte et al. 2012), P. aeruginosa (Cady et al. 2011),
Streptococcus pyogenes (Nozawa et al. 2011), S. mutans (van der Ploeg 2009), el
patégeno de plantas Erwinia amylovora (McGhee y Sundin 2012, Rezzonico et al.
2011), la bacteria de importancia industrial S. thermophilus (Horvath et al. 2008), y el
patdgeno bovino Mycobacterium bovis (Smith et al. 2006).

La caracterizacion puede realizarse utilizando secuencias de ADN, o mediante el
método de spoligotyping (del inglés spacer oligonucleotide typing) que consiste en una
técnica de hibridacién utilizando sondas complementarias a los espaciadores para
detectar cudles estan presentes en una determinada cepa (Jonsson et al. 2014, Abadia
et al. 2011, Zhang et al. 2010, Cui et al. 2008, Brudey et al. 2006, Smith et al. 2006,
Pourcel et al. 2005, Kamerbeek et al. 1997).

Los CRISPRs les confieren a las células que los portan resistencia contra la
infeccidn por fagos y el ingreso de ADNs foraneos (Levin et al. 2013, Marraffini 2013,
Almendros et al. 2012, Marraffini y Sontheimer 2010, Horvath et al. 2008, Sorek et al.
2008, Mojica et al. 2005, Mojica et al. 2000). El proceso que genera esta resistencia
tiene tres etapas: la adaptacidon o adquisicion, la expresién o biogénesis del crARN
(ARN del CRISPR) vy la interferencia o targeting (Makarova et al. 2011).

El proceso de adaptacidon consiste en la adquisicion de fragmentos de ADNSs
fordneos que invaden la célula y su incorporacién en el locus CRISPR en forma de
espaciadores (Barrangou y Marraffini 2014). La secuencia en el ADN fordneo
correspondiente al espaciador se llama protoespaciador, y estd flanqueada por una
secuencia denominada PAM (del inglés proto-spacer adjacent motif), que mide 2 a 5
pb y es altamente conservada y particular para cada sistema (Kupczok y Bollback 2014,
Mojica et al. 2009). Esta secuencia participa en el proceso de adaptacién, actuando
como sitio de reconocimiento para la adquisicién de los espaciadores, y determinando
la orientacién de los mismos, y luego en el de interferencia, donde participa en la
diferenciacién del ADN propio de la bacteria del fordneo (Barrangou y Marraffini

2014). Se ha observado que mutaciones en la secuencia PAM de los fagos les permiten
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escapar al ataque por el sistema CRISPR-cas, generandose una “carrera armamentista”
entre las secuencias invasoras y el sistema CRISPR-cas de la bacteria (Kupczok y
Bollback 2014, Levin et al. 2013, Almendros et al. 2012).

La expresidn o biogénesis del crARN consiste en la transcripcidn y procesamiento
del locus para formar los pequeiios crARN, que tienen una estructura secundaria en
horquilla debida a la secuencia palindrémica del DR, y son los que reconocen el ADN o
ARN fordneo (Barrangou y Marraffini 2014).

El proceso de interferencia estd guiado por el crARN, y consiste en el
reconocimiento del protoespaciador en el ADN o ARN foraneo, con el cual tiene
complementariedad de secuencia, provocando su clivaje por medio de las nucleasas
cas (Barrangou y Marraffini 2014, Hale et al. 2012, Marraffini y Sontheimer 2010).

La adquisicion de regiones gendmicas por THG esta limitada por la actividad del
sistema CRISPR-cas. Por ejemplo, en Enterococcus faecalis, las cepas que tienen
inactivos sus sistemas CRISPR-cas tienen genomas significativamente mayores, vy
poseen una mayor cantidad de genes asociados con elementos moviles, como los
genes de resistencia a antibidticos (Palmer y Gilmore 2010, 2014, Levin et al. 2013).

Ademas de la funcidon candnica en la defensa de la célula contra los acidos
nucleicos foradneos, el sistema CRISPR-cas tiene funciones alternativas en varios
aspectos de la fisiologia bacteriana (Sampson y Weiss 2014, Bikard y Marraffini 2013).
La endonucleasa cas9 participa en el control de la expresidon de algunos genes en el
patdgeno intracelular Francisella novicida. Asociada con pequefios ARNs, cas9 altera la
estabilidad del ARN mensajero que codifica una lipoproteina, reduciendo su expresion.
La unién de cas9 al mensajero estd guiada por un crARN sintetizado a partir de un
espaciador que tiene una secuencia idéntica a la de una regidn del gen a ser regulado
(Bikard y Marraffini 2013). Esta regulacién es esencial para la evasidén de la respuesta
inmune del hospedero en esta bacteria (Sampson y Weiss 2013, 2014). En Neisseria
meningitidis y C. jejuni, cas9 es esencial para la interaccién con la superficie de las
células epiteliales, y para la replicacion dentro de las mismas, aunque no se conoce
cual es el mecanismo por el que esta proteina actia como factor de virulencia en estos
organismos (Sampson y Weiss 2013, Louwen et al. 2012). En Legionella pneumophila,
la accion del sistema CRISPR-cas, y particularmente de cas2, es esencial para la

sobrevivencia dentro de las amebas que actuan como vector en la infeccidon a
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humanos, aunque el mecanismo exacto no se conoce (Gunderson y Cianciotto 2013).
En Pseudomonas aeruginosa, el sistema CRISPR-cas participa en la regulacion de la
formacién de biofilms, aparentemente mediante la regulacidon de la expresidon de
profagos (Palmer y Whiteley 2011, Zegans et al. 2009). En E. coli, la proteina cas1 tiene
un rol en los sistemas de reparacion del ADN actuando como nucleasa del ADN simple
cadena en los intermediarios de Holliday (Babu et al. 2011).

En algunos genomas que poseen sistemas CRISPR-cas hay también genes
denominados RAMP (del inglés repeat-associated mysterious proteins), que pueden
agruparse en modulos (Karginov y Hannon 2010). Los mismos pueden estar adyacentes
a los loci CRISPR y a los clusters de genes cas o distantes en el cromosoma. Codifican
para una superfamilia muy diversa de proteinas, con escasa identidad de secuencia,
gue son capaces de actuar en el mecanismo de interferencia o catalizando el clivaje de
los transcritos primarios del CRISPR (Bikard y Marraffini 2013, Zhang et al. 2013,
Makarova et al. 2002, 2006, 2013, Al-Attar et al. 2011, Terns y Terns 2011, Haft et al.
2005).

La diversidad funcional de los genes cas los hace utiles para una gran variedad de
aplicaciones. Las endonucleasas cas se modifican y programan para su uso en
ingenieria genética, y se utilizan para generar cambios dirigidos en los genomas
(genome editing; Barrangou y Marraffini 2014, Bikard y Marraffini 2013). Otra
aplicacion biotecnolégica de los sistemas CRISPR-cas es la generacion de resistencia a
fagos en cultivos industriales para la generacidn de lacteos o productos farmacéuticos
(Barrangou y Marraffini 2014, Sapranauskas et al. 2011).

En C. fetus, en el genoma de la cepa Cff 82-40 hay dos loci CRISPR, y se
encuentran secuencias de seis genes cas adyacentes a los mismos
(http://crispr.upsud.fr/cgi-bin/crispr/allcas.cgi). La presencia de genes RAMP no ha

sido descrita hasta ahora.

1.3.7 Analisis de la variacion genética en Campylobacter fetus

A pesar de que a nivel mundial se ha dedicado un gran esfuerzo a estudiar la
variabilidad en C. fetus, el conocimiento que se tiene de su evolucidn es relativamente

escaso. Esto se debe principalmente a que no se han encontrado métodos adecuados
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para la realizacion de analisis epidemioldgicos y evolutivos, al menos en los
aislamientos de mamiferos, los cuales presentan poca variabilidad (Van Bergen et al.
2005). La variacién genética fue estudiada principalmente mediante el uso de MLST
(Van Bergen et al. 2005) y técnicas basadas en patrones de bandas (van Bergen et al.
2006, 2005c, Duim et al. 2001, On et al. 2001, Wagenaar et al. 2001, Salama et al.
1992). La mayoria de los métodos de analisis de la variabilidad genética descritos hasta
ahora provienen de trabajos que estuvieron enfocados en estandarizar y optimizar la
diferenciacién genética entre Cff y Cfv.

En particular en nuestro pais, si bien se realiza el diagndstico y control de la CGB
desde hace décadas (Repiso et al. 2005), no se han realizado estudios de variabilidad
genética, por lo que es necesario un relevamiento de la misma que aporte informacién
para el desarrollo de estrategias de control.

Dada la diversidad de métodos disponibles para la identificacion molecular de Cff
y Cfv, y el hecho de que ninguno de los ensayos presenta una concordancia total con la
determinacién bioquimica de Cff y Cfv (Van der Graaf-van Bloois et al. 2013), se hace
necesaria la evaluaciéon de las metodologias de identificacién previamente a la
caracterizacidn mas detallada de las cepas.

La hipdtesis de trabajo de esta tesis es que existe diferenciacién genética entre
las cepas de C. fetus circulantes en la regidn, y que la misma puede ser relevada si se
utilizan marcadores genéticos adecuados. Postulamos que esta variacion esta
relacionada con la procedencia geografica del ganado que las porta, y que la presencia
de determinadas variantes genéticas en las cepas de C. fetus esta correlacionada con el

hospedero del cual son aisladas.
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2. Objetivos

2.1 Objetivos generales

1. Evaluar y desarrollar metodologias de identificacion genética del género

Campylobacter, la especie C. fetus, las subespecies Cff y Cfv, y el biovar Cfvi

2. Desarrollar y evaluar metodologias de analisis de la variabilidad genética para C.

fetus.

3. Analizar la diversidad genética presente en los aislamientos de C. fetus en la regiony

su asociacion con el hospedero o procedencia geografica.

2.2 Objetivos especificos

1. Identificar el género Campylobacter, la especie C. fetus y la subespecie Cfv a través

de metodologias moleculares.

2. Evaluar la identificacion del biovar intermedius mediante el uso de metodologias

existentes y el desarrollo de nuevas metodologias basadas en secuencias especificas.

3. Analizar la variabilidad genética de C. fetus a través del analisis de secuencias de
MLST y de los operones ribosomales (gen 23S e ISR), de la presencia de cuatro genes
de virulencia y su relacidn con el tipo sap, de la amplificacién de secuencias repetidas,
del analisis de las variaciones gendmicas mediante el estudio de los genomas
totalmente secuenciados, de la presencia del locus CRISPR2 y de los genes cas y RAMP,

y de secuencias del locus CRISPR1.

4. Comparar el poder de resolucion de los distintos métodos de analisis de la
variabilidad utilizados, y evaluar su utilidad para la realizacion de estudios

epidemioldgicos y evolutivos.

5. Establecer si los patrones de variabilidad genética se hallan relacionados con la
diferenciacién bioquimica de Cff y Cfv, con el hospedero y/o con la procedencia

geografica de los aislamientos.
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3. Estrategia de investigacion

La estrategia de investigacién adoptada en el trabajo de tesis consta de dos
etapas. En la primera etapa se evaluaron diferentes metodologias para la identificacion
del género Campylobacter, la especie C. fetus, las subespecies Cff y Cfv y el biovar
intermedius. En la segunda etapa se desarrollaron y evaluaron diversas metodologias
de andlisis de la variabilidad genética (Fig. 8). La variacién genética encontrada con los
diferentes marcadores fue relacionada con diversas caracteristicas de los aislamientos:
su pertenencia a las subespecies, determinada mediante caracteristicas bioquimicas,
su procedencia geografica, y el hospedero del cual fueron obtenidos.

La pertenencia de los aislamientos al género Campylobacter fue verificada
mediante la realizacién de una PCR con cebadores especificos. La identificacidn de la
especie C. fetus y la diferenciacion de sus subespecies se realizaron mediante dos
metodologias de multiplex PCR a tiempo final y una en tiempo real. La identificacion
del biovar intermedius se realizd6 mediante la aplicacién de una metodologia
previamente descrita, y tres metodologias desarrolladas durante el trabajo de tesis.

Para analizar la variabilidad genética, se evalué el desempefio de siete
metodologias aplicandolas en una parte de los aislamientos. La seleccidon de técnicas se
basé en diversos criterios como la factibilidad y el grado de variaciéon encontrado en
otras especies. El hecho de que los métodos hayan sido usados previamente en C.
fetus también fue determinante, ya que permite la comparacion de nuestros
resultados con los encontrados anteriormente. Se utilizaron metodologias basadas en
distintas regiones del genoma core y del genoma accesorio. Las metodologias
evaluadas fueron: MLST, andlisis de secuencias del gen 23S y el tercer espaciador
ribosomal, andlisis de la presencia de cuatro genes de virulencia y su relacién con el
tipo sap, analisis de secuencias repetidas REP, ERIC y BOX, analisis in silico y
experimental de variaciones gendmicas, evaluacién de la presencia del cluster de
genes cas, y secuenciacion de los loci CRISPR1 y CRISPR2. El poder de discriminacién de
estas metodologias se compard utilizando el indice de diversidad de Simpson. Se
selecciond la metodologia con mayor poder de discriminacidon para ser utilizada en el
resto de los aislamientos disponibles, y se realizaron reconstrucciones filogenéticas a

partir de los resultados.
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La variacién genética de la especie se analizé mediante la integracidon de los

resultados y su correlacidon con las hipdtesis vigentes acerca de la taxonomia y la

evolucién del genoma de C. fetus.

identificacion genética de Campylobacter, C. fetus,
CFf, Cfv y Cfvi

“aplicacion
“desarrollo
“evaluacion

aislamiento e identificacion [ eleccion de odologias ]

fenotipica de C. fetusy de
las subespecies Cff y Cfv

“revision bibliografica
“andlisis bioinformatico

laboratorio de origen

Diseno, aplicacion y

relevamiento de la variacion ¢:::j t evaluacion

¥ diseno de cebadores

¥ eleccion de metodologias y

aplicacion a todos los aislamientos * puesta a punto

“andlisis filogenético * amplificacion
¥'secuenciacion

e -:.',’. B
analisisyd

Variab

! integracion de resultados
' contrastacion de hipétesis

Figura 8. Estrategia de investigacién. Se presenta la estrategia adoptada, la cual consta de
dos etapas: la identificacion del género, especie y subespecies, y el analisis de la variabilidad

genética.
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4. Materiales y métodos

4.1 Cepas bacterianas

Se analizaron 59 aislamientos de C. fetus, de los cuales 55 son de origen bovino, y
4 de origen humano (Tabla 1). Dos aislamientos bovinos (CffAr029/CffAr030) y dos
humanos (CfUy024/CfUy025) se obtuvieron a partir de diferentes tejidos del mismo
individuo. Ademas, se incluyeron en los analisis cepas de otras especies del género: C.
jejuni, C. coli, C. sputorum, y C. hyointestinalis (Tabla 2).

Cuatro genomas completos disponibles en la base de datos del GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/) fueron analizados in silico: la secuencia de la

cepa humana Cff 82-40, de origen mamifero (Tu y Dewhirst 2001); de la cepa humana
tipo reptiliana (“reptil-like”) Cft 03-427 (Gilbert et al. 2013); y las cepas bovinas Cfv 84-
112 y Cfvi 03-293 (Kienesberger et al. 2014, van der Graaf-van Bloois 2014a) (Tabla 1).
Las secuencias extraidas de estos genomas fueron incluidas en los alineamientos de las
secuencias obtenidas de los aislamientos, o utilizadas para predecir el resultado de las
diferentes metodologias basadas en la presencia de amplicones.

Los aislamientos bovinos de C. fetus uruguayos y australianos se obtuvieron de la
coleccion de cultivos de la Division de Laboratorios Veterinarios M.C. Rubino. Los
aislamientos bovinos de origen argentino provienen del Laboratorio de Bacteriologia
de la Estacion Experimental Balcarce del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA). Los aislamientos humanos se obtuvieron en el Departamento de Bacteriologia 'y

Virologia del Instituto de Higiene (Facultad de Medicina).
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Tabla 1. Aislamientos de C. fetus analizados, discriminados por el hospedero,
organo, pais y afio en el cual fueron aislados. Se incluye la subespecie a la cual
pertenecen segln lo determinado por pruebas bioquimicas. El nombre de los
aislamientos fue designado en base a dicho fenotipo y su origen geografico. Cft:
Campylobacter fetus subsp. testudinum. Cff: Campylobacter fetus subsp. fetus. Cfv:
Campylobacter fetus subsp. venerealis. Cfvi: Campylobacter fetus subsp. venerealis
biovar intermedius. Cf: Campylobacter fetus. D: desconocido.

Aislamiento | Hospedero Organo Pais Ano | Fenotipo
Cft 03-427° | Humano Sangre Estados Unidos | 2004 cft?
Cff 8240° Humano Sangre Estados Unidos | 1982 Cff*
CffAu002 Bovino D Australia 1978 Cff
Cffuy001 Bovino Prepucio Uruguay 1980 Cff
CffUy008 Bovino D Uruguay D Cff
Cffuy012 Bovino D Uruguay D Cff
CffUy016 Bovino Abomaso fetal Uruguay 1998 Cff
CffAr001 Bovino Mucus vaginal Argentina 1997 Cff
CffAr003 Bovino Abomaso fetal Argentina 2004 Cff
CffAr006 Bovino Pulmoén fetal Argentina 1990 Cff
CffAr007 Bovino Prepucio Argentina 1989 Cff
CffAr012 Bovino Mucus vaginal Argentina 2001 Cff
CffAr013 Bovino Abomaso fetal Argentina 2012 Cff
CffAr016 Bovino Prepucio Argentina 1999 Cff
CffAr018 Bovino Mucus vaginal Argentina 2001 Cff
CffAr022 Bovino Mucus vaginal Argentina 2004 Cff
CffAr023 Bovino Pulmoén fetal Argentina 2008 Cff
CffAr024 Bovino Abomaso fetal Argentina 2005 Cff
CffAr027 Bovino Abomaso fetal Argentina 2011 Cff
CffAr028 Bovino Abomaso fetal Argentina 2011 Cff
CffAr029° Bovino Mucus vaginal Argentina 2011 Cff
CffAr030° Bovino Abomaso fetal Argentina 2011 Cff
CffAr031 Bovino D Argentina 2011 Cff
CffAr032 Bovino Mucus vaginal Argentina 2011 Cff
CffAr033 Bovino Abomaso fetal Argentina 2011 Cff
CffAr034 Bovino Abomaso fetal Argentina 2011 Cff
CffAr035 Bovino Pulmoén fetal Argentina 2011 Cff
Cfv 84-112° Bovino Mucus vaginal Estados Unidos | 1984 cfv’?
NCTC10354" Bovino D Inglaterra 1962 Cfv
CfvAu001 Bovino D Australia 1978 Cfv
CfvUy002 Bovino Abomaso fetal Uruguay 2010 Cfv
CfvUy003 Bovino Abomaso fetal Uruguay 2010 Cfv




Aislamiento | Hospedero Organo Pais Ao | Fenotipo
CfvUy004 Bovino Abomaso fetal Uruguay 2006 Cfv
CfvUy005 Bovino Abomaso fetal Uruguay 2006 Cfv
CfvUy006 Bovino Prepucio Uruguay 2009 Cfv
CfvUy007 Bovino Abomaso fetal Uruguay 2010 Cfv
CfvUy009 Bovino D Uruguay D Cfv
CfvUy010 Bovino D Uruguay D Cfv
CfvUy014 Bovino D Uruguay 2010 Cfv
CfvUy017 Bovino Abomaso fetal Uruguay 2011 Cfv
CfvUy018 Bovino Abomaso fetal Uruguay 2011 Cfv
CfvUy020 Bovino Abomaso fetal Uruguay 2011 Cfv
CfvAr002 Bovino Placenta Argentina 1997 Cfv
CfvAro04 Bovino Mucus vaginal Argentina 1983 Cfv
CfvAr008 Bovino Abomaso fetal Argentina 1990 Cfv
CfvAr009 Bovino Abomaso fetal Argentina 2005 Cfv
CfvAr010 Bovino Mucus vaginal Argentina 1995 Cfv
CfvAr021 Bovino Abomaso fetal Argentina 2008 Cfv

Cfvi 03/293° Bovino Pulmon fetal Argentina 2003 Cfv?
CfviAu003 Bovino D Australia 1978 Cfvi
CfviAr005 Bovino D Argentina 1998 Cfvi
CfviAr011 Bovino Prepucio Argentina 1999 Cfvi
CfviAr014 Bovino Abomaso fetal Argentina 1997 Cfvi
CfviAr015 Bovino Abomaso fetal Argentina 1998 Cfvi
CfviAr017 Bovino Abomaso fetal Argentina 2000 Cfvi
CfviAr019 Bovino Mucus vaginal Argentina 2002 Cfvi
CfviAr020 Bovino Abomaso fetal Argentina 2003 Cfvi
CfviAr025 Bovino Abomaso fetal Argentina 2007 Cfvi
CfviAr026 Bovino Pulmoén fetal Argentina 2006 Cfvi
CfUy022 Humano Sangre Uruguay 2013 cf
CfUy023 Humano Sangre Uruguay 2014 cf
CfUy024° Humano Liqf;iil,fefjlo- Uruguay 2014 cf
Cfuy025° Humano Sangre Uruguay 2014 cf

TOTAL 63

! cepa de referencia

'Blaser et al. 1987, Acc. Number NC008599 2Campero et al. 2003, Acc. Number CP006999
3Kienesberger et al. 2014, Acc. Number EMBL HG004426 *Tu et al. 2004, Fitzgerald et al. 2014. Acc.
Number CP0O06833

> cepas cuyo genoma totalmente secuenciado y completamente ensamblado se encuentra en bases
de datos. Todos los analisis consignados para estas cepas fueron realizados in silico (ver texto)

6pares de aislamientos (CffAr029/CffAr030 y CfUy024/CfUy025) realizados a partir de diferentes
tejidos de un mismo individuo infectado
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Tabla 2. Aislamientos de otras especies de Campylobacter,
discriminados por especie, hospedero, pais y afio. D: desconocido.

Aislamiento Especie Hospedero Pais Aio
Cb08209 C. sputorum Humano | Argentina 2008
CcHB41 C. coli Humano Uruguay 2014
CjHB32 C. jejuni Humano Uruguay 2014
CjCP3 C. jejuni Ave Uruguay 2014
CcCP60 C. coli Ave Uruguay 2014
Ch99/243 C. hyointestinalis D Argentina 1999
NCTC 11562 | C. hyointestinalis Porcino Inglaterra 1983

TOTAL 7

4.2 Métodos

4.2.1 Aislamiento e identificacion fenotipica y bioquimica de Campylobacter fetus, de

las subespecies Cff y Cfv, y del biovar intermedius

Los aislamientos bovinos fueron realizados en sus laboratorios de origen por
técnicos especializados en el cultivo e identificacion de C. fetus y sus subespecies,
segln el procedimiento detallado en el Anexo 1. Las bacterias fueron cultivadas en
medio Skirrow o agar-sangre bajo condiciones de microaerofilia por 72 horas a 37°C. La
diferenciacion de subespecies se realizé mediante las metodologias estandar
recomendadas por la OIE (2014). Las colonias presuntivas de Campylobacter se
crecieron en medio agar-sangre con 1%, 1.3% y 1.9% de glicina, y sin glicina. Las
colonias de la subespecie fetus son capaces de crecer en el medio con glicinay las de la
subespecie venerealis, incluyendo el biovar intermedius, no sobreviven. La prueba de
produccién de H,S (positiva para Cff y Cfvi, y negativa para Cfv) se realiza mediante
crecimiento en medio sdlido triple azucar-hierro (medio TSI).

Los aislamientos humanos fueron identificados como C. fetus usando el sistema

automatizado VITEK 2 (bioMérieux, Marcy L'Etoile, Francia) con la tarjeta NH ID card.
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4.2.2 Identificacion genética del género Campylobacter, la especie Campylobacter

fetus y las subespecies fetus y venerealis, y analisis de su variabilidad genética

4.2.2.1 Metodologia general

4.2.2.1.1 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN bacteriano a partir de colonias crecidas en medio sdlido y
resuspendidas en PBS (pH = 7.4) se realizé con el kit comercial QlAamp DNA Mini Kit,
Qiagen Inc. (Valencia, CA), siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante para
cultivos bacterianos (Anexo 2). En los casos en que los cultivos llegaron al laboratorio
en viales de congelacion conteniendo glicerina, la extraccién de ADN se realizé
utilizando un protocolo de extraccién con fenol-cloroformo (Anexo 2).

Las concentraciones de ADN fueron medidas en un equipo NanoDrop 2000
(Thermo Scientifics). La pureza de las extracciones obtenidas se evalué mediante la

tasa de absorbancia Azso/Asso.

4.2.2.1.2 Amplificacion y secuenciacion

4.2.2.1.2.1 Disefio de cebadores

Para el disefio de cebadores se obtuvieron las secuencias de interés por descarga
directa de la base de datos del GenBank, o extrayéndolas de los genomas completos
mediante la utilizacién del programa Artemis (Rutherford et al. 2000). Las secuencias
fueron visualizadas en el programa MEGA (Tamura et al. 2013). Se eligieron secuencias
de alrededor de 20 pares de bases (pb) en base a su contenido GCy a la regién donde
se requeria que hibridara el cebador. La potencial eficiencia de los cebadores se evalud
mediante el programa IDT DNA OligoAnalyzer

(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/). Se analizé la

temperatura de desnaturalizacién (Tm), intentando obtener la mayor Tm posible, y
gue las Tms de los cebadores de una pareja no difiriera en mas de 1°C. La energia libre
de Gibbs (AG) de las posibles estructuras secundarias de los cebadores y de los
dimeros que cada cebador puede formar consigo mismo y con su pareja fueron

analizadas y se intentd que la AG de las estructuras no fuera inferior al valor de -3. Se
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probaron varias secuencias diferentes para cada cebador, y se eligié en cada caso la
que se ajusté mejor a estos criterios. Los cebadores fueron enviados a sintetizar a IDT

(Integrated DNA Technologies, EEUU).

4.2.2.1.2.2 Puesta a punto de los protocolos de amplificacidon

Las amplificaciones mediante PCR se pusieron a punto en un termociclador
Corbet Research CG1-96 con gradiente de temperatura. Se probaron al menos tres
temperaturas de hibridacién para cada juego de cebadores, y se modificaron los
tiempos de extensién de acuerdo al largo de cada amplicdn. Se utilizaron cuatro tipos
de Taqg polimerasas diferentes. Las concentraciones de MgCl,, sero-albimina bovina
(BSA), deoxyribonucleétidos (dNTPs) y ADN molde fueron ajustadas en los casos
necesarios hasta obtener una eficiencia de reaccién satisfactoria (Anexo 3). Luego de
ajustadas las condiciones de ciclado, las amplificaciones se continuaron realizando en
las condiciones optimizadas en el mismo termociclador o en un equipo Applied

Biosystems 2720.

4.2.2.1.2.3 Analisis de amplicones, purificacion y secuenciacién

Los productos de PCR fueron observados por electroforesis en geles de agarosa
tefiidos con bromuro de etidio, durante 30-90 minutos a 80-90 V. Los amplicones se
purificaron directamente o a partir de bandas en los geles utilizando kits comerciales
(ISOLATE PCR and gel kit, Bioline e lllustra GFX PCR DNA and gel band purification kit,
General Electric, respectivamente), siguiendo los protocolos de los fabricantes (Anexo
3). Los productos purificados se enviaron a secuenciar en ambas hebras al servicio de
secuenciacion del Institut Pasteur de Montevideo (equipo ABI3130) o a Macrogen

Korea (equipo ABI3730XL).

4.2.2.1.2.4 Clonacién de productos de PCR

En algunos casos en que la amplificacion por PCR fue dificultosa o contenia
productos adicionales inespecificos, y en los que este problema no pudo ser
solucionado mediante la purificacion a partir de geles de agarosa, los productos fueron

clonados antes de ser enviados a secuenciar. La clonacién también se utilizd para
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generar controles positivos de PCR en los casos en que se evalud la presencia/ausencia
de amplificacion.

La clonacién fue realizada mediante una ligacién con el vector de clonacién de
extremos romos Pjetl.2/Blunt contenido en el kit ClonelJet PCR cloning kit (Thermo
Scientifics). La transformacién se realiz6 mediante electroporacidn utilizando células
electrocompetentes E. coli XL-1 Blue. Las células transformadas fueron plaqueadas en
LB agar con ampicilina a una concentracién de 50 pg/mL. Al cultivar las células
transformantes en un medio con ampicilina, sélo aquéllas que adquirieron plasmidos
sobreviven, puesto que las células XL-1 Blue son sensibles a la ampicilina, y el plasmido
codifica para resistencia a ampicilina. El plasmido contiene ademas un gen letal, que se
interrumpe cuando el inserto se liga al sitio de clonacidon. Como resultado, Unicamente
las células que contienen los pldasmidos recombinantes son capaces de crecer. Se
confirmé la presencia del inserto mediante PCR con cebadores especificos. Las colonias
positivas para la presencia de inserto fueron cultivadas en LB liquido con ampicilina 50
pug/mL, y se realizé una extraccion de plasmido con el kit ISOLATE Plasmid Mini Kit

(Bioline) siguiendo las instrucciones del fabricante (Anexo 4).

4.2.2.1.3 Andlisis de datos

Utilizando el programa Artemis (Rutherford et al. 2000), se extrajeron las
secuencias correspondientes a todos los loci analizados de los genomas completos y
cerrados disponibles en el GenBank (cepas Cff 82-40, Cft 03-427, Cfv 84-112 y Cfvi 03-
293, Tabla 1). Estas secuencias fueron incluidas en los alineamientos de las secuencias
obtenidas de los aislamientos, o utilizadas para predecir el resultado de las diferentes
metodologias basadas en la presencia de amplicones.

En el caso de las metodologias basadas en secuencias de ADN, las mismas fueron
ensambladas y editadas utilizando el programa SeqMan del paquete Lasergene
(DNAStar, Madison, WI). Posteriormente fueron alineadas con el programa MEGA
(Tamura et al. 2013).

Las secuencias de los siete genes incluidos en el esquema de MLST fueron
concatenadas para formar los STs de 3312 pb de largo. Los STs obtenidos fueron
comparados con los presentes en la base de datos publica de MLST de C. fetus

(http://pubmilst.org/cfetus/; Jolley y Maiden 2010). Utilizando el programa MEGA, se
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determiné el modelo de sustitucion TN93+G (Tamura y Nei 1993) como el que mejor
se ajusta a los datos y se utilizd para reconstruir un arbol filogenético con el método de
maxima verosimilitud.

Las secuencias de los loci CRISPR fueron transformadas a archivos binarios
tomando en cuenta la presencia de cada secuencia espaciadora y su posicidon en el
alineamiento, y luego utilizadas para la construccién de una red filogenética utilizando

el programa Network (Bandelt et al. 1999; http://www.fluxus-engineering.com), con el

algoritmo median-joining. Para el locus CRISPR1 se realizé un arbol filogenético con el
método bayesiano implementado en el programa MrBayes (Ronquist et al. 2012), y se
visualizé en el programa Mesquite (Maddison y Maddison 2014). Todas las secuencias
de espaciadores encontradas fueron analizadas mediante BLASTn (Basic local

alignment search tool, nucleotide, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para evaluar

su potencial similitud con secuencias presentes en la base de datos nucleotidica del
NCBI.

El poder de discriminacion de las diferentes metodologias se comparé utilizando
el indice de diversidad de Simpson (valor D), calculado segun Hunter y Gaston (1988;

Anexo 5).

4.2.2.2 Aplicacion y evaluacion de metodologias de identificacion del género

Campylobacter, la especie Campylobacter fetus y las subespecies fetus y venerealis

4.2.2.2.1 Identificacion del género Campylobacter

La pertenencia de los aislamientos al género Campylobacter fue verificada
mediante PCR con los cebadores C412F y C1288F (Linton et al. 1996; Anexo 3). Estos
cebadores amplifican un fragmento de 816 pares de bases (pb) del gen 16S sélo en el
caso de que el aislamiento pertenezca al género Campylobacter. Si el aislamiento

pertenece a cualquier otro género, no habra amplificacién.

4.2.2.2.2 Identificacion de la especie Campylobacter fetus y de las subespecies fetus y
venerealis
Se utilizaron cuatro métodos moleculares para la identificacion de la especie C.

fetus y la diferenciacion de sus subespecies. Tres de los métodos identifican la especie
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y diferencian la subespecie Cff de Cfv mediante metodologias basadas en multiplex
PCR a tiempo final y PCR en tiempo real, que de ahora en mas llamaremos
respectivamente Multiplex PCR A (Mpx-PCR A; Hum et al. 1997), Mdiltiplex PCR B (Mpx-
PCR B; Iraola et al. 2012) y PCR en tiempo real. El cuarto método, la deteccién del
elemento de insercién ISCfel, identifica la subespecie Cfv mediante la presencia de un
amplicon especifico (Abril et al. 2007).

En todos los casos se utilizaron cepas de otras especies del género
Campylobacter (C. jejuni, C. coli, C. hyointestinalis y C. sputorum, Tabla 2) como control

negativo en las reacciones de PCR.

4.2.2.2.2.1 Multiplex PCR A

Este es el método molecular recomendado por la OIE (2014) para diferenciar
subespecies y fue descrito por Hum et al. (1997). Se utilizan dos juegos de cebadores
en simultaneo dentro de un mismo tubo. Los cebadores MG3F y MG4R amplifican una
secuencia de 764 pb del gen cstA, que es un marcador genético de la especie C. fetus, y
amplifica siempre que la especie esté presente. Los cebadores VenSF y VenSR
amplifican un fragmento de 142 pb del gen parA, que se considera presente sélo en la
subespecie Cfv. De esta forma, si el resultado es una banda de 764 pb, se trata de la
especie C. fetus; se observa una banda adicional de 142 pb si la subespecie es Cfv y
ninguna banda si se trata de otra especie. Las condiciones de amplificacidon vy

caracteristicas de los cebadores se presentan en el Anexo 3.

4.2.2.2.2.2 Multiplex PCR B

Este método fue desarrollado en nuestro laboratorio (Iraola et al. 2012). Al igual
gue el anterior, utiliza dos juegos de cebadores en simultaneo. También se utilizan los
cebadores MG3F y MG4R como marcador de especie. En cambio, se utilizan los
cebadores nC1165g4F y nC1165g4R (Moolhuijzen et al. 2009; Anexo 3) que amplifican
un fragmento de 233 pb del gen VirB11, presente en una isla de patogenicidad que se
ha asociado a la subespecie Cfv (Gorkiewicz et al. 2010). De esta forma, al igual que en
el método anterior, si se observan dos bandas se considera que la subespecie es Cfv, y
si se observa una se considera Cff. Si se trata de otra especie, no se observara

amplificacién.
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4.2.2.2.2.3 PCR en tiempo real

El método de PCR en tiempo real fue desarrollado en el laboratorio de Genética
de Microorganismos de la Seccion Genética Evolutiva de la Facultad de Ciencias, y
utiliza la tecnologia de sondas TagMan (manuscrito en preparacion, Anexo 8). Estas
sondas contienen un fluorocromo donador en 5' y uno aceptor o quencher en 3'. Por la
cercania entre uno y otro, la fluorescencia emitida por el fluorocromo donador es
absorbida por el quencher, el cual emite fluorescencia con una longitud de onda
diferente. Debido a la accién exonucleasa 5'->3' de la ADN polimerasa, la sonda es
degradada en la etapa de polimerizacién, alejando el fluorocromo donador del
quencher y emitiendo fluorescencia.

Se utilizan dos sondas con sus respectivos juegos de cebadores, que permiten
identificar la especie C. fetus y la subespecie Cfv. Para la identificacién de la especie se
amplifica un fragmento de 76 pb del gen ribosomal 16S, con los cebadores 16SFw y
16S Rv; la sonda 16SP, marcada con el fluoréforo VIC, hibrida con una secuencia dentro
del amplicon que es especifica de C. fetus y permite distinguirla del resto de las
especies del género Campylobacter y de las demas bacterias (Fig. 9). La sonda 16SP es
una sonda TagMan-MGB. La presencia de la molécula MGB en la sonda aumenta la
afinidad de la misma en su unién al ADN, por lo que incrementa en varios grados la
temperatura de hibridacién de la sonda, lo cual aumenta la especificidad de la misma
por su secuencia blanco, permitiendo el uso de sondas de longitud mas corta. La sonda
VIRb11/14P, marcada con el fluoréforo FAM, es una sonda de hidrdlisis que esta
disefiada para discriminar entre Cff y Cfv, ya que hibrida con un fragmento de 98 pb del
gen VirB11, que se considera especifico del genoma de Cfv, amplificado con los
cebadores VIRb11/14Fw y VIRb11/14Rv (Anexo 3). A diferencia de las sondas de
hidrolisis estandar, la sonda empleada tiene una molécula quencher adicional, ademas
de la normalmente encontrada en 3'. La presencia de un doble quencher aumenta la

sensibilidad y disminuye la fluorescencia de fondo, mejorando el método.
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Figura 9. Alineamiento de secuencias parciales del gen 16S obtenidas de las bases de datos. Se muestran secuencias de todas las especies
del género de las que se dispone de informacion. Las secuencias de los cebadores y sonda utilizados en la metodologia de PCR en tiempo
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GCACCTGTCTTAACATTTCTGCAAGCAGACACTCTTCCATCTCTGGATGATTTGTTAGATATCAAGTCCGGGTAAGG
GCACCTGTCTCTAAGTTCTAGCAAGCTAGCACCCCCATATCTCTATAGGGTTCTTAGGATATCAAGCCCAGGTAAGG
GCACCTGTCTTAACATTTCTGCAAGCAGACACTCTTCTATCTCTAGATGATTTGTTAGATATCAAGTCCGGGTAAGG
GCACCTGTCTTAACATTTCTGCAAGCAGACACTCTTCCATCTCTGGATGATTTGTTAGATATCAAGTCCGGGTAAGG
GCACCTGTCTCAACATTCTAGCAAGCTAGCACTTCCGTATCTCTACAGAATTTGTTGGATATCAAGCCTAGGTAAGG
GCACCTGTCTCAACATTCTAGCAAGCTAGCACTCTCTTATCTCTAAGAGATTTGTTGGATATCAAGCCTAGGTAAGG
GCACCTGTCTCTAAGTTCTAGCAAGCTAGCACCCTCTTATCTCTAAGAGGTTCTTAGGATATCAAGCCCAGGTAAGG
GCACCTGTCTCTAAGTTCTAGCAAGCTAGCACCCTCATATCTCTATAAGGTTCTTAGGATATCAAGCCCAGGTAAGG
GCACCTGTCTCTAAGTTCTAGCAAGCTAGCACCCTCTTATCTCTAAAAGGTTCTTAGGATATCAAGCCCAGGTAAGG
GCACCTGTCACTAAGTTCTAGCAAGCTAGCACCCTCTTATCTCTAAGAGGTTCTTAGGATATCAAGCCCAGGTAAGG
GCACCTGTCTCTAAGTTCTAGCAAGCTAGCACCCTCATATCTCTATAAGGTTCTTAGGATATCAAGCCCAGGTAAGG
GCACCTGTCTCTAAGTTCTAGCAAGCTAGCACCCTCTTATCTCTAAAAGGTTCTTAGGATATCAAGCCCAGGTAAGG
GCACCTGTCTCAACATTCTAGCAAGCTAGCACTTCCGTATCTCTACAGAATTCGTTGGATATCAAGTCCGGGTAAGG
GCACCTGTCTCTAAGTTCTAGCAAGCTAGCACCCTCATATCTCTATAAGGTTCTTAGGATATCAAGCCCAGGTAAGG
GCACCTGTCTTAACATTTCTGCAAGCAGACACTCTTCCATCTCTGGATGATTTGTTAGATATCAAGTCCGGGTAAGG
GCACCTGTCTTAACATTTCTGCAAGCAGACACTCTTCTATCTCTAGATGATTTGTTAGATATCAAGTCCGGGTAAGG
GCACCTGTCTCAACATTCTAGCAAGCTAGCACTTCCGTATCTCTACAGAATTTGTTGGATATCAAGCCTAGGTAAGG
GCACCTGTCTTATGGTTCTAGCAAGCTAGCACCCTCTTATCTCTAAAAGGTTCCATAGATATCAAGCCTAGGTAAGG
GCACCTGTCTCTAAGTTCTAGCAAGCTAGCACCCTCTTATCTCTAAGAGGTTCTTAGGATATCAAGCCCAGGTAAGG
GCACCTGTCTTAACATTTCTGCAAGCAGACACTCTTCTATCTCTAGATGATTTGTTAGATATCAAGTCCGGGTAAGG
GCACCTGTCTTAACATTTCTGCAAGCAGACACTCTTCCATCTCTGGATGATTTGTTAGATATCAAGTCCGGGTAAGG
GCACCTGTCTCTAAGTTCTAGCAAGCTAGCACCCTCATATCTCTATAAGGTTCTTAGGATATCAAGCCCAGGTAAGG
GCACCTGTCTCTAAGTTCTAGCAAGCTAGCACCCTCATATCTCTACAAGGTTCTTAGGATATCAAGCCCAGGTAAGG
GCACCTGTCTCAACTTTCTAGCAAGCTAGCACTCTCTTATCTCTAAGAGATTAGTTGGATATCAAGCCCAGGTAAGG
GCACCTGTCTCAACTTTCTAGCAAGCTAGCACTCTCTTATCTCTAAGAGATTAGTTGGATATCAAGCCCAGGTAAGG
GCACCTGTCTCAACTTTCTAGCAAGCTAGCACTCTCTTATCTCTAAGAGATTAGTTGGATATCAAGCCCAGGTAAGG
GCACCTGTCTCAACTTTCTAGCAAGCTAGCACTCTCTTATCTCTAAGAGATTAGTTGGATATCAAGCCCAGGTAAGG
GCACCTGTCTCAACTTTCTAGCAAGCTAGCACTCTCTTATCTCTAAGAGATTAGTTGGATATCAAGCCCAGGTAAGG
GCACCTGTCTCAACTTTCTAGCAAGCTAGCACTCTCTTATCTCTAAGAGATTAGTTGGATATCAAGCCCAGGTAAGG
GCACCTGTCTCAACTTTCTAGCAAGCTAGCACTCTCTTATCTCTAAGAGATTAGTTGGATATCAAGCCCAGGTAAGG

54



4.2.2.2.2.4 Deteccion del elemento de insercion I1SCfel

Este método fue descrito por Abril et al. (2007), y esta basado en la presencia de un
elemento genético mdvil, denominado ISCfel, que fue encontrado en las cepas de Cfv
pero no en las de Cff. El método consiste en la amplificacion de un fragmento de 233
pb de este elemento, para lo cual se utilizan los cebadores CVEN-L y CVEN-R2 (Anexo
3). Si se observa amplificacidon se considera que se trata de la subespecie Cfv, y el
resultado negativo indica que la subespecie es Cff o el aislamiento pertenece a otra

especie.

4.2.2.2.3 Identificacion del biovar intermedius

Para la identificacién de Cfvi (diferenciacion del biovar tanto de la subespecie Cff
como del resto de los aislamientos Cfv) se utilizé un método descrito por Moolhuijzen
et al. (2009), basado en una variante del gen VirB11 que los autores encontraron
exclusivamente en las cepas de Cfvi analizadas. El método consiste en la amplificacidon
de un fragmento de 349 pb de este gen, para lo cual se utilizan los cebadores
C1023G3F y 1023G3R (Anexo 3). Se observara amplificacidn si se trata del biovar Cfvi, y

el resultado sera negativo en cualquier otro caso.

4.2.2.3 Desarrollo y evaluacion de metodologias de identificacion del biovar

intermedius

En el afio 2013, nuestro grupo secuencié completamente el genoma de una cepa
de C. fetus venerealis biovar intermedius (aislamiento CfviAr011 o INTA 99/541, Acc
number ASTK01000000; Iraola et al. 2013). A partir de la comparacion de este genoma
con los restantes borradores y genomas completos de C. fetus disponibles al
momento, se identificaron varios ORFs (del inglés open reading frame, marco abierto
de lectura) exclusivos de la cepa de Cfvi, ademads de un plasmido que no estd descrito
para ninguna cepa de Cff o Cfv. A partir de estas secuencias, se disefiaron tres juegos
de cebadores que amplifican regiones gendmicas exclusivas de esa cepa.

Los cebadores Cfvil62F y Cfvil62R amplifican una regiéon de 296 pb de un ORF
del cromosoma de Cfvi, que codifica una ATPasa AAA (del inglés ATPases associated

with diverse cellular activities).

55



Los cebadores CfvirulF2 y CfvirulR1 amplifican una regién de 198 pb de un ORF
ubicado en el plasmido encontrado en el aislamiento de Cfvi, que codifica una proteina
de la familia VapD (del inglés virulence-associated protein D), un factor de virulencia de
funcion desconocida.

Los cebadores PlasmiF y PlasmiR amplifican un fragmento de 487 pb
perteneciente a una region del plasmido encontrado en el aislamiento de Cfvi. Dicha
region estd conservada con respecto a los plasmidos pCC31 de C. coli y pTet de C.
jejuni, con los cuales el plasmido de Cfvi tiene homologia parcial, y codifica una
proteina asociada con la recombinasa recA y con el sistema de secrecién tipo IV.

Se pusieron a punto los protocolos de PCR utilizando el aislamiento CfviAr011
como control positivo y se evalud el método aplicdndolo a los 9 aislamientos
caracterizados fenotipicamente como Cfvi, 5 aislamientos pertenecientes a Cfv, y 12
aislamientos bovinos y 3 humanos con fenotipo Cff.

Las condiciones de amplificacion y caracteristicas de los cebadores se presentan
en el Anexo 3. En los tres casos, se espera ver amplificacién sélo en los aislamientos

gue pertenecen a Cfvi.

La sensibilidad y especificidad de los métodos moleculares de identificacionfue
evaluada mediante el calculo de la proporcion de aislamientos en los cuales coincide el

resultado de los métodos fenotipicos y cada método molecular.

4.2.2.4 Andlisis de la variabilidad genética en Campylobacter fetus

Las metodologias de analisis de la variabilidad empleadas incluyen: MLST, analisis
de secuencias del gen 23S y el espaciador ribosomal, analisis de la presencia de cuatro
genes de virulencia y su relacidén con el tipo sap, analisis de secuencias repetidas REP,
ERIC y BOX, andlisis in silico y experimental de variaciones gendmicas, evaluacion de la
presencia del cluster de genes cas, y secuenciacion de los loci CRISPR1 y CRISPR2. El
poder de discriminacién de estas metodologias se compard analizando una parte de
los aislamientos y calculando el indice de diversidad de Simpson. Se seleccioné la
metodologia con mayor poder de discriminacion para ser utilizada en el resto de los

aislamientos disponibles.
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4.2.2.4.1 MLST

En 35 aislamientos se realizdé la amplificacidon y secuenciacion de fragmentos
(aproximadamente 500 pb) de los genes que codifican para la aspartasa (aspA), la
glutamina sintetasa (g/nA), la citrato sintetasa | (g/tA), la serin hidroximetil transferasa
(glyA), la fosfoglucomutasa (pgm), la transcetolasa (tkt), y la subunidad alfa de la ATP
sintetasa (uncA), correspondientes al esquema de MLST previamente desarrollado
para C. fetus, utilizando los cebadores descritos en la bibliografia (Van Bergen et al.

2005a; Anexo 3).

4.2.2.4.2 Secuenciacion parcial del gen ribosomal 23S e identificacion de la presencia de
secuencias intervinientes (IVSs)

Para la amplificacién y secuenciacién de un fragmento de 638 pb del gen
ribosomal 23S se disefiaron un par de cebadores (23SF y 23SR, Anexo 3) usando como
referencia el genoma de la cepa Cff 82-40. El amplicén abarca la regién mas variable de
este gen, la cual codifica para las hélices 43 a 69 de la estructura secundaria del ARN
23S de E. coli, utilizado como referencia para nombrar las estructuras de los ARN
ribosomales de C. fetus (Van Camp et al. 1993). Este fragmento fue amplificado en 32
aislamientos.

La posible presencia de secuencias intervinientes (Tazumi et al. 2008) se evalud
en 51 aislamientos. Mediante la comparacién de secuencias extraidas de las bases de
datos, se comprobd la presencia de la IVS en las secuencias de los genes 23S de C.
fetus, con la Unica excepcidn de la secuencia de la cepa Cft 03-427. Tomando en cuenta
esta informacion, se disefiaron un par de cebadores (IVSF e IVSR) que hibridan en la
region flanqueante de la IVS, usando como referencia el genoma de la cepa Cff 82-40
(Anexo 3). Estos cebadores generan un amplicén de 485 pb en el caso de que la IVS
esté presente, y uno de 351 pb en el caso de que no. Esta diferencia de tamafo
permite evaluar la presencia de la IVS al observar los amplicones mediante

electroforesis en geles de agarosa.
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4.2.2.4.3 Secuenciacion parcial de la region espaciadora interna del tercer operdon
ribosomal (ISR3) e identificacion de la presencia de secuencias intervinientes (IVSs)
Debido a la posible presencia de diferencias intercistronicas en los ISR, fue
necesario utilizar un disefio experimental que permitiera amplificar los operones de
forma diferencial (Liguori et al. 2011, Meinersmann et al. 2009, Pei et al. 2009, Tazumi
et al. 2009, Pérez Luz et al. 1998, Cilia et al. 1996, Condon et al. 1995, Sechi y Daneo-
Moore 1993). Para esto, se diseid un cebador (ISRF, Anexo 3) que hibrida en el gen del

"®), el cual estad presente sélo en el tercer

ARN de transferencia de la Isoleucina (tRNA
operén del genoma de la cepa Cff 82-40 (Fig. 4). Junto con el cebador ISRR, que hibrida
en el gen 23S adyacente, de secuencia idéntica en los tres operones, amplifican un
fragmento de 772 pb. Este fragmento fue amplificado y secuenciado en 34
aislamientos.

En 51 aislamientos se evalud la posible presencia de secuencias intervinientes
mediante la amplificacion del espaciador completo, utilizando los cebadores C412F e
ISRR. Con estos cebadores se amplifican los tres ISRs a la vez, ya que ambos cebadores
hibridan en regiones conservadas de los operones (los genes 16S y 23S). El amplicon
tendrd 2030 pb en el caso de que no haya IVSs en el espaciador. Si existe alguna IVS en

los ISRs de C. fetus, el amplicdn correspondiente tendra un tamafio mayor a 2030 pb, y

las diferencias de tamafio podran ser observadas en geles de agarosa.

4.2.2.4.4 Andlisis de la presencia de genes de virulencia

Se determind el tipo sap en 23 aislamientos, y se lo correlaciond con la presencia
de cuatro genes de virulencia que han sido descritos como relacionados al mismo
(Kienesberger et al. 2014).

El tipo sap se establecido mediante la amplificacién de la region N-terminal de los
genes sap, la cual difiere en su secuencia dependiendo del tipo de genes que tenga el
aislamiento (tipo A o tipo B). Para esto se utilizd un juego de cebadores especifico para
cada tipo: SAF01/SARO01, que amplifican un fragmento de 531 pb sélo si el aislamiento
contiene los genes sapA, y SBF01/SBR0O1, cuyo amplicon mide 505 pb en el caso de que
el aislamiento sea tipo B (Tu y Dewhirst 2001; Anexo 3). Los aislamientos de tipo AB

presentaran amplificacion con ambos juegos de cebadores.
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Se determiné la presencia de los genes de virulencia glf, que codifica una UDP-
galactopyranosa mutasa, wcbK, que codifica una GDP-manosa 4,6-deshidratasa, galE,
que codifica una UDP-glucosa 4-epimerasa, y matl, que codifica una maltosa O-
acetyltransferasa, mediante presencia o ausencia de un amplicén utilizando cebadores
especificos (Kienesberger et al. 2014; Anexo 3). Para el gen glf, se utilizaron los
cebadores glf screen_f y glf_screen_r, que amplifican un fragmento de la regidn
codificante del gen de 524 pb. Los cebadores wcbK_screen_f y wcbK_screen_r
amplifican una region del gen wcbK de 731 pb. Con los cebadores matl_screen_f y
matl_screen_r se evalla la presencia del gen mat1 amplificando una regién de 409 pb.
Los cebadores galE_BamHI_fwd y galE_Pstl_rev amplifican una regiéon de 992 pb del
gen galE. En cada caso, se espera ver amplificacidn sélo en los aislamientos que tienen

el gen correspondiente en su genoma.

4.2.2.4.5 Andlisis de patrones de bandas basados en secuencias repetidas REP, ERIC y
BOX

En 37 aislamientos de C. fetus y 6 de otras especies del género se analizaron los
patrones de bandas generados mediante la amplificacién con cebadores descritos en la
bibliografia: REP1R y REP2I, ERIC1R y ERIC2, y el cebador BOXALR, que se utiliza solo ya
que amplifica una secuencia palindromica (Versalovic et al. 1991; Anexo 3). Los
productos de amplificacién fueron analizados mediante electroforesis en gel de
agarosa y los patrones de bandas fueron asignados mediante inspeccién visual. Se
tomaron 14 aislamientos al azar para repetir la amplificacion en las mismas

condiciones y evaluar la reproducibilidad de los patrones de bandas.

4.2.2.4.6 Andlisis de genomas completos: identificacion de variaciones gendmicas

4.2.2.4.6.1 Analisis in silico

Los genomas de las cepas Cff 82-40, Cfv 84-112, Cfvi 03-293 y Cft 03-427 y sus
respectivos plasmidos se compararon mediante BLASTn utilizando el programa ACT
(artemis comparison tool; Carver et al. 2005), o con el programa BRIG (BLAST ring

image generator; Alikhan et al. 2011), para evaluar los reordenamientos presentes. La
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region donde se ubican los loci CRISPR fue comparada mediante BLASTn utilizando el

programa Easyfig (Sullivan et al. 2011).

4.2.2.4.6.2 Evaluacién experimental de la presencia de variaciones gendmicas

De las variaciones detectadas in silico se eligieron la presencia de una inversion
en el genoma de la cepa Cfv 84-112 con respecto a Cff 82-40, la presencia del plasmido
ICE_84-112 encontrado en la cepa Cfv 84-112 y la presencia de una isla gendmica
caracteristica de Cfv, para ser evaluados experimentalmente en 23 aislamientos.

Para relevar la presencia de la inversidon encontrada en el genoma de la cepa Cfv
84-112 con respecto a Cff 82-40 en los genomas de los aislamientos, se disefiaron dos
juegos de cebadores (Anexo 3). Los cebadores INV84112F1 e INV84112R4 amplifican
un segmento de 1124 pb si la inversion estd presente (si esa regién gendmica esta
orientada como en la cepa Cfv 84-112). Los cebadores INV84112F1 e INV84112R1
amplifican un segmento de 1121 pb si no hay inversion (si esa regién gendmica esta
orientada como en la cepa Cff 82-40, Fig. 10A).

Para evaluar si el plasmido ICE_84-112 estd presente en los aislamientos, se
amplificé una regién del gen Fic4 contenido en el mismo, utilizando los cebadores
Ficd_Kpnl_F y Fic4_Sall_R (Kienesberger et al. 2014; Anexo 3). Se espera ver la
amplificacién de un fragmento de 1325 pb si el gen estd presente, lo cual se toma
como indicativo de la presencia del plasmido.

Para la evaluacion de la presencia de la isla gendmica se utilizaron dos
aproximaciones. La primera consiste en amplificar la regién donde esta inserta la isla.
Debido a su gran tamaiio (45 kb aproximadamente), la presencia de la isla impide que
esta region sea amplificada, ya que los cebadores empleados (Interl e Inter2, Anexo 3;
Gorkiewicz et al. 2010) hibridan en las regiones flanqueantes del sitio de insercién (Fig.
10B). De esta forma, se espera ver amplificacion de un fragmento de 721 pb, sélo en el
caso de que la isla no esté presente. En la segunda aproximacion, se utiliza el cebador
Inter2 junto con un cebador disefiado para esta tesis (IslaR1, Anexo 3), que hibrida en
el extremo de la propia isla, de forma que habra amplificacién de un fragmento de 724

pb sélo si la isla esta presente (Fig. 10B).
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Figura 10. Comparacién de los genomas de las cepas Cff 82-40 y Cfv 84-112. Se muestra la
ubicacidon de los cebadores utilizados para evaluar la presencia de reordenamientos en
ambos genomas. A. Relevamiento de la presencia de la inversidn encontrada en el genoma
de la cepa Cfv 84-112 con respecto a Cff 82-40. B. Evaluacién de la presencia de la isla
gendmica caracteristica de Cfv. La figura fue generada con el programa ACT, a partir de
anotaciones de los cebadores generadas en el archivo de comparaciéon de genomas.
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4.2.2.4.7 Andlisis del cluster de genes cas, el gen RAMP 'y los loci CRISPR1 y CRISPR2

4.2.2.4.7.1 Evaluacién de la presencia del cluster de genes cas y del gen RAMP

La presencia del cluster de genes cas fue relevada en 53 aislamientos por medio
de dos aproximaciones. En primer lugar, se amplificé un fragmento de 430 pb del gen
cas1, utilizando los cebadores cas1l_probe_F y casl_probe_R (Kienesberger et al. 2014;
Anexo 3). Se espera ver amplificacion sélo en los aislamientos que tienen el gen casl
en su genoma. En segundo lugar, se amplificé una regién de 5137 pb que comprende a
cinco de los seis genes cas presentes en el genoma de la cepa Cff 82-40, para lo cual se
disefaron los cebadores caslongR1 y casla5F1 (Fig. 11), y se utilizé una mezcla
comercial de enzimas de PCR optimizado para la amplificacién de fragmentos de gran
longitud (Anexo 3). Se espera ver amplificacion sélo en los aislamientos que tienen el
cluster de genes cas en su genoma. Se considera que un aislamiento posee el cluster de
genes cas y el locus CRISPR2 si hay amplificacidon tanto del fragmento del gen casi
como de la regidon que comprende a varios de los genes.

Para evaluar la presencia del gen RAMP se disefaron los cebadores RAMPF1 vy
RAMPR1 (Anexo 3), que amplifican un fragmento de 1352 pb correspondiente a la
secuencia codificante completa del gen. Se espera ver amplificaciéon sélo en los

aislamientos que tienen el gen RAMP en su genoma.

4.2.2.4.7.2 Secuenciacion de los loci CRISPR1 y CRISPR2

Para la amplificacién de los loci CRISPR1 y CRISPR2 se disefiaron cebadores
utilizando como referencia la secuencia del genoma de la cepa Cff 82-40 (Fig. 11). Se
amplificd y secuencid el locus CRISPR1 en 53 aislamientos; el locus CRISPR2 fue
amplificado y secuenciado sélo en los casos en que se comprobd la presencia del
cluster de genes cas.

Los cebadores CRISPF6 o CRISPF1 y CRISPR9 amplifican el locus CRISPR1 desde el
lider hasta el final (Fig. 11, Anexo 3). La longitud del amplicon es variable, ya que
depende de la cantidad de unidades DR-espaciador que contenga el locus en el
aislamiento analizado. Por ejemplo, para la cepa Cff 82-40, la longitud del amplicén

seria de 1727 pb.
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Figura 11. Estructura del cluster de genes cas. Se muestran la ubicacidn de los cebadores utilizados para amplificar el gen cas1, una region
del cluster de genes y los loci CRISPR1 y CRISPR2. Arriba: las flechas naranjas representan las secuencias codificantes, incluyendo los genes
cas. Los rectangulos celestes representan los loci CRISPR. La flecha verde representa un gen de ARNt. Abajo: las flechas rojas representan

los cebadores. La figura fue generada con el programa EasyFig (Alikan et al. 2011), a partir de anotaciones de los cebadores generadas con
Artemis.
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Los cebadores CRISPR2longF y CRISPR2longR3 amplifican una regiéon que
comprende el locus CRISPR2, de 2095 pb en Cff 82-40, y las regiones codificantes
adyacentes, lo cual les da a los cebadores especificidad por este locus e impide
amplificar simultdneamente ambos loci (Fig. 11, Anexo 3). Al igual que en el caso
anterior, la longitud del amplicon es variable. Para la cepa Cff 82-40, la longitud del
amplicon seria de 4577 pb. Para la amplificacién de este locus se utilizd6 una mezcla
comercial de enzimas de PCR optimizada para la amplificaciéon de fragmentos de gran
longitud (Anexo 3). Se disefiaron ademads cebadores que hibridan en regiones internas

de ambos loci, para ser utilizados en la secuenciacién (Fig. 11, Anexo 3).
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5. Resultados

5.1 Aislamiento e identificacidn fenotipica y bioquimica de Campylobacter fetus, de

las subespecies fetus y venerealis y del biovar intermedius

La identificacion fenotipica y bioquimica de C. fetus, de las subespecies Cff y Cfv,
y del biovar intermedius, se realizd mediante las metodologias estandar recomendadas
por la OIE (Anexo 1). Los aislamientos humanos fueron caracterizados fenotipicamente
a nivel de especie. Los resultados se muestran en la Tabla 1. Los 59 aislamientos

bovinos fueron clasificados como Cff (26), Cfv (23) o Cfvi (10).

5.2 Identificacion genética del género Campylobacter, la especie Campylobacter fetus

y las subespecies fetus y venerealis, y analisis de su variabilidad genética

5.2.1 Aplicacion y evaluacion de metodologias de identificacion del género

Campylobacter, la especie Campylobacter fetus y las subespecies fetus y venerealis

5.2.1.1 Identificacion del género Campylobacter

La identificacidn de los aislamientos como pertenecientes a Campylobacter fue
positiva en todos los casos, incluyendo los aislamientos del género que no pertenecen
a la especie C. fetus (Tabla 3, Fig. 12A). Por lo tanto, la correspondencia entre la
identificacion fenotipica y la genética (calculada como la proporcién de aislamientos

gue dan el mismo resultado con ambas metodologias) es 1.
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Tabla 3. Resultados de los métodos de identificacién vy tipificacion genética aplicados. Se
muestra el fenotipo de cada aislamiento segun los resultados de los analisis bioquimicos, y el
resultado de los diferentes métodos de identificacion genética. C: Campylobacter. Cf:
Campylobacter fetus. Cff: Campylobacter fetus subsp. fetus. Cfv: Campylobacter fetus subsp.
venerealis. Cfvi: Campylobacter fetus subsp. venerealis biovar intermedius. Cft: Campylobacter
fetus subsp. testudinum. +: positivo. -: negativo. |: inespecifico. ND: no determinado.

Multiplex | Multiplex RealTime

Aislamiento | Fenotipo | Campylobacter PCR A? PCR B? Iscfe1’ PCR cfvi®
Cft 03-427' Cft® + No Cf No Cf - Cff No Cfvi
Cff8240° Cff + Cff Cff - Cff No Cfvi
CffAu002 Cff + Cff Cff - Cff No Cfvi
Cffuy001 Cff + Cff Cff I Cff No Cfvi
CffUy008 Cff + Cfv Cff - Cff No Cfvi
Cffuy012 Cff + Cff ND - Cfv No Cfvi
Cffuy016 Cff + Cff cff - Cfv No Cfvi
CffAr001 Cff + Cff cff I Cff No Cfvi
CffAr003 Cff + Cff cff - Cff Cfvi
CffAr006 Cff + Cfv Cfv I Cfv Cfvi
CffAr007 Cff + Cfv® Cfv® | Cfv No Cfvi
CffAr012 Cff + Cff Cff - Cff Cfvi
CffAr013 Cff + Cfv Cfv - Cfv Cfvi
CffAr016 Cff + Cff Cff I Cff No Cfvi
CffAr018 Cff + Cff Cff I Cff No Cfvi
CffAr022 Cff + Cff Cff - Cff No Cfvi
CffAr023 Cff + Cff Cff I Cff No Cfvi
CffAr024 Cff + Cff Cfv - Cfv No Cfvi
CffAr027 Cff + Cfv Cfv I Cfv No Cfvi
CffAr028 Cff + Cfv Cfv I Cfv No Cfvi
CffAr029 Cff + Cfv cff I Cff No Cfvi
CffAr030 Cff + Cfv Cff I Cff No Cfvi
CffAr031 Cff + Cff Cff I Cff No Cfvi
CffAr032 Cff + Cff Cff - Cff No Cfvi
CffAr033 Cff + Cff Cff [ Cff No Cfvi
CffAr034 Cff + Cff Cfv [ Cff Cfvi
CffAr035 Cff + Cfv Cfv I Cff No Cfvi
Cfv 84-112! Cfv + Cfv Cfv Cfv Cfv No Cfvi
NCTC10354 Cfv + Cff Cfv I Cff No Cfvi
CfvAu001 Cfv + Cfv Cfv - Cfv No Cfvi
CfvUy002 Cfv + Cfv Cfv - Cfv No Cfvi

66



Aislamiento | Fenotipo | Campylobacter Mpué;i I‘:':z‘-'x M: c'g‘:fx Iscfe1’ Rezl;’;me cfvi®
CfvUy003 Cfv + Cfv Cfv - Cfv No Cfvi
CfvUy004 Cfv + Cfv Cfv - Cfv No Cfvi
CfvUy005 Cfv + Cfv Cfv - Cfv No Cfvi
CfvUy006 Cfv + Cfv Cfv - Cfv Cfvi
CfvUy007 Cfv + Cfv Cfv - Cfv No Cfvi
CfvUy009 Cfv + Cff Cfv - Cfv No Cfvi
CfvUy010 Cfv + Cff Cfv - Cfv No Cfvi
CfvUy014 Cfv + Cfv Cfv - Cfv No Cfvi
CfvUy017 Cfv + Cfv Cfv - Cfv No Cfvi
CfvUy018 Cfv + Cfv Cfv - Cfv No Cfvi
CfvUy020 Cfv + Cfv Cfv - Cfv No Cfvi
CfvAr002 Cfv + Cfv Cfv I Cfv No Cfvi
CfvAr004 Cfv + Cfv Cfv I Cfv No Cfvi
CfvAr008 Cfv + Cff Cfv I Cff Cfvi
CfvAr009 Cfv + Cfv Cfv - Cfv Cfvi
CfvAr010 Cfv + Cff Cfv I Cff No Cfvi
CfvAr021 Cfv + Cff Cfv - Cfv Cfvi

Cfvi 03/293* Cfvi + Cfv Cfv Cfv Cfv No Cfvi
CfviAu003 Cfvi + ND ND - Cff Cfvi
CfviAr005 Cfvi + Cfv Cfv I Cfv Cfvi
CfviAr011 Cfvi + Cff Cfv I Cff Cfvi
CfviAr014 Cfvi + Cff Cfv - Cfv Cfvi
CfviAr015 Cfvi + Cfv Cfv I Cfv Cfvi
CfviAr017 Cfvi + Cff Cfv I Cfv No Cfvi
CfviAr019 Cfvi + Cfv Cfv - Cfv No Cfvi
CfviAr020 Cfvi + Cff Cff I Cff No Cfvi
CfviAr025 Cfvi + Cff Cfv I Cfv No Cfvi
CfviAr026 Cfvi + Cfv Cfv - Cfv Cfvi
CfUy022 cf + Cff Cff - Cff No Cfvi
Cfuy023 cf + Cff Cff - Cff No Cfvi
CfUy024 cf + Cff Cff - Cff No Cfvi
CfUy025 cf + Cff Cff [ Cff No Cfvi
Cb08209 C + No Cf No Cf - No Cf No Cfvi

CcHB41 C + No Cf No Cf - No Cf No Cfvi
CjHB32 C + No Cf No Cf - No Cf No Cfvi
CjCP3 C + No Cf No Cf - No Cf No Cfvi
CcCP60 C + No Cf No Cf - No Cf No Cfvi
Ch99/243 C + No Cf No Cf - No Cf No Cfvi
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Multiplex

Multiplex

RealTime

Aislamiento | Fenotipo | Campylobacter |~ o'\ — Iscfe1’ o cfvi®
NCTC 11562 C + No Cf No Cf - No Cf No Cfvi
TOTAL C. fetus 63 63 62 61 63 63 63
TOTAL Cff 26 - 33 23 - 28 -
TOTAL Cfv 23 - 29 38 - 35 -
TOTAL Cfvi 10 - - - - - 15
TOTAL 70 70 69 68 70 70 70

1 .
cepas cuyo genoma totalmente secuenciado y completamente ensamblado se encuentra en bases de

datos. Todos los andlisis para estas cepas fueron realizados in silico (ver texto)
’Hum et al. 1997. *Iraola et al. 2012. *Abril et al. 2007. *Moolhuijzen et al. 2009
®en la muestra CffAr007, no hay amplificacion del marcador de especie en los Mpx-PCR A y B (fragmento

del gen cstA en ambos casos)
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Figura 12. Resultados de los métodos de identificaciéon aplicados. A-C y E-F.
Electroforesis en gel de agarosa. En la parte superior de los geles se indica el molde
utilizado en cada reaccién. PM: control de peso molecular. A. Identificacién del
género Campylobacter. B. Mpx-PCR A. C. Mpx-PCR B. D. Curvas de amplificacién de
PCR en tiempo real. Variacion de fluorescencia emitida en funcién del ciclo de
amplificacidn. La linea horizontal (verde o celeste) marca el umbral de flourescencia
para las muestras positivas. lzquierda: gen 16S, marcador de especie. Curvas
verdes: réplicas de reacciones usando como molde un aislamiento Cff. Celeste y
azul: Cfv. Violeta y rosado: C. sputorum. Amarillo y rojo: blanco de PCR. Derecha:
amplificacion del gen VirB11, marcador de la subespecie Cfv. Curvas verdes:
réplicas de reacciones usando como molde un aislamiento Cff. Violeta y rosado: Cfv.
Celeste y azul: C. sputorum. Amarillo y rojo: blanco de PCR. E. PCR ISCfe. F. PCR Cfvi.
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5.2.1.2 Identificacion de la especie Campylobacter fetus y de las subespecies fetus y
venerealis

5.2.1.2.1 Multiplex PCR A

Se aplico este método en 62 aislamientos que pertenecen a la especie C. fetusy 7
aislamientos de otras especies (Tabla 3). Para los aislamientos caracterizados
fenotipicamente como C. fetus, la identificacién genética de la especie C. fetus fue
positiva en todos los casos excepto en el aislamiento CffAr007, donde no hay
amplificacién del marcador de especie (fragmento de 764 pb del gen cstA). Ninguno de
los aislamientos de otras especies presentd amplificacion. La pertenencia del
aislamiento CffAr007 a la especie C. fetus fue corroborada mediante la amplificacién y
secuenciacion de un fragmento de 816 pb del gen 16S, amplificado con los cebadores
C412F y C1288R (Linton et al. 1996; Fig. 9). De los 62 aislamientos analizados 33
presentaron amplificacidon del marcador de especie y no del de subespecie, por lo que
fueron considerados como pertenecientes a la subespecie Cff, 28 presentaron
amplificacién de ambos marcadores, y el aislamiento CffAr007 presentd amplificacion
s6lo del marcador de subespecie, por lo tanto 29 aislamientos fueron considerados
como Cfv (Tabla 3, Fig. 12B). La correspondencia entre la identificacion fenotipica y la
genética (sin tomar en cuenta los aislamientos humanos uruguayos, cuya subespecie

no fue determinada por métodos fenotipicos) es de 0,66 (Tabla 4).

5.2.1.2.2 Multiplex PCR B

Se aplicé este método en 61 aislamientos que pertenecen a la especie C. fetusy 7
aislamientos de otras especies (Tabla 3). Para los aislamientos caracterizados
fenotipicamente como C. fetus, la identificacién genética de la especie fue positiva en
todos los casos excepto en el aislamiento CffAr007, donde no hay amplificacién del
marcador de especie, al igual que en el método anterior. Ninguno de los aislamientos
de otras especies presentd amplificacion. De los 61 aislamientos analizados, 23
presentaron amplificacion del marcador de especie y no del de subespecie, por lo que
fueron considerados como pertenecientes a la subespecie Cff, y 38 (incluyendo el

aislamiento CffAr007) presentaron amplificacién del marcador de
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Tabla 4. Correspondencia pareada entre los diferentes métodos empleados para identificar la especie C. fetus, las subespecies fetus y
venerealis y el biovar intermedius. La correspondencia se indica en proporcién de muestras analizadas con ambos métodos que presentan

el mismo resultado. lzquierda: correspondencia entre los métodos empleados para diferenciar las subespecies fetus y venerealis.
Derecha: correspondencia entre los métodos empleados para identificar el biovar intermedius.

; . Multiplex Multiplex RealTime
Método Fenotipo
PCRA PCR B PCR
Fenotipo - 0.66 0.83 0.74
Multiplex
- 0.75 0.79
PCRA
Multiplex
- 0.89
PCRB
RealTime PCR

Método | Fenotipo Cfvi ORF 162 VapD Plasmido
Fenotipo - 0.74 0.68 0.73 0.69
Cfvi - 0.67 0.73 0.76
ORF 162 - 0.76 0.73
VapD - 0.97

Plasmido i

71



subespecie, por lo tanto fueron identificados molecularmente como Cfv (Tabla 3, Fig. 12C). La

correspondencia entre la identificacion bacterioldgica y la genética es de 0.83 (Tabla 4).

5.2.1.2.3 PCR en tiempo real

La identificacidén de los aislamientos como C. fetus fue positiva en todos los casos. En el
aislamiento CffAr007, el fragmento del gen 16S utilizado para detectar la especie presenta
amplificacién, al igual que el marcador de la subespecie Cfv. Ninguno de los aislamientos de
otras especies presentd amplificacion. De los 63 aislamientos analizados 28 presentaron
amplificacién del marcador de especie y no del de subespecie, por lo que fueron clasificados
como pertenecientes a la subespecie Cff, y 35 presentaron amplificaciéon de ambos
marcadores, por lo tanto pertenecen a la subespecie Cfv (Tabla 3, Fig. 12D). la

correspondencia entre la identificacién bacterioldgica y la genética es de 0.74 (Tabla 4).

5.2.1.2.4 Deteccion del elemento de insercion I1SCfel

Se aplicé este método en 63 aislamientos que pertenecen a la especie C. fetus y 7
aislamientos de otras especies (Tabla 3). Este método, a diferencia de los anteriores, no
incluye la identificacidn de la especie C. fetus, sino que solamente se observa amplificacién en
el caso de que el aislamiento pertenezca a la subespecie Cfv o al biovar Cfvi. Sin embargo, en
ninguno de los aislamientos se logré obtener un resultado positivo, ya que en los 27 casos en
gue hubo amplificacidn, el amplicén tuvo un tamafio diferente del esperado (aprox. 1500 pb
en lugar de 233 pb, Tabla 3, Fig. 12E). La correspondencia entre la identificacién bacterioldgica
y la genética no fue analizada debido a la ausencia de resultados positivos.

El amplicdn obtenido en uno de los aislamientos (CfvAr002) fue enviado a secuenciar y
analizado mediante BLASTn. La secuencia amplificada comparte identidad con copias del
elemento 1SCfel presentes en tres regiones del genoma de la cepa Cfv 84-112, cuatro
regiones del genoma de la cepa Cfvi 03-293, y una regién del pldsmido pCfviMP1. En estas
regiones, los cebadores hibridan a una distancia aproximada de 1500 pb, que es el tamafio de

banda que se observa en el gel de agarosa (Fig. 12E).
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5.2.1.3 Identificacion del biovar intermedius

A diferencia de los anteriores, este método no incluye la identificacién de la especie C.
fetus ni de las subespecies Cff y Cfv, sino que sélo habra amplificaciéon en el caso de que el
aislamiento pertenezca al biovar intermedius. En 15 de los 63 aislamientos analizados hubo
amplificacién del fragmento especifico del biovar intermedius, por lo cual esos aislamientos se
consideran genéticamente Cfvi (Tabla 3, Fig. 12F). La correspondencia entre la identificacion
bacterioldgica y la genética (proporcion de aislamientos con fenotipo Cfvi que son positivos,

mas aislamientos con fenotipo Cff o Cfv que son negativos) es de 0.74 (Tabla 4).

5.2.2 Desarrollo y evaluacion de metodologias de identificacion del biovar intermedius

Se disefiaron y pusieron a punto tres métodos para la identificacion del biovar
intermedius. En todos los casos se utilizé como control positivo el aislamiento CfviAr011 (INTA
99/541), cuyo genoma totalmente secuenciado se utilizé para el disefio de las metodologias.

La sensibilidad y especificidad de los métodos se evalué aplicandolos a 9 aislamientos
caracterizados fenotipicamente como Cfvi (incluyendo el control positivo), 5 aislamientos
pertenecientes a Cfv, y 12 aislamientos bovinos con fenotipo Cff (Tabla 5).

Para la secuencia correspondiente al ORF 162, hubo amplificacién en 10 de los 26
aislamientos analizados, incluyendo el control positivo (Tabla 5, Fig. 13A). La correspondencia
entre la identificacion bacterioldgica y la genética es de 0.68 (Tabla 4).

Para el amplicén correspondiente al ORF vapD, hubo amplificacién en 2 de los 26
aislamientos analizados: el control positivo y un aislamiento perteneciente a la subespecie Cff
(Tabla 5, Fig. 13B). La correspondencia entre la identificacion bacterioldgica y la genética es de
0.73 (Tabla 4).

Para el amplicdn correspondiente a la regidon conservada del plasmido presente en el
aislamiento CfviAr011, hubo amplificacidon solamente en el control positivo (Tabla 5, Fig. 13C).

La correspondencia entre la identificacién bacterioldgica y la genética es de 0.69 (Tabla 4).
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Tabla 5. Resultados del desarrollo y evaluacion de métodos para la
identificacion del biovar intermedius. Se presentan los aislamientos
analizados segun su fenotipo y el resultado de los tres métodos. El
aislamiento CfviAr011 se usa como control positivo en todos los casos.
Cff: Campylobacter fetus subsp. fetus. Cfv: Campylobacter fetus subsp.
venerealis. Cfvi: Campylobacter fetus subsp. venerealis biovar
intermedius. Cft: Campylobacter fetus subsp. testudinum.

Aislamiento | Fenotipo | Cfvi’| Cfvi ORF 162 Cfvi VapD | Cfvi Plasmido
Cft 03-427" |  Cft - - - -
Cff8240" Cff - - - -
CffAu002 Cff - - - -
CffAr001 Cff - - - -
CffAr003 Cff + - - -
CffAr007 Cff - - - -
CffAr012 Cff + - - -
CffAr013 Cff + - - -
CffAr016 Cff - - - -
CffAr022 Cff - - - -
CffAr023 Cff - + + -
CffAr031 Cff - + - -
CffAr032 Cff - + - -
CffAr033 Cff - + - -
Cfv 84-112" | Cfv - - - -
NCTC10354 Cfv - - - -
CfvUy003 Cfv - - - -
CfvUy005 Cfv - - - -
CfvUy014 Cfv - - - -
CfvAr010 Cfv - - - -
Cfvi 03/293"|  Cfvi - - - -
CfviAu003 Cfvi + - - -
CfviAr005 Cfvi + - - -
CfviAr014 Cfvi + + - -
CfviAr015 Cfvi + + - -
CfviAr017 Cfvi - + - -
CfviAr020 Cfvi + - -
CfviAr025 Cfvi - - - -
CfviAr026 Cfvi + + - -
CfviAr011 Cfvi + + + +
Total 30 33 33 33 33

! cepas cuyo genoma totalmente secuenciado y completamente ensamblado se
encuentra en bases de datos. Todos los andlisis para estas cepas fueron realizados in
silico (ver texto).

2Moolhuijzen et al. 2009
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Figura 13. Resultados del desarrollo y evaluacion de métodos para la
identificacion de Cfvi. Electroforesis en gel de agarosa. En la parte superior de los
geles se indica el molde utilizado en cada reaccién. PM: control de peso
molecular. A. PCR ORF 162. B. PCR VapD. C. PCR Plasmido.
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5.2.3 Anadlisis de la variabilidad genética en Campylobacter fetus

5.2.3.1 MLST

Se obtuvieron las secuencias de los fragmentos de los siete genes housekeeping
correspondientes al esquema de MLST de C. fetus en 39 aislamientos. Las secuencias fueron
concatenadas para formar los STs de 3312 pb, y comparadas con los STs registrados en la base

de datos publica de MLST (http://pubmlist.org/cfetus/; Jolley y Maiden, 2010). Se encontraron

un total de cuatro STs que ya habian sido descritos previamente. El ST-4 estuvo presente en
34 aislamientos; los STs 5 y 6 en dos aislamientos cada uno, y el ST-12 en uno (Tabla 6). Las
cepas bovinas Cfv 84-112 y Cfvi 03-293 tienen el ST-4, la cepa humana Cff 82-40 tiene el ST-6,
y la cepa humana de origen reptiliano Cft 03-427 tiene el ST-15. El valor D para los resultados
de MLST es de 0.16 (Anexo 5).

Hay 8 posiciones variables en el alineamiento de los cuatro STs presentes en los
aislamientos y cepas de mamiferos. El ST-15 presenta un promedio de 258 diferencias
nucleotidicas con los otros cuatro STs. Las secuencias de los 44 STs descritos para C. fetus
fueron obtenidas de la base de datos y se utilizaron para realizar una reconstrucciéon
filogenética con el método de maxima verosimilitud con el modelo de sustitucion TN93+G

(Fig. 14).
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Tabla 6. Resultados del esquema MLST, la secuenciacién parcial del gen 23S
y del ISR3, y evaluacién de la presencia de IVSs. ST: sequence type. +:
resultado positivo (presencia de IVS). -: resultado negativo (ausencia de IVS).
ND: no determinado.

Aislamiento | ST MLST | Haplotipo 23S | IVS 23S | Haplotipo ISR3 | IVS ISR3
Cft 03-427" 15 A - E -
Cff8240" 6 A + A -
CffAu002 5 B + D -
Cffuy001 4 A + A -
Cffuy008 5 ND ND D ND
Cffuy012 6 ND ND D ND
Cffuy016 4 ND ND ND ND
CffAr001 4 A + A -
CffAr003 6 A + A -
CffAr006 4 A + A -
CffAr007 4 A + A -
CffAr012 4 A + A -
CffAr013 4 A + A -
CffAr016 4 A + A -
CffAr018 ND ND + ND -
CffAr022 ND ND + ND -
CffAr023 ND ND + ND -
CffAr024 ND ND + ND -
CffAr028 ND ND + ND -
CffAr030 ND ND + ND -
CffAr031 4 A + A -
CffAr032 ND ND + ND -
CffAr033 ND ND + ND -
CffAr034 ND ND + ND -
CffAr035 ND ND + ND -
Cfv 84-112" 4 A + A -
NCTC10354" 4 A + A -
CfvAu001 4 A + A -
CfvUy002 4 A + A -
CfvUy003 4 A + A -
CfvUy004 4 A + A -
CfvUy005 4 A + C -
CfvUy006 4 A + A -
CfvUy007 4 A + A -
CfvUy009 4 ND + ND -
CfvUy010 ND A ND A ND
CfvUy014 4 A + A -
CfvUy017 4 A + A -
CfvUy018 4 A + A -
CfvUy020 4 A + A -
CfvAr002 4 A + B -
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Aislamiento | ST MLST | Haplotipo 23S | IVS 23S | Haplotipo ISR3 | IVS ISR3
CfvAro04 4 A + A -
CfvAr008 4 A + A -
CfvAr009 4 A + A -
CfvAr010 4 A + A -
CfvAr021 ND ND + ND -

Cfvi 03/293" 4 A + A -
CfviAu003 12 ND ND ND ND
CfviAr005 4 A + A -
CfviAr011 4 A + A -
CfviAr014 ND ND + ND -
CfviAr015 ND ND + ND -
CfviAr019 4 A + A -
CfviAr020 ND ND + ND -
CfviAr025 ND ND + ND -
CfviAr026 ND ND + ND -
CfUuy022 4 A + A -
Cfuy023 4 A + A -
Cfuy024 4 A + A -
Cfuy025 4 A + A -

TOTAL 43 39 55 41 55

1 N
cepas cuyo genoma totalmente secuenciado y completamente ensamblado se encuentra

en bases de datos. Todos los andlisis para estas cepas fueron realizados in silico (ver texto).

78



20

3z
21
11§
25
EX XY |
8
24
12 @ €—
400 <
17z@
_ 9.
L 28
csOOR’ <€
| 33
13
14
200Me
23
19
22
29
as
10
19
34
s Ol <€—
az
16 A
26
27
f44
1sll €—
ﬂao.
a0, A
# Bovino ao A
Ovino 41‘
Equino 17 A
¢ Mono 124
M Humano as A
A Tortyga a6 A
Escinco 37‘
A |agartija
Serpiente 31 A
Procedenciano explicitada 42
o011

Figura 14. Arbol filogenético realizado con el método de maxima verosimilitud, utilizando las
secuencias de los STs presentes en la base de datos. El largo de las ramas es proporcional a la
distancia entre las secuencias. Las figuras a la derecha de cada ST indican la procedencia de los
aislamientos en los que se encontrd. Las flechas azules indican los STs encontrados en los
aislamientos y en los genomas de origen humano o bovino. La flecha verde indica el ST presente
en el genoma completo de la cepa Cft 03-427.
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5.2.3.2 Secuenciacion parcial del gen ribosomal 23S y evaluacion de la presencia de

secuencias intervinientes (IVSs)

Se amplificd y secuencid un fragmento de 638 pb del gen ribosomal 23S en 32
aislamientos. Se encontraron dos haplotipos que difieren en una transicidon: 31 aislamientos
tienen el haplotipo A, y el aislamiento CffAu002 tiene el haplotipo B (Tabla 6, Fig. 15A). Los
genomas completos analizados también tienen el haplotipo A. El valor D para las secuencias
de este fragmento es de 0.06 (Anexo 5).

Se analizaron 51 aislamientos para la presencia de la IVS, y todos presentan un amplicén
de 485 pb con los cebadores IVSF e IVSR, lo cual indica que llevan una secuencia interviniente
en el gen 23S (Tabla 6). Los genomas completos analizados también tienen la secuencia

interviniente en su gen 23S, excepto el genoma de la cepa Cft 03-427.

5.2.3.3 Secuenciacion parcial de la region espaciadora interna del tercer operdn ribosomal

(ISR3) e identificacion de la presencia de secuencias intervinientes (IVSs)

Se amplificd y secuencié un fragmento de 772 pb del tercer espaciador ribosomal en 34
aislamientos. Se encontraron 4 haplotipos (Tabla 6, Fig. 15B). Uno de los haplotipos se
encontré en 29 aislamientos, otro en tres aislamientos, y los restantes dos haplotipos se
encontraron en un aislamiento cada uno. Los cuatro haplotipos difieren en una o dos variantes
nucleotidicas. Dos de las variantes encontradas son inserciones/deleciones, una es una
transicién y la otra una transversién. Los genomas completos tienen el haplotipo mayoritario,
excepto el genoma de la cepa Cft 03-427, que presenta un quinto haplotipo, el cual difiere del
resto en un promedio de 105 posiciones, incluyendo transiciones, transversiones e
inserciones/deleciones (Tabla 6, Fig. 15B). El valor D para estas secuencias es de 0.16 (Anexo
5).

Se analizaron 51 aislamientos para la presencia de la IVS, y todos presentan un amplicén
de 2030 pb con los cebadores C412F e ISRR, lo cual indica que ninguno presenta una secuencia
interviniente en ninguno de sus espaciadores ribosomales (Tabla 6). En los genomas

completos tampoco se encontraron secuencias intervinientes en los ISRs.
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GCAAGTGGTAGGAGAGCGTTCTATTCAGCGTTGAAGGTATACCGGTAAGGAGTGCTGGAGCGGATAGAAGTGAGCATGCAGGCATGAGTAGCGATAATTG

AAATATCATTGTTAAAAGTCACAATCAAGTTTTAATAAAATAAAACAATTTTACAGGACTTGTTGAAGCTTTAAATATAGACTAATTTTAGCAAGTAATT

B
Figura 15. Secuencias obtenidas de los dos fragmentos de los operones ribosomales. A: haplotipos
del gen 23S. B: haplotipos del ISR3.
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5.2.3.4 Andlisis de la presencia de genes de virulencia

Se determind el tipo sap en 23 aislamientos, y se lo correlaciond con la presencia de
cuatro genes de virulencia (glf, webK, galE y matl). Diecisiete aislamientos presentaron
amplificacién sélo con los cebadores especificos de sapA, por lo que se clasificaron como tipo
A. Los restantes seis aislamientos presentaron amplificacién con ambos juegos de cebadores,
por lo que se clasificaron como tipo AB. Todos los genomas completos analizados presentan
los genes sapA, por lo que son de tipo A (Tabla 7).

El gen glf estd presente en cinco aislamientos y en uno de los genomas completos. El
gen wcbK estd presente en cuatro aislamientos y en ninguno de los genomas completos. El
gen matl esta presente en 20 aislamientos y en tres de los genomas completos. El gen galE
estd presente en 20 aislamientos y en los cuatro genomas completos. Existen 8 combinaciones
diferentes de los cuatro genes (Tabla 7). El valor D para la variacion en la presencia de estos

genes combinados es de 0.73 (Anexo 5).

5.2.3.5 Andlisis de secuencias repetidas REP, ERIC y BOX

En los 37 aislamientos de C. fetus analizados con esta técnica, se encontraron 6 patrones
de bandas generados mediante la amplificacion con los cebadores REP1R y REP2I, 14 patrones
generados con los cebadores ERICIR y ERIC2, y 4 patrones generados con el cebador BOXA1R.
Combinando la informacién obtenida con los tres juegos de cebadores, se observaron 16
patrones (Tabla 8, Fig. 16).

Con los tres juegos de cebadores hubo aislamientos en los cuales no se observé
amplificacién. La ausencia de amplificacion fue considerada como un patrén, y corresponde al
patron F en las amplificaciones con REP1R y REP21, al M en los patrones generados con ERICIR
y ERIC2, y al E en los observados con el cebador BOXA1R (Fig. 16). En las amplificaciones con
REPIR y REP2I, el resto de los patrones estdn compuestos por 1 a 6 bandas que tienen
tamafios entre 300 y 3000 pb. Los patrones generados con ERIC1R y ERIC2 estdn compuestos
por entre 1 y 8 bandas que tienen tamanos entre 200 y 3000 pb. Con el cebador BOXA1R, se

obtuvieron patrones que tienen entre 3 y 6 bandas con tamafos entre 100 y 2000 pb (Fig. 16).
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Tabla 7. Resultados de la evaluaciéon del tipo sap y de la presencia de genes de
virulencia. +: resultado positivo (el gen esta presente). -: resultado negativo (el gen no
esta presente). Esperado: combinacion de genes que se espera que estén presentes
segln la hipotesis planteada por Kienesberger et al. (2014), en la cual hay una
correlacién del tipo sap con la presencia de estos genes.

Aislamiento | Fenotipo | sapA | sapB | mat1 | glf | wcbK | galE | Combinacion | Esperado
Cft 03-427" Cft + - + |- - |+ 2 1
Cff8240' Cff + - R I + 1 1
CffAu002 Cff + + + |+ | + + 4 4
CffAr001 Cff + - + | - - + 2 1
CffAr003 Cff + - + - - + 2 1
CffAr007 Cff + _ + | - _ + 2 1
CffAr012 Cff + - + |- - + 5 1
CffAr013 Cff + - + |- - + 5 1
CffAr016 Cff + ] + -] - _ 3 1
CffAr022 Cff + - + |- - + 5 1
CffAr023 Cff + + + |+ + + 4 4
CffAr031 Cff + + v |-+ |- 7 4
CffAr032 Cff + + v |- - |+ 6 4
CffAr033 Cff + + + - + + 8 4
Cfv 84-112* Cfv + - + | - - + 2 2
NCTC10354" Cfv + - + |- + + 5 5
CfvUy003 Cfv + - + - - - 3 2
CfvUy005 Cfv + - + - - + 2 2
CfvUy014 Cfv + - + - - + 2 2
CfvAr010 Cfv + + + - - + 6 4
Cfvi 03/293" |  Cfvi + - + | - - + 2 2
CfviAr019 Cfvi + - + - - + 2 2
CfviAr020 Cfvi + - + - + 2 2
CfviAr025 Cfvi + - + - - + 2 2
CfUy022 Cff + - - + - + 1 1
CfUy023 Cff + - - + - + 1 1
Cfuy024 Cff + - - + - + 1 1
TOTAL 27

1 .
cepas cuyo genoma totalmente secuenciado y completamente ensamblado se encuentra en bases de

datos. Todos los andlisis para estas cepas fueron realizados in silico (ver texto).
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Tabla 8. Patrones de bandas generados mediante la amplificacion basada en la
presencia de secuencias repetidas REP, ERIC y BOX. Se les asignan letras a los
patrones de bandas obtenidos con cada juego de cebadores, y niumeros a la
combinacién de los tres patrones para cada aislamiento. En los aislamientos
tomados al azar en que se repitieron las PCRs, el resultado de las repeticiones se
indica separado por una barra.

Aislamiento | Patrén REP | Patrén ERIC | Patron BOX | Patron combinado
Cff8240 F M E 9

Cfvi 03/293 F M E 9

Cfv 84-112 F M E 9
Cft 03-427 F M E 9
CffAu002 F/E M A 5/22
Cffuy001 A B B 1
CffAr001 A B A/E 8/23
CffAr003 F/F M A 5/5
CffAr006 E K A 3
CffAr016 C | A/A 13/13
CffAr018 C | A/A 13/13
CffAr022 C /M A 15/24
CffAr023 C/F | A/A 13/25
CffAr024 C | A 13
CffAr027 D 1/C A/A 16/26
CffAr028 C/F | A 13/25
CffAr029 C | A 13
CffAr030 C/F I/C A 13/27
CffAr031 C/L 1/Q A/A 13/28
CffAr032 C J A/A 15/15
CfvAu001 F L/L A 4/4
CfvUy002 A C A/A 2/2
CfvUy003 A A A 6
CfvUy005 E K A 3
CfvUy006 F L A 4
CfvUy007 A/H A A 6/29
CfvUy014 F/F K A 7/7
CfvUy018 F N F/F 11/11
CfvUy020 F/I K F 12/30
CfvAr002 F M E 9
CfvAr004 F/L M A 5/31
CfvAr009 E/) K/C A/A 3/32
CfviAr005 A D A/A 10/10
CfviAro14 C H A 14
CfviAr015 C H/C A/A 14/33
CfviAr017 C/) I/C A 13/32
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Aislamiento | Patrén REP | Patréon ERIC | Patron BOX | Patron combinado
CfviAr019 C I/M A/E 13/34
CfviAr025 C/F | A/A 13/25
CfviAr026 C J A 15
CfUy022 E K/C A 3/35
CfUy023 E K/C A 3/35

CcC60 F M G 17
Ch99/243 F M/K H 18/36
NCTC 11562 F L I 19
CcHB41 F P/Q G 20/37
CjHB32 F L E 21
CjCP3 F/E M/M E 9/38
Total 43
Total C. fetus 37
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Figura 16. Ejemplos de los patrones obtenidos con los tres juegos de cebadores
basados en secuencias repetidas. Electroforesis en gel de agarosa. En la parte
superior de los geles se indica la letra asignada a cada patrén (ver tabla 8). A-B.
Amplificacion con los cebadores REP1R y REP2I. C-D. Amplificacién con los
cebadores ERICIR y ERIC2. E-F. Amplificacién con el cebador BOXA1R. PM: control
de peso molecular.
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En las 6 cepas de otras especies, en la amplificacién con los cebadores REP1R y REP2I se
encontré sélo el patron F, que también aparece en 9 aislamientos de C. fetus. Los cebadores
ERICIR y ERIC2 generaron 3 patrones, dos de los cuales estan también presentes en C. fetus, y
hubo 4 patrones generados con el cebador BOXA1R, de los cuales dos aparecen también en C.
fetus. Combinando la informacién obtenida con los tres juegos de cebadores, se observaron 6
patrones, uno de los cuales (patrén 9) es idéntico al observado en uno de los aislamientos de
C. fetus (Tabla 8, Fig. 16).

Para los genomas completos se hizo una prediccién de los patrones que se obtendrian
mediante la busqueda de las secuencias de los cebadores en cada genoma utilizando BLASTn.
En el caso de los cebadores REP1R y REP2I, que contienen Inosina (Anexo 3), se tomaron en
cuenta las reglas del balanceo. En ninguno de los casos, los genomas muestran la presencia de
regiones a las cuales los cebadores puedan hibridarse, por lo que se considera que no habria
amplificacién en ninguno de ellos (Tabla 8).

En 2 de los 14 aislamientos en que se evalud la reproducibilidad, en las amplificaciones
con REP1R y REP2I el patrén fue el mismo en ambas amplificaciones (14%, Tabla 8). Para los
cebadores ERICIR y ERIC2 la reproducibilidad también fue de 14% (Tabla 8). Para el cebador
BOXA1R se observé que coinciden los patrones de bandas obtenidos en 11 de los 14
aislamientos (79%, Tabla 8). En los 30 aislamientos en que se repitieron una o mas PCRs, 9
(30%) presentaron el mismo patrén combinado, mientras que las restantes 21 presentaron
patrones diferentes, generdndose 17 nuevos patrones combinados (Tabla 8). Debido a la
escasa reproducibilidad de la metodologia, el valor D para la variacién en los patrones de

bandas generados no fue calculado.

5.2.3.6 Andlisis de genomas completos: identificacion de variaciones genémicas

5.2.3.6.1 Andlisis de genomas in silico

En la comparaciéon entre los genomas de las cepas Cff 82-40 y Cfv 84-112 se observa la
presencia de una inversién de aproximadamente 500 Kb de largo (Fig. 17B). La isla gendmica
descrita por Gorkiewicz et al. (2010) se encuentra ubicada en uno de los extremos de esta
region invertida, pero por fuera de la misma, y estd presente en el genoma de la cepa Cfv 84-
112 y no en el de Cff 82-40 (Figs. 4 y 17B). Se observan varias inversiones con tamafios que

van desde 1000 a 5000 pb. Hay una regién de aproximadamente 118 Kpb que cambia de
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ubicacién en un genoma con respecto al otro (translocacién). El resto de las translocaciones
tienen entre 1000 y 6000 pb de largo (Fig. 17Ay B).

En la comparacién entre los genomas de las cepas Cff 82-40 y Cfvi 03-293 se constata la
presencia de una inversién de aproximadamente 250 Kpb de largo (Fig. 17B). Esta regidn esta
incluida dentro de la regidn de 500 Kpb que se encuentra invertida en el genoma de Cfv 84-
112 con respecto al de Cff 82-40 (Fig. 17B). La isla gendmica caracteristica de Cfv esta
presente en el genoma de la cepa Cfvi 03-293. Se encontraron varias inversiones con tamafios
que van desde 1000 a 5000 pb, y translocaciones de entre 1000 y 6000 pb de largo (Fig. 17Ay
B).

Las comparaciones de los genomas de las cepas Cfv 84-112 y Cfvi 03-293 con el de la
cepa Cft 03-427 muestran caracteristicas similares a las observadas en la comparacién de las
mismas con el genoma de la cepa Cff 82-40.

En la comparacion entre los genomas de las cepas Cff 82-40 y Cft 03-427 se observan
tres inversiones con tamainos que van desde 1100 a 1600 pb, y mds de 20 regiones que no
comparten identidad, con tamafios que van de 1000 a 9000 pb. Las translocaciones tienen un
largo maximo de 2000 pb (Fig. 17Ay B).

En todos los genomas hay regiones exclusivas que no comparten homologia con
ninguno de los otros genomas analizados (Fig. 17A y B).

En la comparacién entre las regiones donde se ubican los loci CRISPR, se observé que los
genomas de las cepas Cfv 84-112 y Cfvi 03-293 contienen un solo locus CRISPR, mientras que
el genoma de la cepa Cff 82-40 tiene dos, y el de la cepa Cft 03-427 muestra tres loci. Con
respecto a los genes cas, estan ausentes de los genomas de Cfv 84-112 y Cfvi 03-293, mientras
gue los genomas de Cff 82-40 y Cft 03-427 tienen un cluster de seis genes cas que es idéntico
en ambas cepas (Fig. 17C).

Durante la secuenciacion de los genomas de las cepas Cfv 84-112 y Cfvi 03-293, se
encontré que Cfv 84-112 porta un plasmido (ICE_84-112; Kienesberger et al. 2014) y Cfvi 03-
293 tiene tres plasmidos diferentes (pCfviMP1, pCfviMP2 y pCfviP3; van der Graaf-van Bloois
2014), mientras que en las restantes dos cepas, no se encontraron elementos
extracromosémicos (Gilbert et al. 2013). Se compararon las secuencias de dichos plasmidos,
observando que el plasmido ICE_84-112 tiene homologia parcial con el pldsmido pCfviMP2
(Fig. 17D), pero no con pCfviMP1 ni pCfviP3. Se buscéd la secuencia de los cebadores

FicA_Kpnl_Fy Fic4_Sall_R en estos plasmidos, encontrandola solamente en el plasmido
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Cfv 84-112 Cff 82-40

1926886 bp 1773615 bp

[ cff82-40

B cit03-427
B cfvio03-293
B cfv84-112

Cff 82-40 [175000  [ssooo0  |szsoo0  |700000 [875000 [1050000  |1225000  |1400000  [157s000  [1750000

Cfv84-112 [r75000  [ssooo0  |szsooo  |700000 [875000 [r0s0000  |1225000  |1400000  [157s000  [1750000  |1925000

Cfvi03-293 [175000 [ssooo0  |s2s000 700000 875000 [ros0000 1225000  |1400000  [157s000  [1750000

Cft03-427 [175000  [ssoooo  [szsooo  |700000 |875000 [r0s0000 1225000  |1400000  [157s000  [1750000

Cfvi 03-293 [17s000 350000 [s2s000 [700000 75000 |10s0000  [1225000  [1400000  [1575000  [17s0000

Cff 82-40 [17s000  [ssooo0  [szsooo  |700000  [s7scoo  |rosoooo  [1zzs000 1400000  |1s7soo0 1750000

Cft03-427 [17s000 |3s0000 |s2s000 |700000 875000 |10s0000  |1225000  [r400000  |1575000  [17s0000

Cfv84-112 [17s000  [ssooo0  [szsoo0  |700000  [s7sooo  [rosoooo  [122s000  |r400000  [1s7s000  [17s0000 1925000
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ICE_84-112 [ salo [sz000 [4s500 [39000 [32500 [z6000 [19500 [13000 [ss00

|\ |

|ssoo |13000 |19500 |z6000 |32500

pCfvi MP2

|

ICE_84-112 55500 55200 [sas00 i54
:r_l]— Esccean ]

pCvi MP2 |z100 |zao0 |z2700 |z000 D

Figura 17. Analisis de varaiciones gendmicas. A. Comparacién de los cuatro genomas completos
de C. fetus mediante BLASTn, generada con el programa BRIG. En el centro de cada figura se
indica la secuencia tomada como referencia, y cada uno de los otros tres genomas se representa
con una barra de color. Las regiones coloreadas corresponden a zonas de homologia, y las
blancas a regiones donde no hay identidad. Las regiones que no estdn presentes en el genoma de
referencia no aparecen en la figura. Las regiones invertidas se representan del mismo modo que
las que estan orientadas de la misma forma en ambos genomas, por lo que no se pueden
diferenciar. B. Comparaciéon de los cuatro genomas completos de C. fetus mediante BLASTn,
generada con el programa ACT. Las barras grises paralelas representan las dos hebras del ADN.
Las barras rojas que unen las secuencias de dos genomas representan regiones de al menos 90%
de homologia en al menos 999 pb. Las regiones azules representan zonas de homologia donde
una secuencia estd invertida respecto a la otra. C. Comparaciéon de las regiones gendmicas que
contienen los loci CRISPR, realizadas mediante BLASTn con el programa Easyfig. Celeste: loci
CRISPR. Rosado: genes cas. Amarillo: genes de ARNt. Naranja: otros ORFs. Las barras en
diferentes tonos de gris representan la homologia encontrada en el BLAST. D. Arriba:
comparacion de las secuencias de los plasmidos ICE_84-112 y pCfviMP2. Abajo: acercamiento de
la regidn donde se encuentra el gen Fic4, marcado en rosado. En amarillo se marca la secuencia
del cebador Fic4_Kpnl_F. El espacio en blanco entre los plasmidos indica que en esa region no
hay homologia significativa.
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ICE_84-112 (Fig. 17D). Los tres plasmidos de la cepa Cfvi 03-293 no comparten secuencias

entre si.

5.2.3.6.2 Evaluacion experimental de la presencia de variaciones gendmicas

La presencia de la inversién de 500 Kpb entre los genomas de las cepas Cfv 84-112 y Cff
82-40, del plasmido ICE_84-112, y de la isla gendmica caracteristica de Cfv se evaludé en 23
aislamientos.

En la evaluacidn de la presencia de la inversidn, en todos los aislamientos la regién
gendmica se encuentra en la misma orientacién que en la cepa Cff 82-40 (Tabla 9).

El gen Fic4, indicativo de la presencia del plasmido ICE_84-112, se amplificé en 3 de los
23 aislamientos (Tabla 9).

Siete aislamientos presentaron amplificacién con los cebadores Inter2 e IslaR1, y dieron
resultado negativo con los cebadores Interl e Inter2, indicando que estos aislamientos tienen
la isla gendmica (Tabla 9). Otros tres casos presentaron amplificacion con ambos juegos de
cebadores. La informacién obtenida con este método se correlaciond con la obtenida a partir
del Mpx-PCR B, en el cual se amplifica un fragmento del gen VirB11, contenido en la isla, como
marcador de la subespecie Cfv. Doce aislamientos presentaron amplificacién con los
cebadores Interl e Inter2 y no con los cebadores Inter2 e IslaR1, lo cual es indicativo de que
no poseen la isla gendmica (Tabla 9). En un caso, hubo una discrepancia entre los resultados
con los dos juegos de cebadores y los resultados obtenidos del Mpx-PCR B, ya que se logré
amplificar un fragmento del gen VirB11, pero los resultados de la evaluacién de la presencia

de laisla indican que la misma no estd presente (Tabla 9).
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Tabla 9. Resultados de la evaluacién de la presencia de la inversién encontrada en el
genoma de la cepa Cfv 84-112 con respecto a Cff 82-40, de la presencia del plasmido
ICE_84-112 y de la isla gendmica caracteristica de Cfv. Las discrepancias entre los
resultados de la amplificacion para la evaluaciéon de la presencia de la isla caracteristica de
Cfv entre si o con el resultado del Mpx-PCR B, que evalua la presencia del gen VirB11, se
muestran sombreadas en celeste. +: resultado positivo. -: resultado negativo.

INV84112
Aislamiento | VirB11 |F1/R1|F1/R4| Orientacién |Fica (+';t;g/|_'|:t:i’;a) ::ts‘:’:{;i';'l‘:)
Cft 03-427* Cff + - 82-40 - + -
Cff8240" Cff + - 82-40 - +
CffAu002 Cff + - 82-40 - + -
CffAr001 Cff + - 82-40 - + +
CffAr003 Cff + = 82-40 + + +
CffAr007 Cfv + - 82-40 - - +
CffAr012 Cff + - 82-40 - + -
CffAr013 Cfv + - 82-40 - - +
CffAr016 Cff + - 82-40 - + -
CffAr022 Cff + - 82-40 + + -
CffAr023 Cff + - 82-40 - + -
CffAr031 Cff + - 82-40 - + -
CffAr032 Cff + - 82-40 + + -
CffAr033 Cff + - 82-40 - + -
Cfv 84-112" Cfv - + 84-112 + - +
NCTC10354 Cfv - - 82-40 - + _
CfvUy003 Cfv + - 82-40 - - +
CfvUy005 Cfv + - 82-40 - - +
CfvUy014 Cfv + - 82-40 - - +
CfvAr010 Cfv + = 82-40 - + +
Cfvi 03/293" Cfv + - 82-40 - - +
CfviAr019 Cfv + - 82-40 - - +
CfviAr020 Cff + - 82-40 - + -
CfviAr025 Cfv + - 82-40 - - +
CfUy022 Cff + - 82-40 - + -
Cfuy023 Cff + - 82-40 - + -
Cfuy024 Cff + - 82-40 - + -
TOTAL 27

1 .
cepas cuyo genoma totalmente secuenciado y completamente ensamblado se encuentra en bases de datos.
Todos los analisis consignados para estas cepas fueron realizados in silico (ver texto)
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5.2.3.7 Evaluacion de la presencia del cluster de genes cas, el gen casl y el gen RAMP y

secuenciacion de los loci CRISPR1 y CRISPR2

5.2.3.7.1 Evaluacion de la presencia del cluster de genes cas, el gen cas1 y el gen RAMP

La presencia del cluster de genes cas y del gen casl se evaludé en 53 aislamientos. Los 4
aislamientos humanos fueron positivos para ambas caracteristicas. Los restantes 49
aislamientos dieron resultado negativo, por lo que se considera que estos aislamientos no
poseen el cluster de genes cas ni el locus CRISPR2 (Tabla 10). El locus CRISPR1 pudo ser
amplificado en todos los aislamientos, mientras que en los cuatro aislamientos que poseen el
cluster de genes cas y el gen cas1, se pudo amplificar también el locus CRISPR2. Se tomaron al
azar ocho aislamientos que no poseian el cluster de genes cas para intentar amplificar el
CRISPR2, y el resultado fue negativo en todos los casos.

La presencia del gen RAMP fue verificada en todos los aislamientos analizados (Tabla
10). Se alinearon las secuencias de este gen para los cuatro genomas, y se observo que en los
genomas de Cff 82-40, Cfv 84-112 y Cfvi 03-293 la secuencia es idéntica, mientras que la

identidad de estas secuencias con la presente en Cft 03-427 es de 0.87.

5.2.3.7.2 Secuenciacion de los loci CRISPR1 y CRISPR2

Se amplificé y secuencidé el locus CRISPR1 en 53 aislamientos. La longitud del amplicdn
es variable, ya que depende de la cantidad de unidades DR-espaciador que contenga el locus
en cada aislamiento (Fig. 18). La secuencia lider tiene un largo de 360 pb y no presenta
variaciones en ninguno de los aislamientos estudiados. El DR mide 30 pb y su secuencia esta
conservada entre los aislamientos. En todos los casos, las copias del DR dentro de cada locus
son idénticas, excepto por la mas alejada de la secuencia lider, que presenta una diferencia
nucleotidica con las demas copias. Las secuencias del lider y los DRs de las cepas Cff 82-40, Cfv
84-112 y Cfvi 03-293 son idénticas a las encontradas en los aislamientos. En los tres loci
CRISPR presentes en el genoma de la cepa Cft 03-427, los DRs son idénticos entre si, pero
presentan una diferencia nucleotidica con los DRs de los aislamientos y del resto de las cepas
con genomas completos. Las secuencias lider tienen 16 diferencias nuleotidicas entre si, y
difieren en 62 posiciones de la de los aislamientos de mamiferos (Anexo 6). Las secuencias del

lider y de los DRs fueron analizadas mediante BLASTn y ninguna de ellas dio resultados
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Tabla 10. Resultados de la evaluacidn de la presencia del cluster de genes
cas, el gen casl y el gen RAMP y de la secuenciacion de los loci CRISPR1 y
CRISPR2. +: resultado positivo. -: resultado negativo. ND: no determinado.
Aus: locus ausente.

Aislamiento Presencia Presencia Presencia Patrdn Patrén
casl genes cas RAMP CRISPR1 | CRISPR2
Cft 03-427" + + + ND ND
Cff8240' + + " A A
CffAu002 - B + G AUS
Cffuy001 - B + B AuS
Cffuy008 - - + S AuS
CffAr001 - i + F AUS
CffAr003 - i + G AUS
CffAr006 - i + M AUS
CffAr007 - i + ] AUS
CffAr012 - i + G AUS
CffAr013 - i + L AUS
CffAr016 - i + D AUS
CffAr018 - i + Q AUS
CffAr020 - i + D AUS
CffAr022 - i + G AUS
CffAr024 - i + P AUS
CffAr028 - i + B AUS
CffAr029 - i + 0 AUS
CffAr030 - i + 0 AUS
CffAr031 - i + 0 AUS
CffAr032 - - N G s
CffAr033 - j + D AuS
CffAr035 - j + D AuS
Cfv 84-112° - ; " R AuS
NCTC10354" - - T F Aus
CfvAu001 - B + E Aus
CfvUy002 - - + B AUS
CfvUy003 - - . B AUS
CfvUy004 - - + B AUS
CfvUy005 - - + B AUS
CfvUy006 - - + E AUS
CfvUy007 - - + C AUS
CfvUy009 - - + B AUS
CfvUy014 - _ + H AUS
CfvUy017 - _ + B AUS
CfvUy018 - _ + B AUS
CfvUy020 - - + B ALS
CfvAr002 - R + D ALS
CfvAr004 - R + D ALS
CfvAr008 - R + K AUS
CfvAr009 - R + | AUS
CfvAr010 - R - D AUS




Aislamiento Presencia Presencia Presencia Patrén Patron
casl genes cas RAMP CRISPR1 | CRISPR2
CfvAr021 - - + D AUS
Cfvi 03/293" - - + G AUs
CfviAu003 - - ND2 N AUS
CfviAr005 - - + D AUS
CfviAr0o11 - - + D AUS
CfviAr014 - - + D AUS
CfviAr015 - - + D AUS
CfviAr019 - - + D AUS
CfviAr020 - - + D AUS
CfviAr025 - - + D AUS
CfviAr026 - - + G AUS
CfUy022 + + n T B
Cfuy023 + + n U C
Cfuy024 + + n U C
CfUy025 + + n U C
TOTAL 57 57 56 56 5

cepas cuyo genoma totalmente secuenciado y completamente ensamblado se encuentra
en bases de datos. Todos los andlisis para estas cepas fueron realizados in silico (ver texto)
2 . .

no analizada por falta de material

Figura 18. Amplificacion del locus CRISPR1.
Electroforesis en gel de agarosa. En la parte
superior de los geles se indica la letra asignada
a cada patron (ver tabla 10). PM: control de
peso molecular.



significativos de identidad con otras secuencias en la base de datos.

El largo de los espaciadores varié entre 34 y 38 pb, siendo 36 pb el largo mds comun. En
los 53 aislamientos y los 3 genomas completos de mamiferos se encontraron un total de 37
secuencias de espaciadores (Anexo 7).

No hay secuencias espaciadoras exclusivas de los aislamientos bovinos uruguayos vy
argentinos, sino que todos los espaciadores encontrados estdn también presentes en los
CRISPRs de los genomas completos de la cepa humana Cff 82-40 y/o en las cepas bovinas Cfv
84-112 y Cfvi 03-293. Hay 7 secuencias de espaciadores que aparecen sélo en uno o ambos
patrones obtenidos de los aislamientos humanos de Uruguay, y 3 espaciadores que estan
presentes sélo en la cepa Cff 82-40. Comparando el conjunto de espaciadores de bovinos con
los encontrados en los humanos, hay 3 espaciadores exclusivos en los bovinos, y 15 que son
exclusivos de los CRISPR humanos.

Se encontraron 21 patrones (combinaciones) que difieren en la presencia y/o la posicion
de las secuencias espaciadoras (Tabla 10, Fig. 19). El valor del indice de Simpson es de 0.94
(Anexo 5). La cantidad de espaciadores presentes en cada patrén varié entre cero y 34, y el
largo de los amplicones se corresponde con esta variacion (Figs. 18 y 19). La cepa Cft 03-427
no tiene secuencias de espaciadores compartidas con las secuencias del locus CRISPR1 de los
aislamientos bovinos ni con el resto de las secuencias en ninguno de sus tres loci CRISPR. En
conjunto, los tres loci de este genoma presentan 63 secuencias espaciadoras (Anexo 7).

Los aislamientos realizados a partir de diferentes tejidos del mismo individuo hospedero
(CffAr029/CffAr030 y CfUy024/CfUy025) presentaron el mismo patrén de secuencia.

La red de haplotipos realizada con el método median-joining y el arbol filogenético
realizado con el método bayesiano presentaron agrupamientos equivalentes de los patrones
de secuencia del locus CRISPR1 (Figs. 20 y 21). La secuencia de la cepa Cft 03-427 fue excluida
del andlisis por dos razones: la diferencia en la secuencia de su DR y de su lider con respecto a
las de las cepas de mamiferos, y la total ausencia de secuencias espaciadoras compartidas con
los aislamientos y con el resto de los genomas completos.

En el arbol filogenético se observa una politomia basal que separa tres clados. Uno de
ellos corresponde al patron A, encontrado exclusivamente en la cepa Cff 82-40. El segundo
clado esta compuesto por los patrones T y U, ambos presentes solamente en los aislamientos

uruguayos de origen humano. El tercer clado esta compuesto por el resto de los patrones, que

97



Posicion o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50
Patrén Largo n

A 21 1 - - - - - - - - - - - -z210= 6 7 8 9 - - - - - - [l -
B 22 10 - - - - - - - - 20 - - - - - - 6 7 |21 22 |23) 15 - 26 - 27 - - 28 9
c 219 1 - - - - - - - - 20 - - - 6 21 - - 22 (23 15 - 27 - - 28 8
D 24 15 - - - - - - - - 20 - - - 6 7 21 - - 22 (23 15 - 26 29 27 - 28 o
E 23 2 - - - 20 - 6 7 [21 - - 22 (2315 - 26 29 27l - 28 -
F 20 2 - - - 20 - 6 7 - - - - - 26 29 27 [l - 28 o
H 17 1 - - - 20 - - - - - - - |23 15 25 [ 26 - 27 - - 28 9
| 22 1 - - - 20 - - - 16 721 - - 22 (23 15 25 [ 26 29 27 [ - 9
1 20 1 - - - 20 - - Bls 721 - - 22(23 - 25 [ 29 - - 28 8
K - B e - 25 [ 26 29 27[l] - 28 o
M 23 1 - - - - - - - - 20 - - - [5 i1 - - - - 2203315 25 9
N 21 1 - - - 20 - 6 7 [21 - - 22 (23 15 25 - - 9
o 22 3 - - - 20 - & - - 22 (23 15 25 9
P 18 1 - - - 20 - 6 - - - - - -[28 15 25 9
a 23 1 - - - 20 - - - 6 7 [ - - - 222315 25 9
R 24 1 - - - - - - 20 - - - 6 7 (21 - - [6 7 [20]22/23|15 25 9
s 0 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
T 26 1 303132 2 sl Bl - - - 31 8 - - - -
u 34 3 303132 2 35 0N 20 B 35 Exl 21 = - 21 8 9 22|23 -

56

Figura 19. Patrones de secuencia del locus CRISPR1 encontrados en los aislamientos y en los genomas completos. Cada secuencia espaciadora
esta representada por un nimero y un color (ver Anexo 7). Los espaciadores estan separados por repetidos directos (DRs), no representados en la
figura. La secuencia lider (no representada) se encuentra a la izquierda del conjunto de unidades DR-espaciador. A la izquierda se indican el
numero de aislamientos con cada patrdn vy el largo de los patrones (niUmero de unidades DR-espaciador).
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Figura 20. Arbol filogenético generado a partir de los patrones del locus CRISPR1 con el método
MCMC en el programa Mr. Bayes. Se muestra un darbol consenso. En los nodos se muestra la
proporcién de arboles que presentan el clado correspondiente. Las ramas estan coloreadas de
acuerdo al hospedero y a la subespecie o el origen geografico de los aislamientos. A. Gris:
aislamientos humanos. Rojo: Cff. Azul: Cfv. Amarillo: Cfvi. Naranja: Cff y Cfvi. Magenta: Cff y Cfv.
Marrén: Cff, Cfvi y Cfv. B. Gris: Estados unidos. Verde: Uruguay. Rojo: Argentina. Amarillo: Australia.
Naranja: Australia y Argentina. Celeste: Argentina e Inglaterra. Marrdn: Argentina y Uruguay. Verde
oscuro: Australia y Uruguay.
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Figura 21. Red de haplotipos generada a partir de los patrones del locus CRISPR1 con el método median-joining en el programa Network. El
largo de las conexiones es proporcional al nimero de cambios entre un patrén y otro. Los nodos pequefios grises corresponden a los
intermediarios hipotéticos (median vectors). El tamafio de los nodos es proporcional al nimero de aislamientos que los portan. Los
patrones que difieren en menos de cinco espaciadores fueron incluidos en un mismo nodo (el nodo D tiene ademas los patrones E, Qy F; el
nodo M incluye los patrones O, P y C). Los nodos estan coloreados de acuerdo al hospedero y a la subespecie o al origen geografico de los
aislamientos. A. Gris: aislamientos humanos. Rojo: aislamientos bovinos Cff. Azul: aislamientos bovinos Cfv. Amarillo: aislamientos bovinos
Cfvi. B. Gris: Estados unidos. Verde: Uruguay. Rojo: Argentina. Amarillo: Australia. Celeste: Inglaterra.
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aparecen soélo en los aislamientos bovinos. Dentro de este tercer clado, hay un
agrupamiento preferencial de los patrones G, L y S por un lado, y del resto de los
patrones (D, E, I, J, M, N, Q, R, By C) por otro (Fig. 20).

En la red de haplotipos se observa un nucleo central que comprende a la mayoria
de los patrones bovinos. A partir de este nlcleo se derivan tres ramas: una
correspondiente al patron A; otra que comprende a los patrones T y U, y otra que
contiene los patrones G, Ly S (Fig. 21).

En ninguno de los agrupamientos se observa una asociacién preferencial de los
patrones de CRISPR con la subespecie o biovar al que pertenece el aislamiento seguln
sus caracteristicas bioquimicas (Fig. 20A y 21A).

Los dos patrones mas abundantes (D y B) estan representados desigualmente en
los dos paises donde se analizaron mayor cantidad de aislamientos: el patréon D
aparece exclusivamente en Argentina, mientras que 9 de los 10 aislamientos que
portan el patrén B son uruguayos (Fig. 20B y 21B).

Los aislamientos provenientes de diferentes hospederos (humanos o bovinos)
presentan una marcada diferenciacidn. Si bien los aislamientos humanos uruguayos
son claramente diferentes de la cepa de origen estadounidense, los aislamientos
bovinos forman un clado aparte, mostrando que estan mas relacionados entre si (Figs.
20y 21).

El locus CRISPR2 fue amplificado y secuenciado sélo en los casos en que se
comprobd la presencia del cluster de genes cas (4 aislamientos, todos de origen
humano). La longitud del amplicdn observado en los geles de agarosa es variable, ya
gue depende de la cantidad de unidades DR-espaciador que contenga el locus en el
aislamiento analizado. La secuencia lider tiene un largo de 360 pb y no presenta
variaciones en ninguno de los aislamientos estudiados ni en los genomas completos,
excepto el de la cepa Cft 03-427. El DR mide 30 pb y es idéntico en todos los
aislamientos. Ambas secuencias son idénticas a las secuencias presentes en el locus
CRISPR1, y las copias del DR dentro del locus tampoco difieren (Anexo 6). El largo de los
espaciadores varié entre 34 y 37 pb, siendo 36 pb el largo mas comun. En los 4
aislamientos y el genoma de la cepa Cff 82-40, se encontraron un total de 30
secuencias espaciadoras (Anexo 7), contenidas en 3 patrones que difieren en la

presencia y/o la posicion de las mismas (Tabla 10, Fig. 22). La cantidad de espaciadores
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presentes en cada patron varia entre 25 y 32 (Fig. 22). De las 24 secuencias
espaciadoras presentes en el locus CRISPR2 de la cepa Cff 82-40, 22 estan también
presentes en los CRISPRs de los aislamientos uruguayos. Hay 9 secuencias de
espaciadores que aparecen sélo en uno o ambos patrones obtenidos de los
aislamientos humanos de Uruguay.

La cepa de origen reptiliano Cft 03-427 no tiene secuencias de espaciadores
compartidas con las secuencias del locus CRISPR2 en ninguno de sus tres loci CRISPR,
excepto por la secuencia 39, que corresponde al primer espaciador del tercer locus en
Cft 03-427 (Cft03427spacer0.3), y al tercer espaciador del locus 2 de la cepa Cff 82-40
(Cff8240spacer2.2, Anexo 7).

Los aislamientos realizados a partir de diferentes tejidos del mismo hospedero
(Cfuy024/CfUy025) presentaron el mismo patrén de secuencia.

El valor D para las secuencias del locus CRISPR2 es de 0.83 (Anexo 5).

La red de haplotipos realizada con el método median-joining presentd un
agrupamiento equivalente al observado con los patrones de secuencia del locus
CRISPR1, ya que los patrones B y C, presentes en los aislamientos uruguayos, tienen
una menor distancia entre si que con el aislamiento de la cepa Cff 82-40, que presenta
el patron A (Fig. 23).

Las 132 secuencias de espaciadores encontradas en total fueron analizadas

mediante BLASTh (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Quince secuencias tuvieron

un score igual o mayor a 54 en el primer hit del BLAST, y fueron analizadas con mas
detalle. Estos hits corresponden a regiones de los genomas completos de C. fetus, los
cuales fueron visualizados con el programa Artemis para identificar los posibles ORFs
anotados en las regiones que presentan identidad con los espaciadores, y mediante la
busqueda de motivos conservados en la base de datos de proteinas Pfam

(http://pfam.xfam.org/, Anexo 7). El espaciador compartido entre las cepas Cff 82-40 y

Cft 03-427 (secuencia 39) es a su vez idéntico a una regién del genoma de la cepa Cfv

84-112, la cual codifica para una proteina hipotética de funcidn desconocida.
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Posicion o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 23 24 25 26 28 29 30 31 32 33 34 35

Patron Largo
A 25

n
)l - - - fs8] - 35 Goal - BN - - a3 - S 46

B 31 1 124 125 126 - |27 35 40 41 128 42 127 43 [1297 a4 46

C 32 3 124 125 126 - | 427 35 40 41 128 42 127 43 (129 44 46

Figura 22. Patrones de secuencia del locus CRISPR2. Cada secuencia espaciadora estd representada por un nimero y un color (ver Anexo 7). Los
espaciadores estan separados por repetidos directos (DRs), no representados en la figura. La secuencia lider (no representada) se encuentra a la
izquierda del conjunto de unidades DR-espaciador. A la izquierda se indican el nimero de aislamientos con cada patrén y el largo de los patrones

(ndmero de unidades DR-espaciador).

~°B

A

Figura 23. Red de haplotipos generada a partir de los patrones del locus
CRISPR2 con el método median-joining en el programa Network. El largo de
las conexiones es proporcional al nimero de cambios entre un patrén y otro.
El tamafio de los nodos es proporcional al nimero de aislamientos que los
portan. Todos los patrones corresponden a los aislamientos humanos.
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6. Discusion

La especie C. fetus fue descrita a partir de caracteristicas fenotipicas como la
produccién de catalasa y oxidasa, las temperaturas de crecimiento y la susceptibilidad
a antibidticos (Penner 1988). La base genética subyacente a estas caracteristicas es
poco conocida, si bien los estudios genéticos realizados en la especie asumen que esta
base existe, y puede explicar en gran parte no sdlo las caracteristicas diagndsticas de la
especie, sino su variacion intraespecifica, incluyendo las diferencias en la preferencia
de nicho y hospedero, y posibles variaciones geograficas, caracteristicas que son
fundamentales por tratarse de un patégeno.

El presente trabajo de tesis estd enfocado en la busqueda y aplicacién de
marcadores genéticos que nos permitan relevar la variabilidad intraespecifica en C.
fetus, y asociarla con caracteristicas de interés evolutivo y epidemioldgico. Para ello, se
comenzé por analizar varias regiones pertenecientes al genoma core, y luego
avanzamos en el conocimiento del genoma accesorio, el cual tiene una fuerte
influencia de la transferencia horizontal de genes en su evolucién.

Para cumplir con estos objetivos, es necesario un paso previo de identificacion
de la especie y sus subespecies. En C. fetus, esta tarea no es trivial, ya que si bien no se
han encontrado mayores problemas en la identificacién del género y la especie, no
existe un método molecular de diferenciacién de Cff y Cfv que tenga una sensibilidad y
una especificidad adecuadas, debido a varios factores, entre los cuales uno de los mas
importantes es la complejidad y heterogeneidad en la determinacidn genética de la
diferenciacién bioquimica de Cff y Cfv. Por lo tanto es necesario realizar una evaluacién

de los métodos disponibles.

6.1 Identificacion fenotipica y bioquimica de los aislamientos

Los métodos fenotipicos para la identificacion de C. fetus y la diferenciacién de
Cff y Cfv son dificiles de aplicar y estandarizar. Esto se debe principalmente a que por
su caracter microaerofilico, la bacteria debe ser transportada en un medio especial que
garantice su viabilidad, y a su crecimiento lento (Alves et al. 2011, Mcmillen et al.

2006). Ademas de la laboriosidad de estos métodos, los mismos requieren de una
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rigurosa estandarizaciéon, ya que la interpretacion de los resultados puede verse
influida por factores como variaciones fenotipicas entre las cepas (McGoldrick et al.
2013, Mshelia et al. 2010, Schulze et al. 2006, Hum et al. 1997, Penner 1988, Harvey y
Greenwood 1983). Algunas cepas de Cfv son sensibles a la polimixina B, por lo cual no
pueden ser detectadas por cultivo ya que no sobreviven en el medio de transporte, y
en algunos casos el crecimiento de otras bacterias no permite que crezca C. fetus
(McGoldrick et al. 2013, Chaban et al. 2012, Schmidt et al. 2010, Vargas et al. 2003). A
pesar de estas dificultades, el estandar actual para la diferenciacién de las subespecies
Cff y Cfv son los ensayos bioquimicos de tolerancia a 1% de glicina y produccion de H,S
(OIE 2014), y son el marco de referencia para evaluar los métodos alternativos, por lo
que esta informacidon se utiliza en esta tesis como punto de partida de la
caracterizacion. Los aislamientos utilizados en esta tesis provienen de laboratorios que
son centros de referencia regionales para el diagndstico y caracterizacién fenotipica de
C. fetus con una larga trayectoria, y fueron analizados por técnicos con probada
experiencia en el area, por lo que la correcta caracterizacién de los mismos estd
garantizada de la mejor forma posible.

Las dificultades metodoldgicas han llevado a la busqueda de marcadores
genéticos asociados a los caracteres fenotipicos, con el objetivo de identificar especies
y subespecies por métodos genéticos alternativos. Los métodos moleculares tienen
varias ventajas: su mayor rapidez y sensibilidad, la reduccion del riesgo de
contaminacién del operario, la facilidad en la estandarizacion e interpretacion de
resultados, los menores cuidados requeridos en la toma y transporte de las muestras,
y las posibilidades de automatizacién. Por estos motivos, los métodos moleculares de
diagndstico basados en técnicas de PCR a tiempo final y en tiempo real se han
convertido en sustitutos de los métodos fenotipicos tradicionales en muchos
patégenos (Lin et al. 2014, Pérez-Losada et al. 2013, Chaban et al. 2012, Foley et al.
2009).
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6.2 Identificacion genética de los aislamientos

6.2.1 Identificacion del género Campylobacter

El género Campylobacter fue originalmente descrito a partir del contenido GC de
su genoma. Sus caracteristicas diagndsticas son, ademas del contenido GC, varias
caracteristicas fenotipicas (Veron y Chatelain 1973). Posteriormente, la cohesion
filogenética del género fue confirmada mediante la utilizacién de secuencias del gen
16S (On et al. 2001), prestando apoyo a la metodologia de identificacién genética
propuesta aflos antes, basada en la caracterizacidn de este gen ribosomal (Linton et al.
1996).

La utilidad de la metodologia disefiada por Linton et al. (1996) para la
identificacion del género también se ve corroborada por nuestros resultados, ya que
todos los aislamientos analizados fueron identificados positivamente como
pertenecientes al género Campylobacter. Resultados similares han sido observados en
numerosos estudios, sustentando la confiabilidad del método (e.g. Zhang et al. 2009,
Workman et al. 2005, Inglis y Kalischuk 2003). Nuestros resultados, por lo tanto, dan
apoyo a la idea de que esta unidad taxonémica tiene una importante base filogenética.
Los métodos de identificacién basados en el gen 16S tienen varias caracteristicas que
los hacen ideales como herramientas taxonémicas. Los genes ribosomales no son
propensos a sufrir procesos de THG (Makarova et al. 2001); las sustituciones en estos
genes se comportan como un reloj molecular, y las relaciones filogenéticas elaboradas
con las secuencias del 16S se corresponden con las observadas cuando se utilizan
genomas completos (Clarridge 2004). Ademds, sufren un proceso continuo de
homogeneizacion de secuencias que garantiza que las distintas copias de los genes
presentes en el genoma sean idénticas (Pei et al. 2009; Rastogi et al. 2009), y las
restricciones estructurales hacen que la presion selectiva para conservar su secuencia

sea muy fuerte, lo que le da una gran estabilidad (Pei et al. 2009).
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6.2.2 Identificacion de la especie Campylobacter fetus

Campylobacter fetus fue descrita en base a caracteristicas fenotipicas y
ecolégicas (Skirrow 2006). Su estatus taxondmico como especie fue confirmado
posteriormente en base a estudios de hibridacion ADN-ADN (Harvey y Greenwood
1983). Mas adelante, se establecié que la especie tiene una identidad filogenética en
base a estudios de secuencias parciales del gen 16S (Gorkiewicz et al. 2003). El
estandar utilizado actualmente para la identificacion molecular de la especie esta
basado en el gen cstA, que se considera parte del genoma core y un marcador robusto
para la identificacién de la especie (van der Graaf-van Bloois et al. 2013).

La identificacidon genética de la especie utilizada en esta tesis esta incluida en los
métodos Mpx-PCR A y B, y en el PCR en tiempo real, los cuales también fueron
utilizados para diferenciar Cff de Cfv. En los Mpx-PCR A y B, el marcador de especie
utilizado es el gen cstA. Para este marcador, los resultados de ambos métodos son
completamente coincidentes (Tabla 3).

Con los métodos Mpx-PCR Ay B, los aislamientos caracterizados fenotipicamente
como C. fetus fueron positivos para la identificacidn genética de la especie C. fetus en
todos los casos, excepto en el aislamiento CffAr007 (Tabla 3). La pertenencia de este
aislamiento a C. fetus fue confirmada mediante la secuenciacién de un fragmento del
gen 1685, el cual diferencia inequivocamente a las especies del género entre si y del
resto de las bacterias (Fig. 9; Gorkiewicz et al. 2003).

Los aislamientos de otras especies no presentaron amplificacidon. Este resultado
indica que el gen cstA tiene una alta especificidad como marcador de especie. Sin
embargo, la ausencia de amplificacion en el aislamiento CffAr007 y en otros
aislamientos obtenidos en Argentina (Paolicchi, com. pers.) tiene una importancia
fundamental, ya que pone de manifiesto que la sensibilidad del método es de un 98%,
aungue hasta ahora tanto la sensibilidad como la especificidad reportadas para este
marcador eran de un 100% (van der Graaf-van Bloois et al. 2013, 2014b, Schmidt et al.
2010, Schulze et al. 2006, Willoughby et al. 2005, Hum et al. 1997). Esta falta de
amplificacién podria deberse a la ausencia del gen en esta cepa, o a la presencia de
variaciones de secuencia que impidan la correcta hibridacidon de los cebadores. Para

evaluar esta posibilidad, se disefiaron nuevos cebadores que amplifican una regién
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mas grande donde esta incluido el sitio de hibridacién de los cebadores utilizados.
Estos nuevos cebadores tampoco mostraron amplificacion en el aislamiento CffAr007,
aungque si lo hicieron en el aislamiento CfvAr004, usado como control positivo de la
PCR. Este resultado podria estar indicando la ausencia del gen en este aislamiento, o
una gran divergencia de secuencia. Para comprobar esta hipdtesis, es necesario
realizar un analisis mds profundo de esta regiéon genédmica en ese aislamiento. La idea
de que la secuencia del gen cstA en los diferentes aislamientos puede tener
variaciones se ve reforzada por el hecho de que en la cepa de origen reptiliano Cft 03-
427, los cebadores tienen varias diferencias de secuencia con la region donde deberian
hibridar, lo cual explica el hecho de que los 13 aislamientos de esta subespecie
utilizados para su descripcidon fueron negativos para el método de identificacién de la
especie basado en el gen cstA (Fitzgerald et al. 2014). En los aislamientos provenientes
de mamiferos, sin embargo, no se han encontrado variaciones de secuencia en este
gen. En todos los genomas completos de aislamientos de C. fetus de origen mamifero
disponibles, la secuencia de este gen es idéntica. Dada la importancia de este gen en el
metabolismo del nitrégeno, y el reciente descubrimiento de su funcidon en las
interacciones con el hospedero en C. jejuni (Rasmussen et al. 2013), consideramos
importante continuar con la investigacion de las variaciones presentes en el mismo y
de sus posibles funciones en C. fetus.

Con el método basado en PCR en tiempo real, la identificacion de los
aislamientos como C. fetus fue positiva en todos los casos. En el aislamiento CffAr007,
el fragmento del gen 16S utilizado como marcador de especie presenta amplificacién.
Ninguno de los aislamientos de otras especies presentd amplificacion (Tabla 3). Estos
resultados indican que tanto la sensibilidad como la especificidad del método son del
100%, representando una ventaja con respecto al método basado en el gen cstA.
Ademads, las secuencias correspondientes a los cebadores y la sonda empleados en
este ensayo estdn presentes sin cambios en el gen 16S de las dos cepas de la
subespecie Cft cuyos genomas completos se encuentran en la base de datos (Fig. 9), al
contrario de lo que ocurre con los cebadores que amplifican el gen cstA. Esto afirma
gue a pesar de dar resultados negativos en la identificacidon de especie con este ultimo

método, los aislamientos de Cft pertenecen a la especie C. fetus.
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Ademas de presentar una alta sensibilidad, que permite el diagndstico a partir de
muestras de los animales infectados sin un paso de enriquecimiento previo, lo cual
disminuye la dificultad y el costo de la toma de muestras, los métodos basados en PCR
en tiempo real tienen ventajas comparativas con respecto a los basados en PCR a
tiempo final, como la reduccion del tiempo requerido para realizar el andlisis y la
mayor facilidad en su automatizacién. Tienen una especificidad muy alta, en especial
en métodos basados en sondas TagMan-MGB como es este caso, y pueden ser
adecuadamente estandarizados. Ademas, la amplificacién y deteccion del amplicén se
realiza en una sola reaccion con el tubo cerrado, lo cual minimiza el riesgo de
contaminaciéon cruzada (Chaban et al. 2012). Por lo tanto son una buena alternativa
como herramienta en la rapida deteccién del patdgeno, importante para el desarrollo
de estrategias de control, en especial en el caso de la deteccidn de la especie. El gen
16S, debido a su escasa variacion intraespecifica, se utiliza como metodologia estandar
en la definicién e identificacion de especies (Kolbert y Persing 1999, Weisburg et al.
1991).

Por estos motivos, consideramos que la metodologia de PCR en tiempo real
basada en el gen 16S es una buena opcidon para el establecimiento de un nuevo
estandar en la identificacion molecular de C. fetus, ya que este es un marcador

genético muy robusto.

6.2.3 Identificacion de las subespecies fetus y venerealis

Las subespecies Cff y Cfv se definen por caracteristicas ecoldgicas (Penner 1988).
A pesar de sus diferencias, las subespecies Cff y Cfv tienen una relacién genética muy
estrecha, lo que hace muy dificil su diferenciaciéon con métodos moleculares (Van
Gorkiewicz et al. 2010, Moolhuijzen et al. 2009, Bergen et al. 2005, On et al. 2001, Tuy
Dewhirst 2001, Hum et al. 1997, Harvey y Greenwood 1983). Todos los métodos
existentes han sido cuestionados por su sensibilidad o por su especificidad (McGoldrick
et al. 2013, van der Graaf-van Bloois et al. 2013). Otro problema con la mayoria de los
métodos moleculares desarrollados hasta el momento es que necesitan partir de
muestras enriquecidas, ademdas de requerir personal especializado (Chaban et al.

2012).
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En cuanto a la subespecie Cft, el criterio inicialmente utilizado para su definicion
es el de su marcada diferenciacién genética respecto a Cff y Cfv, por lo que su
deteccion con métodos moleculares no presenta las mismas dificultades (Fitzgerald et
al. 2014).

Se evaluaron cuatro métodos para la diferenciacién de Cff y Cfv, tres de los
cuales (Mpx-PCR A y B, y PCR en tiempo real) se utilizan para identificar
simultdneamente a la especie C. fetus.

En el Mpx-PCR A, la correspondencia entre la identificacion bacterioldgica y la
genética (proporcidn de aislamientos que dan el mismo resultado con ambas técnicas)
es de 0.66 (Tablas 3 y 4). Esta baja correspondencia se debe tanto a la existencia de
aislamientos caracterizados bioquimicamente como Cff que se comportan como Cfv
con el método molecular, como a la situacién inversa. Por lo tanto se considera que el
método disefiado por Hum et al. (1997), si bien concuerda con la identificacién
fenotipica de la especie en la amplia mayoria de los casos, no presenta una buena
correlacién con los resultados fenotipicos de la diferenciacién de Cff y Cfv.

Este método ha sido probado en muchos laboratorios, con variaciones en cuanto
a la sensibilidad y especificidad encontrada por los distintos investigadores, tanto para
aislamientos de campo, como es nuestro caso, como para cepas de referencia (van der
Graaf-van Bloois et al. 2013, 2014b, Schmidt et al. 2010, Schulze et al. 2006,
Willoughby et al. 2005, Hum et al. 1997).

Algunos autores han propuesto que la falta de especificidad de este método se
debe a que el gen parA, en el cual se basa el marcador de subespecie, esta codificado
en un plasmido que puede transferirse horizontalmente sin reflejar la diferencia entre
las subespecies (Moolhuijzen et al. 2009, Willoughby et al. 2005). Esta hipdtesis se
basa en la observacion de que el gen parA esta codificado por un plasmido en la
especie C. jejuni (Willoughby et al. 2005), pero este hecho no ha podido ser
demostrado en C. fetus, ya que no se encontré asociacion entre el perfil en la
presencia de pldsmidos de las cepas y la presencia del gen parA (Willoughby et al.
2005). De las cuatro cepas con genomas totalmente secuenciados analizados en esta
tesis, dos poseen el gen parA (Cfv 84-112 y Cfvi 03-293) y en ambas el mismo esta
ubicado en el cromosoma y no en los plasmidos que las cepas portan. Esta

observacion, sin embargo, no descarta la posibilidad de que algunas cepas porten
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copias del gen en sus plasmidos, ya que el contenido de plasmidos de las diferentes
cepas de C. fetus es variable.

Otras explicaciones para esta situacién podrian ser la presencia de mutaciones
en la secuencia donde hibridan los cebadores, o la transferencia horizontal de este
gen. Estas hipdtesis necesitan ser evaluadas a través de un analisis gendmico de los
aislamientos que presentan incongruencias en su caracterizacién, y de la posible
variacion de secuencia en el gen parA. Hasta ahora se ha encontrado una Unica
variante de secuencia del gen, que difiere de la encontrada originalmente en 8
posiciones nucleotidicas, aunque estas diferencias no podrian explicar la ausencia de
amplificacién en cepas que lo contienen, ya que se ubica en una zona diferente de la
region donde hibridan los cebadores (Chaban et al. 2012).

Actualmente, este es el método molecular recomendado por la OIE (2014) para
diferenciar Cff de Cfv, por lo cual es importante que exista una buena correlaciéon con
los resultados obtenidos con métodos fenotipicos. Dados los resultados obtenidos en
esta tesis y en estudios anteriores (van der Graaf-van Bloois et al. 2013, 2014b,
Willoughby et al. 2005) consideramos que la recomendacion de este método debe ser
revisada.

Para el Mpx-PCR B la correspondencia entre la identificacion bioquimica y la
genética para este método es de 0.83 (Tablas 3 y 4). Si bien la especificidad aun es
baja, este es un resultado mas satisfactorio que el obtenido con el método Mpx-PCR A.

El método de diferenciacion de subespecies contenido en el Mpx-PCR B esta
disefiado en base a la presencia de una isla gendmica que fue descrita como exclusiva
de la subespecie Cfv (Gorkiewicz et al. 2010). Sin embargo, esta isla de patogenicidad
también se encuentra presente en Cff con algunas modificaciones (Abril et al. 2010).
Algunos autores proponen que debido a su cardcter de elemento movil, sujeto al
proceso de THG, esta es una herramienta poco confiable a la hora de diferenciar Cff de
Cfv (van der Graaf-van Bloois et al. 2014b). Si bien no encontramos una buena
correlacién entre la determinacién bioquimica de las subespecies y la presencia de la
isla, este método tiene la ventaja de estar basado en una caracteristica que tiene
relevancia en la determinacion de caracteres fenotipicos que participan en la relacién

de las cepas con su hospedero. Este cardcter presenta un patron de variacion diferente
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al descrito originalmente, por lo que su posible implicancia en la diferenciacién de las
subespecies debe ser estudiada mas a fondo.

En el método de diferenciacion de subespecies basado en PCR en tiempo real, la
correspondencia entre la identificacidén bacterioldgica y la genética es de 0.74 (Tablas 3
y 4). A pesar de estar basados en el mismo gen, el método de Mpx-PCR B y el de PCR
en tiempo real presentan diferencias en su especificidad. Esto se debe principalmente
a la mayor sensibilidad del método de PCR en tiempo real, ya que la mayoria de las
diferencias se deben a aislamientos clasificados fenotipicamente como Cff que son
positivos para el marcador de Cfv en el ensayo de PCR en tiempo real, y negativos en el
Mpx-PCR B. El caso inverso también se da en tres aislamientos, lo cual podria
explicarse por la alta especificidad del método, en el cual una variante de secuencia
(SNP, polimorfismo de nucledtido simple) en la regién donde hibridan los cebadores o
la sonda, puede evitar la produccion de fluorescencia en el ensayo de PCR en tiempo
real.

Es de destacar que el aislamiento CffAr007, que no presenta amplificacion del
marcador de especie basado en el gen cstA, presenté amplificaciéon del marcador de
subespecie con los tres métodos. Este resultado confirma que el aislamiento CffAr007
pertenece a la especie C. fetus, ya que segun los resultados de los tres métodos
deberia ser clasificado como perteneciente a la subespecie Cfv.

El método basado en la deteccidn del elemento de insercion ISCfel se aplicé en
63 aislamientos que pertenecen a la especie C. fetus y en 7 aislamientos de otras
especies (Tabla 3). Sin embargo, en ninguno de los aislamientos se logré obtener un
resultado positivo, ya que en los casos en que hubo amplificacién, el amplicdn tuvo un
tamafio diferente al esperado (Tabla 3, Fig. 12E). La correspondencia entre la
identificacion bioquimica y la genética no fue analizada debido a la ausencia de
resultados positivos. La secuencia amplificada comparte identidad con secuencias del
elemento ISCfel, por lo que la identidad del amplicén es la esperada, a pesar de las
diferencias de tamafio con respecto al descrito originalmente (Abril et al. 2007). Esto
puede deberse a la presencia de varias copias de este elemento de insercién en los
genomas de los aislamientos. En el trabajo donde se describid el elemento, se detectd
que diferentes cepas de Cfv poseen diferente nimero de copias del elemento, y se

utilizé esto como argumento de su posible actividad. Sin embargo en ese trabajo no se
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reporta ninguna variacion en el tamafio de los amplicones con los cebadores utilizados
(Abril et al. 2007). Es probable que diferentes aislamientos puedan tener copias con
diferentes tamafios, ya que este tipo de elementos son propensos a sufrir deleciones
durante procesos de reordenamientos gendmicos (Siguier et al. 2014). Otros autores
han reportado la falta de especificidad y sensibilidad de este método, debida en parte
a que las diferentes copias del ISCfel tienen diferencias de secuencia que evitan la
hibridacién de los cebadores en algunos casos (van der Graaf-van Bloois et al. 2013,
2014b). A pesar de estas dificultades metodoldgicas, este componente del genoma de
C. fetus es interesante por la aparente variabilidad que refleja, debido probablemente
a una dindmica de de evolucién rapida, por lo que requiere ser estudiado con mayor
profundidad.

Dada la diversidad de metodologias desarrolladas para la deteccidn de la especie
y la diferenciaciéon de Cff y Cfv, Van der Graaf- van Bloois et al. (2013) realizaron un
estudio donde probaron las metodologias mas utilizadas al momento. Su conclusién
fue que ninguna de las herramientas moleculares presenta una concordancia total con
la determinacion fenotipica de Cff y Cfv. Los resultados de estos autores, por lo tanto,

corroboran lo observado en nuestro trabajo.

6.2.4 Identificacion del biovar intermedius

Los resultados de la identificacion genética del biovar intermedius basada en la
metodologia propuesta por Moolhuijzen et al. (2009) muestran que la
correspondencia entre la identificacién bacterioldgica y la genética es de 0.74 (Tabla
4). Esta baja correlacién podria deberse al hecho de que este método fue propuesto en
base a una diferencia de secuencia corroborada en una sola cepa, y posiblemente esta
variante en el gen VirB11 sea una particularidad de la cepa utilizada y de algunas otras
cepas, que no esté relacionada con su pertenencia al biovar intermedius.

En esta tesis se diseflaron y estandarizaron tres métodos para la identificacién
del biovar intermedius, que presentan una correspondencia entre la identificacién
bacterioldgica y la genética con valores que van desde 0.68 a 0.73 (Tabla 4). Se destaca
que para el amplicén correspondiente a la regidn conservada del plasmido presente en

el aislamiento CfviAr011, hubo amplificacién solamente en el control positivo.
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Si tomamos los resultados de las cuatro metodologias en conjunto, la correlacién
entre la identificacidon genética y fenotipica de Cfvi es muy baja. Este resultado puede
deberse a que los métodos fueron disefiados en base a la escasa informacion
gendmica de que se disponia en el momento. Esta informacién puede no ser suficiente
para dilucidar cudles son las caracteristicas gendmicas de Cfvi, y cual seria un método
efectivo para poder diferenciarla de Cff y Cfv. Esta hipdtesis se ve apoyada por el
hecho de que en el genoma de la cepa Cfvi 03-293 (incluyendo los tres plasmidos
presentes en dicha cepa), que fue ingresado a la base de datos con posterioridad al
disefio y aplicacion de estos cuatro métodos, no estd presente ninguna de las
secuencias utilizadas como blanco. También se deduce de los resultados que la
presencia del plasmido detectado en la cepa CfviAr011 (INTA99/541) es una
caracteristica particular de algunas cepas, y no del biovar Cfvi.

Otra explicacion posible es que Cfvi sea un conjunto heterogéneo formado por
cepas que por diferentes motivos tienen un comportamiento anémalo en las pruebas
bioquimicas de diferenciacién de subespecies, el cual puede ser debido a una escasa
estandarizacion de los métodos (Schulze et al. 2006). Esta hipdtesis se ve sustentada
por la escasa diferenciacion entre Cff y Cfv, lo cual indirectamente cuestiona la
separacion del biovar Cfvi dentro de Cfv. En estudios gendmicos recientes, se encontré
informacién que apoya esta hipdtesis, ya que en los genomas completos de varias
cepas, no se encontraron regiones especificas de Cfv o Cfvi (van der Graaf-van Bloois et
al. 2014b). Si bien se ha encontrado que el biovar Cfvi tiene variacidén geografica en su
frecuencia, siendo mas prevalente en algunas poblaciones bovinas, sobretodo de
paises africanos, no se ha logrado establecer una correlacién del mismo con las
caracteristicas clinicas de la enfermedad presente en dichos rodeos, por lo cual la
importancia epidemioldgica de Cfvi no esta del todo clara (Mai et al. 2013b, Schmidt et

al. 2010).

6.3 Andlisis de la variabilidad genética en Campylobacter fetus

En esta tesis se aplican y comparan por primera vez varias metodologias de
analisis de la variabilidad en C. fetus: MLST, anadlisis de secuencias del gen 23S y el

espaciador ribosomal, andlisis de la presencia de cuatro genes de virulencia y su
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relaciéon con el tipo sap, analisis de secuencias repetidas REP, ERIC y BOX, andlisis in
silico y experimental de variaciones gendmicas, evaluacién de la presencia del cluster

de genes cas, y secuenciacion de los loci CRISPR1 y CRISPR2.

6.3.1 MLST

El MLST es considerado el gold standard para la caracterizaciéon de la mayoria de
las especies del género Campylobacter, dada su portabilidad, su extendido uso y su
valor para la realizacién de estudios epidemioldgicos (Griekspoor et al. 2013, On 2013).
En particular en C. fetus, resultados obtenidos con el esquema de MLST llevaron a
proponer que la especie tiene una estructura poblacional clonal, y se considera a la
subespecie Cfv como un clon bovino dentro de la misma (Van Bergen et al. 2005a). En
un estudio realizado recientemente con 21 borradores de genomas completos de C.
fetus, se propuso que el MLST es un reflejo fidedigno del genoma core (van der Graaf-
van Bloois et al. 2014b).

Los cuatro STs encontrados en los aislamientos analizados en esta tesis habian
sido previamente descritos (Tabla 6; Van Bergen et al. 2005a). El valor D para los
resultados de MLST es de 0.16. Estos resultados corroboran lo observado en trabajos
previos, en los que se propone que la variacion en estos genes se acumula lentamente,
y que la técnica es mas apropiada para estudiar la evolucién de C. fetus a largo plazo
gue para realizar estudios epidemioldgicos, especialmente cuando se trata de
aislamientos de origen mamifero (On 2013, van Bergen et al. 2005a). Asimismo, no se
encuentra una relacién entre la procedencia geografica de los aislamientos y sus STs
(Van Bergen et al. 2005a), de forma similar a lo que ocurre en otras especies de
bacterias (Griekspoor et al. 2013, Sheppard et al. 2010).

La mayor diferenciacion se observa cuando se analizan aislamientos de
diferentes hospederos, como habia sido puntualizado anteriormente (Wang et al.
2013). En la reconstruccion filogenética realizada con las secuencias de los 44 STs
descritos para C. fetus, se observa que el ST-15, presente en el genoma de la cepa Cft
03-427, se ubica en un clado en el que se agrupan los aislamientos de reptiles y

aislamientos humanos (Fig. 14). Este clado se diferencia claramente del que agrupa a
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los ST 4, 5, 6 y 12, encontrados en los aislamientos humanos y bovinos, en el cual se
ubican los STs encontrados en aislamientos de diferentes mamiferos, con la excepcion
del ST-43, presente en un aislamiento de tortuga, y que se propuso que es producto de
la recombinacién (Wang et al. 2013; Fig. 14). La presencia de aislamientos humanos en
ambos clados pone de manifiesto que las cepas que infectan humanos pueden tener
diferentes origenes, y el MLST es una técnica adecuada para determinar si estas
infecciones tienen origen mamifero o reptiliano. Dos de los aislamientos humanos
analizados por Van Bergen et al. (2005) portan el ST-4, y pertenecen a la subespecie
Cfv, lo cual estaria indicando un origen bovino de la infeccidn (van der Graaf-van Bloois
et al. 2013, Van Bergen et al. 2005a). En cuanto a los aislamientos humanos uruguayos,
todos poseen el ST-4, por lo que podemos plantear la hipdtesis de que la fuente de
infeccion para estos casos podria ser bovina.

Se ha propuesto que Cfv se diferencia de Cff utilizando el esquema de MLST, ya
que los STs presentes en Cfv estan estrechamente relacionados y serian exclusivos de
bovinos, no apareciendo en ninguno de los demdas hospederos analizados (Van Bergen
et al. 2005a). Esto apoyaria la hipdtesis de que las subespecies Cff y Cfv se diferencian
a nivel genético. La presencia de 5 aislamientos bovinos con fenotipo Cff y ST-4 no es
tomada en cuenta por los autores para realizar esta proposicién. Nuestros resultados
no apoyan lo sugerido por estos autores, ya que el ST mayoritario en nuestra muestra,
el ST-4, estd presente en 9 aislamientos clasificados como pertenecientes a la
subespecie Cff, tanto por los métodos fenotipicos como por los genéticos.

Dado el conjunto de datos obtenidos tanto en esta tesis como en trabajos
anteriores (Wang et al. 2013, Van Bergen et al. 2005a) concluimos que la principal
utilidad de este método es el andlisis de la variaciéon en los aislamientos de origen
reptiliano, y la diferenciacion de éstos de los aislamientos mamiferos, lo cual reafirma
el concepto de que Cft es una entidad filogenética. Sin embargo, es una herramienta
poco adecuada para la realizacion de estudios epidemioldgicos en aislamientos

bovinos.
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6.3.2 Secuenciacion parcial del gen ribosomal 23S y de la region espaciadora interna
del tercer operdn ribosomal (ISR3) e identificacion de la presencia de secuencias

intervinientes (IVSs)

Los resultados obtenidos para los operones ribosomales revelan una gran
homogeneidad: existen dos haplotipos en el gen 23S, y cinco en el ISR3, de los cuales el
mas divergente (105 diferencias nucleotidicas) se encuentra en el genoma de la cepa
Cft 03-427 (Tabla 6, Fig. 15). El valor D para las secuencias del gen 23S es de 0.06, y
para el ISR3 es de 0.16. La IVS en el gen 23S estd presente en todos los aislamientos y
genomas completos, a excepcion de la cepa Cft 03-427. En los ISRs, no se encontré
variacién en la presencia de 1VSs (Tabla 6). El grado de conservacion de la secuencia del
gen 23S y de los ISR3 en C. fetus es muy alto, aun cuando se comparan secuencias de
aislamientos obtenidos de diferentes hospederos mamiferos (bovinos y humanos), lo
cual es evidenciado por los valores de D muy bajos.

Las secuencias utilizadas para realizar el andlisis de los aislamientos de C. fetus
en esta tesis son las dos regiones mas variables del operdn (Tazumi et al. 2009, Eyers
et al. 1994), y a pesar de la utilidad de estas secuencias para la caracterizacién en otras
especies de bacterias, incluyendo a C.jejuni y C. coli (Man et al. 2010, Meinersmann et
al. 2009, Eyers 1993), las mismas no diferencian a Cff de Cfv, ni permiten la
caracterizacidon de aislamientos de C. fetus obtenidos de mamiferos. En cambio,
cuando se comparan los aislamientos analizados y los genomas de las cepas Cff 82-40,
Cfv 84-112 y Cfvi 03-293 con la secuencia del ISR3 de la cepa reptiliana Cft 03-427, se
encuentra una gran divergencia de secuencia, por lo cual estas secuencias, asi como la
presencia de una IVS en el gen 23S, son utiles para diferenciar aislamientos de origen
mamifero de aquellos de origen reptiliano, diferenciacion importante cuando se trata
de establecer el origen de los aislamientos humanos.

En muchas especies de bacterias se han encontrado secuencias intervinientes
(IVSs) tanto en el gen 16S como en el 23S y en el ISR (Nakajima et al. 2013, Liguori et al.
2011, Man et al. 2010, Meinersmann et al. 2009, Linton et al. 1994, Jensen et al. 1993).
En el género Campylobacter se describid la presencia de IVSs en el gen 23S en varias de
sus especies, incluyendo a C. fetus (Nakajima et al. 2013, Hayashi et al. 2012, Tazumi et

al. 2009, Chan et al. 2007, Trust et al. 1994, Van Camp et al. 1993). Si bien la presencia
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de secuencias intervinientes en el gen 23S suele provocar que el ARN transcrito a partir
del mismo sea posteriormente clivado para eliminarla, este procesamiento no parece
afectar su funcionamiento, ya que las cepas que las portan tienen un crecimiento
similar al de las cepas que tienen genes 23S sin esta secuencia (Chan et al. 2007; Trust
et al. 1994). Por lo tanto, es de esperar que las cepas de C. fetus que portan IVSs no

tengan diferencias de viabilidad con respecto al resto.

6.3.3 Anadlisis de la presencia de genes de virulencia

Estudiar la evolucién de la virulencia de las cepas de un patégeno es de suma
importancia para el disefio de agentes antimicrobianos y de campaiias de control
(Allen et al. 2014, Heras et al. 2014). El analisis de los factores de virulencia presentes
en un genoma se ha vuelto muy frecuente en los ultimos afios, con el advenimiento de
la gendmica. En estos estudios se ha observado que la concentracion de factores de
virulencia en las islas gendmicas es mds alta que en el resto del genoma, por lo cual se
cree que la THG tiene un papel preponderante en la evolucidon de la patogenicidad (Ho
Sui et al. 2009).

En esta tesis se determind el tipo sap y se correlacioné con la presencia de cuatro
genes de virulencia (glf, wcbK, galE y matl, Tabla 7). El tipo AB es abundante, con una
frecuencia de 0.26. En trabajos anteriores, la frecuencia de aislamientos tipo AB fue de
entre 0.01 y 0.02 (Tu et al. 2005b, Van Bergen et al. 2005a, Tu y Dewhirst 2001, Perez-
Perez et al. 1986). Anteriormente se habia planteado que el tipo A puede estar
presente tanto en la subespecie Cff como en Cfv, y los tipos B y AB son exclusivos de
Cff (Van Bergen et al. 2005a). Sin embargo, uno de los aislamientos analizados en esta
tesis, que pertenece a Cfv tanto cuando se lo evalia con métodos fenotipicos como
moleculares, es de tipo AB. Esta podria ser una cepa que hubiera adquirido el cluster
de genes sapB por THG o recombinacion (Tu y Dewhirst 2001), luego de la separacién
de las subespecies. La presencia de secuencias de profagos que se ha constatado en la
isla sap podria estimular este tipo de procesos (van der Graaf-van Bloois et al. 2014b).

Otros autores plantearon que existe una asociacidn entre el ST y el tipo sap de
las cepas (Van Bergen et al. 2005a). Segun ese trabajo, los aislamientos con STs 4, 6 o

15 deberian pertenecer al tipo A, y los aislamientos con ST-5 al tipo B (Fig. 3A). En los
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aislamientos analizados en esta tesis para el tipo sap, los resultados coinciden con lo
esperado excepto para un aislamiento (CffAu002), que tiene el ST-5 pero pertenece al
tipo AB. Esto podria ser debido a la adquisicidn del cluster sapA mediante un evento de
THG.

En un estudio reciente de 22 borradores de genomas completos de C. fetus, se
encontrd una considerable variacion en el contenido de genes, incluyendo varios genes
de virulencia. Estas diferencias pueden estar asociadas a las diferentes presentaciones
clinicas que las cepas provocan (Wagenaar et al. 2014). En otro estudio, basado en la
comparacion del genoma completo de la cepa Cfv 84-112 con el de la cepa Cff 82-40,
se identificaron varios genes que actuan como factores de virulencia en C. fetus, y cuya
presencia es variable entre las cepas (Kienesberger et al. 2014). Estos genes estan
relacionados con el metabolismo de los LPSs. Algunos ejemplos son los genes matl1,
glf, webK 'y galE. El gen galE fue encontrado en todas las cepas analizadas. La presencia
de los otros tres genes esta asociada con el tipo sap de las cepas, con su hospedero y
con la subespecie a que pertenecen (Kienesberger et al. 2014). Todas las cepas de Cff
animales contienen matl y wcbk, y son tipo B. Las Cff humanas tienen glf y no tienen
ninguno de los otros dos genes, y son tipo A. Una cepa contiene los tres genes, y es
tipo AB. Las cepas de origen reptiliano y las Cfv, que son tipo A, tienen matl pero
carecen del resto de los genes (Kienesberger et al. 2014). A partir de sus resultados, los
autores proponen una hipdtesis sobre la evolucién de la distribucion de estos genes.
Segun este modelo, wcbk y glf serian genes especificos de cada subespecie, y habrian
sido adquiridos mas recientemente que matl y galE, que representarian componentes
ancestrales del genoma. Las cepas tipo B (todas pertenecientes a Cff) mantuvieron
matl vy galE y adquirieron wcbk. Las cepas de Cfv (todas tipo A), también mantuvieron
matl y galE sin adquirir ninguno de los otros genes. Las cepas Cff tipo A,
frecuentemente encontradas en humanos, perdieron matl y adquirieron glf. La
excepcion encontrada por los autores es una cepa Cff de tipo AB, que contiene los
genes glf y matl ademas de galE (Fig. 24A).

En la determinacién de la presencia de los genes glf, wcbK, galE y mat1 realizada

en esta tesis, las combinaciones de genes encontradas se ajustan sélo en algunos casos
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a lo esperado segun el modelo de planteado por Kienesberger et al. (2014; Tabla 7, Fig.
24A). Existen multiples excepciones, entre las que podemos destacar que la mayoria
de las cepas de la subespecie Cff aisladas de bovino, que son tipo A, tienen los genes
matl y galE y carecen de los otros dos, combinacién que habia sido planteada como
caracteristica de la subespecie Cfv. De los aislamientos pertenecientes a Cfv, la
mayoria tienen esta combinacidn. Estos resultados sugieren que esa combinacién de
genes esta mas correlacionada con el hospedero bovino que con la subespecie.
Ademas, existen aislamientos bovinos que no poseen el gen galE (Tabla 7). Tanto los
aislamientos humanos como la cepa de origen reptiliano tienen una combinacién
particular de genes, que coincide con la esperada segun el modelo planteado por
Kienesberger et al. (2014), y que no se encuentra en ninguno de los aislamientos
bovinos. Los aislamientos que pertenecen al tipo sap AB tienen varias combinaciones
diferentes de los otros tres genes, lo que estaria indicando que forman un grupo
heterogéneo. A su vez, aparecen varias combinaciones de genes que no habian sido
descritas previamente, por lo cual consideramos que la dindmica de pérdida vy
adquisicion de los mismos es mas compleja y rapida que lo planteado, hipdtesis que se
ve reforzada por el hecho de que estos genes se ubican en regiones gendmicas
sometidas a procesos de THG (Kienesberger et al. 2014).

En base a nuestros resultados, proponemos que la combinacidn de estos genes
presente en las diferentes cepas puede explicarse tomando en cuenta solamente el
hospedero, no encontrando una correlacién con la pertenencia a las subespecies Cff o
Cfvy el tipo sap de las mismas (Fig. 24B).

Se ha propuesto que estos genes participan directamente en la evasién del
sistema inmune del hospedero, colaborando con la accién de las SLPs, y que los genes
presentes en una cepa le aportan la capacidad de invadir ciertos hospederos
(Kienesberger et al. 2014). Si bien se ha demostrado que wcbK participa en la
biogénesis de los LPS y en la resistencia a los acidos (Kienesberger et al. 2014), aun no
estd claro el papel funcional que juegan el resto de estos genes, por lo que investigar
este aspecto podria ayudar a aclarar la determinacion de la especificidad de hospedero

en C. fetus.
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6.3.4 Andlisis de secuencias repetidas REP, ERIC y BOX

Los andlisis de patrones de bandas generados mediante la amplificacién con
cebadores que hibridan en secuencias repetidas dispersas han sido utilizados con éxito
para la caracterizacién en varios patégenos (Foley et al. 2009). Para algunos de ellos se
han podido desarrollar sistemas automatizados con buenos resultados, y con un poder
de discriminacién superior al de las metodologias de MLST y PFGE (Lin et al. 2014,
Pasanen et al. 2014, Bourdon et al. 2011). Sin embargo, un problema de este tipo de
técnica suele ser la reproducibilidad, que debe ser evaluada antes de establecerla
como valida para realizar la caracterizacion.

En C. fetus, los cebadores basados en las secuencias ERIC fueron utilizados con
anterioridad en un analisis epidemiolégico, permitiendo diferenciar las subespecies Cff
y Cfv, los serotipos A y B, y los aislamientos mamiferos de los reptilianos (Tu et al.
2005b). La reproducibilidad del método, sin embargo, no fue evaluada en dicho
estudio.

Los resultados del andlisis de aislamientos de C. fetus y de otras especies
realizados en esta tesis indican que esta técnica, si bien evidencia una gran variacién,
tiene una escasa reproducibilidad (Tabla 8).

La falta de reproducibilidad del método en C. fetus puede deberse a que las
amplificaciones observadas a partir de los aislamientos sean productos inespecificos
de la PCR, motivo por el cual pueden tener una variacién aleatoria en su presencia.
Esta hipdtesis se ve reforzada por la ausencia de secuencias complementarias a los

cebadores en los cuatro genomas completos analizados.

6.3.5 Analisis de genomas completos: identificacion de variaciones genomicas

La informacién gendmica es un buen punto de partida para la investigacion de
la interaccién de un determinado microorganismo con su nicho, ya que da pautas
acerca de su fisiologia y su capacidad de adaptacidon. En este sentido, la gendmica
comparativa puede aportar informaciéon valiosa ya que permite correlacionar las

caracteristicas gendmicas de las cepas con sus caracteristicas fisioldgicas, y plantear
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hipodtesis acerca de la evolucién de su patogenicidad y de su capacidad de sobrevivir en
ciertos ambientes. A su vez, permite realizar andlisis evolutivos y revelar procesos de
pérdida, adquisicién y variacién de la informacion genética (Eppinger et al. 2004).

Se ha sugerido que los genomas de C. fetus tienen un alto grado de sintenia, con
mas del 90% de secuencias compartidas, y no se reportan reordenamientos
importantes (Kienesberger et al. 2014, van der Graaf-van Bloois 2014a, 2014b, Gilbert
et al. 2013, Iraola et al. 2013, Ali et al. 2012, Stynen et al. 2011, Moolhuijzen et al.
2009). Sin embargo, en las comparaciones realizadas en esta tesis entre los genomas
completos de las cepas Cff 82-40, Cfv 84-112, Cfvi 03-293 y Cft 03-427 se observan
numerosos reordenamientos, que incluyen regiones invertidas, translocaciones e
inserciones/deleciones de diversos tamafios. En todos los genomas hay regiones
exclusivas que no comparten identidad de secuencia con ninguno de los otros
genomas analizados (Fig. 17). Esto es un indicio de que la THG es una de las fuerzas
gue rigen la evolucion en C. fetus. Anteriormente se propuso que el genoma de C. fetus
evoluciona principalmente por THG, ya que cuando se comparan las secuencias de los
genes compartidos entre las cepas, las mismas son 100% idénticas en la mayoria de los
casos, y las principales diferencias se deben a la presencia o ausencia de determinados
genes o regiones gendmicas (Kienesberger et al. 2014). Este modo de evolucién se
propuso como posible explicacidn de la diferencia de nicho de las subespecies Cff y
Cfv, ya que las diferencias gendmicas entre las subespecies se ubican en regiones que
muestran caracteristicas tipicas del ADN adquirido por THG: cambios bruscos en el
contenido GC, proximidad de genes relacionados con la movilidad como profagos y
transposasas, o de genes de ARNt (lraola et al. 2014, Kienesberger et al. 2014, Ali et al.
2012).

En esta tesis, se evalud experimentalmente la presencia de una inversién de 500
Kpb que se detectd en la comparacidn entre los genomas de las cepas Cff 82-40 y Cfv
84-112 (Fig. 17B), y se encontrd que en todos los aislamientos analizados, la region se
encuentra en la misma orientacién que en la cepa Cff 82-40. Este resultado es
indicativo de que la presencia de inversiones en C. fetus es una caracteristica
restringida a algunas cepas, y por lo tanto los reordenamientos ocurren con cierta
frecuencia. La presencia de diferentes regiones invertidas en la comparacion entre los

distintos genomas apoya esta idea.
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Las inversiones, deleciones y translocaciones son muy comunes en varias
especies de bacterias (Fischer et al. 2014, Raftis et al. 2014, Sait et al. 2014, Xie et al.
2014, Touchon et al. 2009, Liu y Sanderson 1996) y suelen estar relacionados con la
presencia de secuencias repetidas que propician la recombinacién homdéloga (Ahmed
et al. 2008, Helm et al. 2003), como genes del ARN ribosomal o elementos genéticos
moviles, los cuales estan presentes en el genoma de C. fetus en mds de una copia
(Abril et al. 2007). Existen algunos ejemplos donde se ha podido correlacionar
positivamente el contenido de ISs con la cantidad de translocaciones e inversiones
presentes en un genoma, principalmente cuando se trata de regiones pequefias que
contienen un solo gen, como ocurre en C. fetus (Mira et al. 2002). El andlisis de los
puntos de corte de las regiones invertidas, sin embargo, no reveld la presencia de este
tipo de secuencias, lo cual sugiere que los mecanismos que estimulan la presencia de
reordenamientos en C. fetus no estan dirigidos por la presencia de secuencias
repetidas. También se ha sugerido que las horquillas de replicacién pueden estar
implicadas en la generacién de reordenamientos (Mira et al. 2002, Tillier y Collins
2000). Sin embargo, en C. fetus no se encontré evidencia de este fendmeno, ya que los
reordenamientos no son simétricos con respecto al origen de replicacién, como
ocurriria en ese caso.

La isla gendmica descrita por Gorkiewicz et al. (2010) esta presente en el genoma
de la cepa Cfv 84-112 y en el de Cfvi 03-293, pero no en el de Cff 82-40 ni en el de Cft
03-427 (Fig. 17). En la evaluacién de la presencia de esa isla gendmica se encontrd que
la misma no guarda una correlacidén estrecha con la determinacién bioquimica de las
subespecies (Tabla 9). Tres casos presentaron amplificacién con ambos juegos de
cebadores, por lo que no se pudo determinar claramente la presencia o no de la isla.
Los aislamientos que presentan la isla en su genoma presentan también amplificacion
del gen VirB11, lo cual es un indicativo de que la integridad de la isla estad conservada.
En un caso, hubo una discrepancia entre los resultados con los dos juegos de
cebadores y los resultados obtenidos del Mpx-PCR B, ya que aunque se logrd
amplificar un fragmento del gen VirB11, la isla no estd presente (Tabla 9). Estos
resultados podrian deberse a la presencia de este gen en otra parte del cromosoma, o
en un plasmido que esté presente en esa cepa y no haya sido descrito. Esta hipdtesis

se ve sustentada por el posible origen plasmidico de la isla gendmica, ya que el T4SS de
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la misma guarda gran similitud con el presente en los plasmidos pCC31 de C. coliy pTet
de C. jejuni (Sprenger et al. 2012). Otra alternativa es que la isla se encuentre presente
en otra parte del genoma, posibilidad que no puede ser evaluada con la estrategia
empleada. Sin embargo, esto parece poco probable, ya que en estudios realizados con
gran cantidad de cepas, se corrobord que cuando la isla se encuentra presente, se
encuentra en todos los casos en la misma ubicacion (Gorkiewicz et al. 2010).

Los elementos extracromosémicos tienen un rol fundamental en la habilidad de
las bacterias para colonizar nuevos ambientes, particularmente cuando se encuentran
con presiones selectivas fuertes, y estan asociados con la virulencia y patogenicidad de
las bacterias. El conocimiento de los plasmidos y el potencial de conjugaciéon de una
bacteria es importante para la comprensién de fenédmenos como la evolucién de la
resistencia a antibidticos (Batchelor et al. 2004). En otras especies de epsilon
proteobacterias, se ha observado una gran variabilidad en el contenido de plasmidos,
ademas de la presencia de secuencias similares a las de algunos plasmidos que estan
integradas en el cromosoma bacteriano (Eppinger et al. 2004). En 3 de los 23
aislamientos analizados para la presencia del plasmido se logré amplificar una regién
del gen Fic4, indicativo de que el plasmido ICE_84-112 esta presente en esos
aislamientos (Tabla 9). En estudios anteriores habia sido descrito que la distribuciéon
del plasmido ICE_84-112 en las cepas de C. fetus es acotada (Kienesberger et al. 2014),
resultado que se ve corroborado por nuestras observaciones. Esto sugiere que el
plasmido no es esencial para la patogenicidad de las cepas, pero puede conferirles
ciertas ventajas en determinados ambientes donde se requiera una mayor plasticidad,
ya que puede ser el vehiculo de la transferencia horizontal de genes que sean
importantes para la adaptacion a nuevos ambientes. Los tres aislamientos que
contienen el pladsmido pertenecen a la subespecie Cff cuando se los evaltua tanto por
métodos bacteriolégicos como moleculares. Esto sugiere que la distribucién del
plasmido no es exclusiva de la subespecie Cfv como habia sido previamente planteado
(Kienesberger et al. 2014). Nuestros resultados corroboran lo observado
anteriormente, con respecto a que el contenido de plasmidos de las cepas parece ser
heterogéneo, ya que se han encontrado cepas con plasmidos diferentes y a su vez las

cepas que comparten pldsmidos no necesariamente estan relacionadas (Willoughby et
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al. 2005). Ademas, existe evidencia experimental de la transferencia de este plasmido
entre las cepas de C. fetus (Kienesberger et al. 2007, 2011).

Este conjunto de resultados pone de manifiesto la necesidad de generar mas
informacién de genomas completos para estudiar la evolucidon gendmica de la especie
y su correlacidon con las diferencias en la patogenicidad de las cepas. La plasticidad
gendmica en C. fetus puede tener una funcién en su patogenicidad, como se observa
en otras especies (Dobrindt et al. 2010, Helm et al. 2003). También existe evidencia de
que la plasticidad gendmica participa en los mecanismos de evasidon del sistema
inmune en infecciones persistentes en algunos patdgenos. Considerando que las
infecciones con C. fetus pueden ser crénicas tanto en toros como en vacas y en otros
animales, es posible que la plasticidad genémica le confiera a este patégeno una

ventaja en estas situaciones.

6.3.6 Evaluacion de la presencia del cluster de genes cas, el gen cas1 y el gen RAMP

En numerosas especies de bacterias, hay variacion entre las cepas tanto en el
numero de loci CRISPR como en la presencia de clusters de genes cas y otros genes
relacionados, como los genes RAMP (Palmer y Gilmore 2014, Sampson y Weiss 2013,
Delaney et al. 2012, Pleckaityte et al. 2012, Cady et al. 2011, van der Ploeg 2009).

En el andlisis de genomas completos de C. fetus se observd que los genomas de
las cepas Cfv 84-112 y Cfvi 03-293 contienen un solo locus CRISPR, mientras que el
genoma de la cepa Cff 82-40 tiene dos, y el de la cepa Cft 03-427 muestra tres loci. Con
respecto a los genes cas, estan ausentes de los genomas de Cfv 84-112 y Cfvi 03-293,
mientras que los genomas de Cff 82-40 y Cft 03-427 tienen un cluster de seis genes cas
gue es idéntico en ambas cepas (Fig. 17C). En cuanto al gen RAMP, estd presente en
todos los genomas de C. fetus totalmente secuenciados que se encuentran en la base
de datos, y tiene una alta conservacién de secuencia, a excepcidn de la secuencia de la
cepa Cft 03-427, que muestra una identidad de 0.87 con la secuencia del resto de las
cepas.

La presencia del cluster de genes cas y del gen casl se evalud
experimentalmente en los 53 aislamientos, y sélo se los detectd en los 4 aislamientos

provenientes de humanos (Tabla 10). Mientras que la presencia del locus CRISPR1 est3

125



muy conservada en C. fetus, existe una marcada variacién en la presencia del locus
CRISPR2 y de los genes cas. Esta variacion se ve favorecida por la presencia de
secuencias que estimulan los procesos de THG en las regiones donde se encuentran los
loci CRISPR, tanto en C. fetus como en otras especies, donde se han identificado las
llamadas islas gendmicas de defensa (Kienesberger et al. 2014, Makarova et al. 2013,
Marraffini 2013, Ali et al. 2012, Ho Sui et al. 2009). En un trabajo en que se realizé la
comparacion del genoma completo de la cepa Cfv 84-112 con el de la cepa Cff 82-40,
se encontré que Cfv 84-112 carece del locus CRISPR2 y de los genes cas. Se evalud la
presencia del gen casl mediante PCR en 102 cepas de ambas subespecies, y se
encontrd que ninguna de las cepas Cfv y sélo una parte de los aislamientos bovinos,
ovinos y humanos pertenecientes a Cff tienen este gen, que se considera
representativo de la presencia del cluster de genes cas y del locus CRISPR2
(Kienesberger et al. 2014). Por lo tanto, los resultados de estos autores corroboran lo
observado en esta tesis.

Hay una correlacién entre el hospedero del cual provienen los aislamientos y la
presencia de los distintos componentes del sistema. Se propuso que los reptiles serian
el hospedero ancestral de C. fetus, a partir del cual la especie colonizd diferentes
especies de mamiferos a lo largo de su evoluciéon (Dingle et al. 2010, Tu et al. 2005, Tu
y Dewhirst 2001). En base a la informacién disponible, planteamos la hipdtesis de que
en el estado ancestral, C. fetus poseia el cluster de genes cas y al menos tres loci
CRISPR. Esta situacién se mantiene en las cepas pertenecientes a la subespecie Cft, que
pueden ser encontradas en humanos, como es el caso de la cepa Cft 03-427, o en
reptiles, como la cepa recientemente secuenciada Pet-3 (Wang et al. 2015) que
también posee tres loci CRISPR. Las cepas que poseen el cluster de genes cas y dos loci
CRISPR se habrian originado por pérdida de uno de los loci, por dos vias alternativas: a
partir del ancestro, o a partir de un salto de hospedero de las cepas presentes en
reptiles, las cuales probablemente hayan sufrido mas cambios gendmicos, por ejemplo
mediante la adquisicion o pérdida de genes de virulencia, en ese proceso. Las cepas
especializadas en bovinos podrian haberse originado a partir de cualquiera de ellas
mediante la pérdida del cluster de genes cas, y uno o dos loci CRISPR segun el caso (Fig.

25).
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En otras especies, la variacién en el numero de loci CRISPR y en la presencia de
genes cas se ha asociado con diversas caracteristicas de las cepas, la mayoria de las
cuales estan relacionadas con la interaccién con el hospedero. En Gardnerella
vaginalis, la presencia de los genes cas esta asociada con las diferencias en el tropismo
de tejido (Pleckaityte et al. 2012). También se relacioné esta variacién con la
adquisicion de resistencia a antibidticos en E. amylovora (McGhee y Sundin 2012) y en
Enterococcus faecalis, donde las cepas que poseen sistemas CRISPR-cas funcionales
tienen una capacidad menor de adquirir genes de resistencia (Palmer y Gilmore 2014).
Los CRISPR participan en la regulacion de la expresidn de la sialyltransferasa en C.
jejuni, la cual estad asociada con la capacidad de causar el sindrome neurolégico de
Guillain-Barré (Louwen et al. 2012b). En Pseudomonas aeruginosa, los CRISPRs
participan en el proceso de formacion de biofilms (Sampson y Weiss 2013). A su vez, se
ha relacionado la presencia de un sistema CRISPR-cas funcional con la disminucién en
la presencia de secuencias mdviles como profagos y plasmidos integrados en el
genoma en Streptoccocus pyogenes, lo cual podria estar relacionado a la infectividad
de algunas cepas (Nozawa et al. 2011).

El sistema CRISPR-cas otorga a las bacterias que lo portan una ventaja selectiva
protegiéndolas de la adquisicién de segmentos de ADN que tienen un costo energético
para la célula. Por otra parte, también pueden impedir la incorporacién de islas
gendmicas o genes que le aporten ventajas selectivas, por ejemplo nuevos factores de
virulencia que le permitan colonizar nuevos tejidos, o genes de resistencia a
antibidticos. El balance entre las presiones selectivas positivas y negativas hace que los
sistemas CRISPR-cas estén en constante flujo (Jiang et al. 2013). En C. fetus, la ausencia
del sistema en las cepas especializadas en bovinos puede aportar una ventaja selectiva,
por ejemplo permitiendo la entrada de la isla genédmica que se cree en gran medida

responsable de la preferencia de hospedero en algunas cepas (Gorkiewicz et
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punteadas representan vias alternativas.
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al. 2010). Por lo tanto, la pérdida o ganancia de estos loci en C. fetus podria estar
relacionada con la adaptacion a diferentes hospederos, al igual que en otras especies
como Mycoplasma gallisepticum, donde el cambio reciente de hospedero en algunas
cepas, de pollos (Gallus gallus domesticus) a pinzones silvestres (Carpodacus
mexicanus) se asocia a la pérdida de los genes cas y de diversidad en los espaciadores
de los loci CRISPR, proceso que podria deberse a una disminucién en las presiones
selectivas por una menor presencia de fagos en el nuevo ambiente (Delaney et al.
2012).

A diferencia de lo observado en los genes cas, la presencia del gen RAMP fue
verificada en todos los aislamientos analizados (Tabla 10). Este gen esta asociado a la
funcién del sistema CRISPR-cas, y su presencia en todos los aislamientos y genomas
completos de C. fetus analizados indica que este es un caracter ancestral de la especie.
El hecho de que este gen se haya mantenido presente en el genoma, con una
conservaciéon muy alta de secuencia, sugiere que el mismo cumple una funcién en la
célula, aungque la misma podria estar asociada o no a la expresién del sistema CRISPR-
cas. Se ha propuesto que algunas de las proteinas codificadas por la familia de genes
RAMP pueden sustituir las funciones de los genes cas. Dado que la proteina RAMP
codificada por el gen presente en C. fetus es una endonucleasa similar a cas5, es
posible que en los genomas que no contienen clusters de genes cas, este gen pueda
estar sustituyendo alguna de esas funciones. Alternativamente, este gen podria
cumplir una funcién celular basica, hipdtesis que ha sido planteada también por otros
autores (Karginov y Hannon 2010), o estar implicado en procesos de THG. En muchas
bacterias los genes RAMP se encuentran en clusters que codifican para seis proteinas
que actuan juntas en el proceso de interferencia (Karginov y Hannon 2010), por lo que
otra alternativa es que el gen RAMP sea un relicto de un ancestro donde el médulo
RAMP estuviera completo y fuera funcional.

El conjunto de resultados obtenidos confirma que los sistemas CRISPR-cas tienen
una dindmica compleja de interacciones entre sus componentes con cambios rapidos

(Jiang et al. 2013), que esird en un campo de estudio de creciente importancia.
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6.3.7 Analisis de secuencias de los loci CRISPR1 y CRISPR2

Las secuencias del locus CRISPR1 tienen un alto grado de variacion, tanto en la
cantidad de espaciadores presentes en cada cepa como en sus patrones de secuencia
(Fig. 19). Las secuencias del locus CRISPR1 son las mas variables descritas hasta ahora
en el genoma de C. fetus. Este alto grado de variacidén es coherente con lo observado
en otras especies de bacterias (Barrangou y Horvath 2012, Marraffini y Sontheimer
2010).

En varios estudios anteriores (Barros et al. 2014, Timme et al. 2013, Barrangou y
Horvath 2012, Richter et al. 2012, Weinberger et al. 2012, Nozawa et al. 2011, Deveau
et al. 2008, Horvath et al. 2008, Barrangou et al. 2007) se observé que la evolucién de
los patrones de espaciadores en los loci CRISPR siguen ciertas reglas. La principal es
que la adicién de espaciadores esta polarizada: los espaciadores nuevos se agregan
siempre en el extremo proximal al lider. Ademas, puede haber deleciones intersticiales
o duplicaciones de una o mas unidades DR-espaciador. Otra caracteristica es que la
insercidon de un espaciador es un evento Unico, por lo que los espaciadores idénticos
son homoélogos. Sin embargo, existen algunas excepciones a estas reglas, como en los
loci de E. coli, donde se ha constatado la adquisicion de espaciadores en posiciones
intersticiales (Diez-Villasefior et al. 2010). En el CRISPR1 de C. fetus, estas reglas
parecen cumplirse en la mayoria de los casos. Los cinco espaciadores mas distales al
lider son los mismos en todos los patrones, aunque algunos tienen deleciones
intersticiales de uno o mds de uno de ellos (patrones J, L y P), y otros sélo contienen
dos espaciadores, o ninguno (patrones G y S respectivamente). Ademas, varios de los
patrones tienen una o mas deleciones intersticiales (por ejemplo los patrones Bo 1), o
duplicaciones de uno o mas espaciadores (por ejemplo los patrones C o R; Fig. 19). Una
excepcion a las reglas son los aislamientos humanos de origen uruguayo, que parecen
ser el producto de recombinacién entre diferentes patrones, y haber sufrido algin
proceso de reordenamiento interno, ya que comparten espaciadores tanto con el otro
aislamiento humano como con los aislamientos bovinos, pero el orden en que se
encuentran algunos espaciadores (por ejemplo el numero 2) no se puede explicar
aplicando las reglas establecidas hasta ahora (Fig. 19). Estos resultados ponen de

manifiesto que la evolucidn de los patrones de secuencia en los CRISPR puede ser mas
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compleja que lo planteado anteriormente, y es necesario analizar mas a fondo los
patrones de variacion en estos loci, especialmente en los aislamientos que provienen
de humanos. Los mecanismos moleculares de adquisicion de los espaciadores durante
la fase de adaptacidn no se conocen a fondo (Barrangou y Marraffini 2014), y dada la
diversidad funcional que presentan los sistemas CRISPR-cas, es probable que las reglas
propuestas para la evolucién de los patrones de secuencia no sean aplicables en todos
los casos. El conjunto de los resultados evidencia la gran ventaja de los métodos
basados en secuenciacidon para el relevamiento de la variacidn en estos loci, en
oposicion a métodos basados en hibridacion como el spoligotyping, ya que solamente
evaluando la presencia de un espaciador, se pierde la informacidn de posibles
procesos de recombinacion y reordenamiento.

La validez de las secuencias de CRISPR para la realizacion de analisis filogenéticos
en otras especies de bacterias se demostré en varios trabajos, comparando las
filogenias realizadas con CRISPR con las obtenidas mediante metodologias bien
establecidas. Algunos ejemplos de estas metodologias son el MLST (Fabre et al. 2012,
Hauck et al. 2012, Lopez-Sanchez et al. 2012, Touchon et al. 2011), AFLP (Schouls et al.
2003), PFGE (Liu et al. 2011), datos de SNPs de genomas completos (Delaney et al.
2012, Abadia et al. 2010, 2011) y ribotyping (Rezzonico et al. 2011). Otros autores, sin
embargo, no encontraron una buena correlacion entre las filogenias realizadas con
secuencias de CRISPR y diferentes metodologias. En S. enterica enterica, las filogenias
realizadas a partir de SNPs de genomas completos y MLST son incongruentes con las
realizadas a partir de secuencias de CRISPRs, probablemente debido a procesos de
transferencia horizontal de los loci, que pueden haber ocurrido con mucha frecuencia
(Pettengill et al. 2014, Timme et al. 2013). Estos resultados se apoyan también en las
filogenias realizadas a partir de secuencias del gen cas1, ya que la presencia del mismo
parece ser polifilética (Pettengill et al. 2014, Makarova et al. 2013). Sin embargo, este
tema sigue siendo controversial entre los autores que trabajan en el modelo, ya que en
otros estudios se ha propuesto que estas secuencias pueden ser utiles para la
caracterizacion de este patdégeno, e incluso han creado un método automatizado y
bases de datos de patrones CRISPR para la caracterizacién de algunos serovares (Fabre
et al. 2012, 2014, Shariat et al. 2013, Fricke et al. 2011). Otro ejemplo es E. coli, donde

se encontré que las secuencias de CRISPR son un marcador epidemioldgico poco
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efectivo debido a una falta de congruencia entre las filogenias del gen casl, las
secuencias de CRISPR y la filogenia de la especie (Touchon y Rocha 2010), o G.
vaginalis, donde se han logrado disefar cebadores confiables para la amplificacion de
los loci, y no todas las cepas portan loci CRISPR (Pleckaityte et al. 2012). La
correspondencia de la variacidn en los loci CRISPR con la filogenia de la especie debe
ser evaluada en cada caso, ya que estd influida por varios factores, como el momento
de la evolucidn en el que se incorpora el locus y las interacciones de la bacteria con su
ambiente.

La red de haplotipos realizada con el método median-joining y el arbol
filogenético realizado con el método bayesiano presentaron agrupamientos
equivalentes de los patrones de secuencia del locus CRISPR1 encontrados en los
aislamientos y en los genomas completos (Figs. 20y 21).

No se observa una asociacion preferencial de los patrones de CRISPR con la
determinacién bioquimica de la subespecie o biovar al que pertenece el aislamiento
(Fig. 20A y 21A). Por lo tanto, la separacion de las subespecies Cff y Cfv no parece estar
asociada a la variacion en los loci CRISPR.

Los dos patrones mas abundantes (D y B) estdn representados desigualmente en
los dos paises donde se analizaron mayor cantidad de aislamientos: el patréon D
aparece exclusivamente en Argentina, mientras que 9 de los 10 aislamientos que
portan el patrén B son uruguayos (Fig. 20B y 21B). Esto sugiere que existe una
asociacién entre el origen geografico de los aislamientos y su patrén CRISPR, por lo
cual el analisis de estas secuencias en C. fetus tendria utilidad para la realizacién de
estudios epidemioldgicos. Esta tendencia debe ser verificada mediante el andlisis de un
numero mayor de aislamientos, ya que en un estudio anterior realizado mediante
MLST se planteé que la variacion en C. fetus no estd asociada a la procedencia
geografica (Van Bergen et al. 2005a).

Los aislamientos provenientes de diferentes hospederos (humanos o bovinos)
presentan una marcada diferenciacién. Si bien los aislamientos humanos uruguayos
son claramente diferentes de la cepa de origen estadounidense, los aislamientos
bovinos forman otro clado, mostrando que estdn mas relacionados entre si. Ademas,
es de destacar el hecho de que en el genoma de la cepa Cft 03-427, un aislamiento

humano de origen reptiliano, las secuencias del DR y del lider tienen diferencias con las
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encontradas en el resto de las cepas, y ninguno de los tres loci CRISPR contenidos en
este genoma comparte espaciadores con los CRISPRs del resto de los aislamientos. Esta
marcada diferencia impide incluir a la secuencia de Cft 03-427 en los analisis
filogenéticos, y reafirma la identidad genética de la subespecie Cft (Fitzgerald et al.
2014). Esta diferenciacion en el contenido de espaciadores ha sido observado en otras
especies de patégenos, como E. amylovora o E. coli, asociados a cambios de un
hospedero a otro (McGhee y Sundin 2012, Touchon et al. 2011).

El locus CRISPR2 fue amplificado y secuenciado en todos los casos en que se
comprobd la presencia del cluster de genes cas (4 aislamientos, todos de origen
humano), y no pudo ser amplificado en aislamientos que no poseen genes cas. La red
de haplotipos realizada con el método median-joining presentd un agrupamiento
equivalente al observado con los patrones de secuencia del locus CRISPR1, ya que los
patrones presentes en los aislamientos uruguayos tienen una menor distancia entre si
gue con el aislamiento de la cepa Cff 82-40 (Fig. 23). Esto indica que en las cepas que
contienen el locus CRISPR2, el mismo aporta informacién epidemioldgica similar a la
aportada por el locus CRISPR1. Este resultado, junto con la identidad total de secuencia
del DRy el lider entre los loci, estaria indicando que el origen de ambos loci es comun,
y que la presencia de ambos es ancestral para los aislamientos de mamiferos.

La distancia entre los aislamientos de distintos origenes geograficos en el locus
CRISPR1 es superior a la observada en el locus CRISPR2. Este hecho, junto con la
ausencia del locus CRISPR2 en los aislamientos bovinos, nos lleva a proponer al locus
CRISPR1 como primera eleccién a la hora de relevar la variabilidad en C. fetus, y
considerarlo como una herramienta promisoria para la realizacion de estudios
epidemioldgicos, presentando ventajas comparativas respecto a los métodos basados
en patrones de bandas utilizados con anterioridad (PFGE y AFLP; van Bergen et al.
2006, 2005c, Duim et al. 2001, On et al. 2001, Wagenaar et al. 2001, Salama et al.
1992) ya que por estar basado en secuencias de ADN, tiene una mayor
reproducibilidad y portabilidad.

Las secuencias de CRISPR obtenidas en esta tesis fueron comparadas con las
obtenidas mediante la secuenciacién masiva del genoma completo en dos aislamientos
(CfviAr011 y CfUy022). En esta comparacion se observéd que las secuencias del locus

obtenidas por secuenciacién masiva no estaban completas en un caso, y en el otro
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presentaban sus espaciadores en un orden diferente al obtenido mediante la
secuenciacion con el método de Sanger. Esto se debe a que las secuencias obtenidas
mediante metodologias de secuenciacion masiva presentan problemas de ensamblaje
en las regiones de repetidos (Treangen y Salzberg 2012, Cahill et al. 2010), por lo que
consideramos que la utilizacién de cebadores especificos como los disefiados en esta
tesis y la secuenciacién mediante el método de Sanger son actualmente los mas
adecuados para elevar la varaicion en los loci CRISPR.

Las infecciones por C. fetus en humanos se consideran accidentales, al contrario
de lo que sucede en bovinos, los cuales son hospederos primarios de la bacteria. Las
fuentes de infecciones en humanos son multiples, y se cree que muchas de las cepas
qgue pueden infectar diversos hospederos, también son capaces de infectar humanos,
aunque la base de esta virulencia no ha sido esclarecida (Wagenaar et al. 2014). Por lo
tanto, rastrear la fuente de las infecciones es de gran importancia para la salud
publica. Los tres casos de infecciones humanas estudiados en esta tesis parecen estar
relacionados, ya que dos de ellos son idénticos en todos los marcadores analizados
(Cfuy023 y CfUy024), vy el otro (CfUy022) tiene patrones CRISPR1 y CRISPR2 muy
similares (Figs. 19 y 20), y es idéntico en el resto de los marcadores. Esta estrecha
relacion se observa claramente en las reconstrucciones filogenéticas realizadas con
ambos loci (Figs. 20, 21 y 23). Estos datos sugieren que la fuente de infeccién para
estos pacientes es comun. También existe la posibilidad de que C. fetus se haya
transmitido entre personas, aunque no se dispone de datos que confirmen si estos
pacientes estuvieron o no en contacto entre si o con la misma fuente probable de
infeccion. Las rapidas dindmicas evolutivas evidenciadas por estos datos, y la
posibilidad de que haya habido recombinacién entre cepas de diferente origen para
dar lugar a los aislamientos humanos de Uruguay, indican la necesidad de una estrecha
vigilancia epidemioldgica de este patdégeno en nuestro territorio, ya que es un
potencial problema de salud publica no sélo en animales sino también en humanos. El
gran poder de resolucién de las secuencias del locus CRISPR1 abre la posibilidad de
utilizarlo como herramienta para identificar el origen animal de las infecciones,
eventualmente hasta un determinado individuo, rodeo o region geografica acotada.

Aunque este objetivo requiere el andlisis de un mayor numero de cepas de diferentes
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origenes animales, esta posibilidad se ve reforzada por el hecho de que los
aislamientos de diferentes hospederos son claramente divergentes.

En casos anteriores se observd que los aislamientos de patdgenos realizados a
partir de diferentes tejidos de un mismo individuo afectado (por ejemplo, aislamientos
de G. vaginalis de cuello uterino o de vagina de una misma mujer) poseen diferentes
patrones de secuencia en sus CRISPRs (Pleckaityte et al. 2012). Estas diferencias
probablemente se deben a la exposicién a diferentes ADNs foraneos en los diferentes
ambientes. Ademas, en C. fetus se observé que aislamientos realizados a partir de
diferentes tejidos de un mismo individuo tenian diferencias en sus pulsotipos
(Tremblay et al. 2003). Segun nuestros resultados, en cambio, los aislamientos
realizados a partir de diferentes tejidos del mismo hospedero (CffAr029/CffAr030 y
CfUy024/CfUy025) presentaron el mismo patrén de secuencia, tanto para el Unico
locus presente en el caso de los aislamientos bovinos, como para ambos en los
aislamientos humanos. Esto podria deberse a una inactividad del sistema CRISPR-cas
en estas cepas, o a que la diferencia entre los tejidos no haya ejercido una presién
selectiva suficiente como para diferenciar las poblaciones bacterianas, o al menos no
en el tiempo transcurrido desde la infeccidn hasta la toma de la muestra.

Los resultados de BLASTn de las secuencias de espaciadores mostraron escasos
hits significativos (Anexo 7), como ocurre en otras especies de bacterias (Hargreaves et
al. 2014). Es posible que esto sea consecuencia de la escasa informacion que existe de
los bacteriéfagos y otras fuentes de ADN foraneo presentes en los tejidos que la
bacteria infecta, por lo que muchas de sus secuencias pueden no estar presentes en la
base de datos. El genoma de C. fetus contiene a su vez escasas secuencias de profagos
(Kienesberger et al. 2014), por lo cual es posible que la infeccién de la bacteria por
estos virus sea relativamente poco frecuente. La mayoria de los hits significativos
tienen identidad con ORFs de los propios genomas de C. fetus que estan en la base de
datos. Estos ORFs codifican para proteinas hipotéticas cuya funcién se desconoce,
excepto en el caso del espaciador numero 31, presente solamente en los patrones
CRISPR1 de las cepas humanas uruguayas, que tiene identidad con un ORF de un
profago. Este resultado indica que al menos en estas cepas, el sistema CRISPR-cas
podria estar actuando como mecanismo de defensa contra la infeccién por

bacteridfagos que contuvieran esta secuencia.
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Los espaciadores numero 33 y 39 tienen identidad completa con regiones del
genoma de la cepa Cfv 84-112. La presencia de estos espaciadores podria deberse a
que el sistema CRISPR-cas esté actuando en la regulacion de la expresion génica. En
algunos casos, como en C. jejuni, se ha propuesto que el sistema CRISPR-cas regula la
expresion de proteinas de superficie y permite la adhesién a las células, ayudando a la
bacteria a evadir la respuesta inmune del hospedero (Sampson y Weiss 2014).

La marcada conservacién de las secuencias del DR y el lider, junto con la gran
diversidad en las combinaciones de espaciadores en el locus CRISPR1 de los
aislamientos bovinos sugieren que el mismo tiene alguna funcién adaptativa en estas
cepas (Touchon et al. 2014, Barrangou y Horvath 2012, Horvath et al. 2008). La
funcionalidad del locus como sistema inmune, sin embargo, se ve cuestionada por la
ausencia de genes cas en estos aislamientos y en los genomas completos de
aislamientos bovinos (Kienesberger et al. 2014, van der Graaf-van Bloois 2014a),
aungue la presencia del gen RAMP podria estar indicando una sustitucion de la funcién
de estos genes por otros componentes del genoma. Dada la diversidad de genes cas
gue se han descrito, y el hecho de que genes no homodlogos entre si puedan cumplir
funciones similares en las distintas etapas del proceso (Makarova et al. 2013, Zhang et
al. 2013, Hale et al. 2012), es posible que en las cepas bovinas de C. fetus, algunas de
las proteinas del metabolismo del ADN actien en sustitucidn de las proteinas cas, e
incluso que algunos de los ORFs que codifican para proteinas hipotéticas de funcidn
desconocida tengan un rol en este proceso.

Como alternativa, el locus CRISPR1 en bovinos podria no estar activo, posibilidad
gue se ve apoyada por la existencia de un aislamiento que posee un locus CRISPR sin
espaciadores (patrdn S). Si este es el caso, la diversidad observada podria ser un relicto
de un pasado funcional, probablemente en el ancestro que si portaba los genes cas
(Fig. 25), o la consecuencia de recombinacion homdloga intralocus, estimulada por la
presencia de secuencias repetidas, que ha sido propuesta en otras bacterias donde se
observan resultados similares (Bikard y Marraffini 2013, Nozawa et al. 2011).

En los loci que son funcionales, las diferencias en los CRISPR pueden deberse a
diferencias en el contenido de fagos del ambiente, ya que la exposicion a los ADNs
fordneos es la que hace variar los patrones y dirige la adquisicién y pérdida de

espaciadores (McGhee y Sundin 2012). En C. fetus, estas diferencias podrian estar
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marcadas por los distintos hospederos y los distintos tejidos que la bacteria coloniza. El
hecho de que haya diferencias marcadas entre los CRISPR de los aislamientos de
distintos hospederos, entonces, es un argumento a favor de la posible funcionalidad
del locus.

Dado este conjunto de resultados, es posible que exista variacion en la
funcionalidad de los CRISPR en las diferentes cepas de C. fetus.

Consideramos que las secuencias de CRISPRs de C. fetus, ademas de ser una
herramienta valiosa para el analisis de la variacién en la especie, tienen caracteristica
distintiva de permitirnos observar la relacién entre caracteres genéticos e importantes

aspectos de la biologia de este patdgeno, como su preferencia de nicho y hospedero.

6.4 Consideraciones finales

Del conjunto de resultados de esta tesis, se derivan varias consideraciones acerca
de la taxonomia de C. fetus y la evolucién de su genoma.

En primer lugar, los aislamientos provenientes de diferentes hospederos
presentan una marcada diferenciacién con todas las metodologias de andlisis de
variabilidad utilizadas en esta tesis. Esto es particularmente evidente cuando se analiza
el genoma completo de la cepa Cft 03-427, un aislamiento humano de origen
reptiliano (Tu et al. 2005a, Tu y Dewhirst 2001). La distancia de esta cepa con respecto
a los aislamientos bovinos y humanos avala la propuesta de considerar a estas cepas
como una subespecie independiente de Cff y Cfv (Fitzgerald et al. 2014, Tu et al.
2005a), ya que la base genética de esta diferenciacion parece clara con los resultados
obtenidos en esta tesis, ademas de los mostrados en trabajos anteriores (Fitzgerald et
al. 2014, Patrick et al. 2013, Dingle et al. 2010). La secuencia del gen 16S de esta cepa,
sin embargo, es idéntica a la de las cepas aisladas de mamifero, lo cual confirma la
pertenencia de los aislamientos reptilianos a la especie C. fetus.

En los primeros estudios que se realizaron para analizar la variacién genética de
C. fetus, basados en MLST, se propuso que la especie es relativamente joven en
términos evolutivos y que tiene un modo de evolucién clonal, en el cual los cambios se

acumulan lentamente por transmisidn vertical de mutaciones puntuales (Van Bergen
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et al. 2005a). Segun nuestros resultados, el genoma core, representado en esta tesis
por los operones del ARN ribosomal y los siete genes contenidos en el esquema de
MLST, parece tener una acumulacién lenta de mutaciones puntuales. Sin embargo, hay
otra porcion del genoma, que representa el genoma accesorio y estd compuesta por
los CRISPR, los genes de virulencia, la isla gendmica y los pldsmidos, la cual presenta
una mayor variacion, y evoluciona mds rapidamente por THG. A esto se suma la
presencia de reordenamientos gendmicos que durante su ocurrencia estimulan estos
procesos. Esto tiene implicancias en el estudio de la patogenicidad de la especie, ya
qgue la presencia de factores de virulencia, que frecuentemente son transmitidos por
THG, tiene un grado moderado de variacidon que permite diferenciar los aislamientos
de diferentes hospederos, y podria aportar informacién valiosa acerca del desarrollo
de las diversas patologias que la bacteria causa, tanto en humanos como en animales.

En cuanto a la diferenciacién de las subespecies Cff y Cfv, la misma es
controversial y ha sido cuestionada por varios autores (van der Graaf-van Bloois et al.
2014b, Wang et al. 2013, Sprenger et al. 2012, Tu et al. 2005a, Hum et al. 1997, Penner
1988, Harvey y Greenwood 1983, Changy Ogg 1971). Sin embargo, la denominacién de
las subespecies se mantiene debido a las diferencias en su presentacidn clinica y en su
preferencia de hospedero en base a las cuales fueron definidas, que en la mayoria de
los casos se corresponden con las diferencias bioquimicas que se han utilizado para
identificarlas. Algunos autores apoyan la existencia de esta diferenciacién (Chaban et
al. 2012, Van Bergen et al. 2005a), pero si esta hipdtesis es correcta, aun no se ha
encontrado un marcador molecular que se corresponda completamente con los
maracadores bioquimicos que se utilizan para diferenciar correctamente una
subespecie de otra. La correspondencia entre las caracteristicas ecoldgicas de las cepas
y sus caracteristicas bioquimicas puede no ser total, lo cual dificulta la busqueda de
marcadores moleculares para esta asociacidn, ya que, debido a las dificultades técnicas
para evaluar de forma directa el comportamiento clinico de las cepas, se parte de la
base de la diferenciacion bioquimica para evaluar estos marcadores.

El conjunto de los resultados obtenidos en esta tesis apoyan la vision de que la
diferenciacién bioquimica de Cff y Cfv no tiene una correlacidn directa con la varaiciéon
genética dentro de la especie. Esto podria deberse a que las caracteristicas utilizadas

como marcador para diferenciarlas tienen una determinacion compleja, y por lo tanto
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su variacién puede ser heterogénea, permitiendo que cepas no relacionadas
filogenéticamente converjan en un mismo fenotipo. En particular para la tolerancia a la
glicina, se ha propuesto que la herencia de este cardcter es poligénica, y se han
encontrado mutantes espontdneos que adquieren tolerancia a diferentes
concentraciones de glicina en el medio de cultivo (Chang y Ogg 1971).

En cuanto a la subespecie Cft, el criterio inicialmente utilizado para su definicion
es el de su marcada diferenciacion genética respecto a Cff y Cfv, por lo que su
deteccion con métodos moleculares no presenta las mismas dificultades. Las
diferencias de criterio en la definicion de subespecies generan problemas en la
comprension de la taxonomia y evolucion de la especie, por lo que consideramos que
estas definiciones deben ser revisadas.

Un enfoque posible para investigar mds a fondo esta cuestiéon es analizar
genomas completos para esclarecer si las cepas que infectan distintos hospederos, y
en particular las cepas de bovinos con diferente presentacién clinica, tienen una
diferenciacién a nivel gendmico, por ejemplo en su contenido de genes de virulencia.
Si esta diferenciacidn se viera sustentada por estos estudios, los mismos serian un
buen punto de partida para el desarrollo de nuevos métodos de diferenciacién de Cff y
Cfv, ya que como habia sido puntualizado anteriormente, y se deriva también de los
resultados de esta tesis, no existe hasta el momento una metodologia eficiente para
predecir el comportamiento clinico que define las subespecies, lo cual tiene una
importancia fundamental a la hora de implementar planes de control. Esta
importancia, en el caso de los bovinos, se debe a la necesidad de diferenciar las cepas
gue se transmiten por via venérea de las que no, y aquéllas que causan sintomas de
repeticién de celos mediante la inflamacién de las mucosas (que corresponderian a la
subespecie Cfv) de las que pueden causar abortos por la colonizacién del embridon a
través de la placenta (subespecie Cff). Relacionar la variacion genética con estas
caracteristicas clinicas en base a las cuales fueron definidas las subespecies
originalmente, entonces, seria un paso importante para el control de este patdgeno en
bovinos, y aportaria informacién valiosa para la comprensién de la epidemiologia vy la

evolucion de C. fetus.
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7. Conclusiones

1. El método molecular de identificaciéon del género Campylobacter funciona
adecuadamente. La identificacion de la especie C. fetus puede realizarse
correctamente con el método de PCR en tiempo real basado en el gen 16S. Los
métodos moleculares de diferenciacion de las subespecies Cff y Cfv y para la
identificacidon de Cfvi, en cambio, presentan discrepancias con los resultados de
las pruebas bioquimicas. Esto podria deberse a que las caracteristicas
bioquimicas utilizadas tuvieran una base genética heterogénea, y por lo tanto
las subespecies y el biovar determinados de este modo no constituyan

entidades filogenéticas.

2. Los aislamientos analizados presentan una gran homogeneidad genética a nivel
del MLST y de las secuencias de los operones ribosomales. Estos resultados
indican que estas metodologias son mas apropiadas para estudiar la evolucién

de C. fetus a largo plazo que para realizar estudios epidemioldgicos.

3. La presencia de factores de virulencia tiene un grado de variacion
relativamente alto, lo cual refleja una dinamica compleja del contenido génico
de la especie, que constituye una linea de investigacién interesante para

futuros estudios.

4. Los resultados de la amplificacion de secuencias repetidas REP, ERIC y BOX
tienen una escasa reproducibilidad, por lo que esta metodologia no es

adecuada para el estudio de la variabilidad genética en C. fetus.

5. El genoma de C. fetus tienen una gran plasticidad, cuyo estudio es fundamental

para la comprensién de los mecanismos que rigen la evolucién de la especie.

6. Las secuencias del locus CRISPR1 son las mas variables del genoma, por lo que
constituyen una herramienta promisoria para avanzar en el conocimiento

epidemioldgico de C. fetus.
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7.

10.

Los aislamientos provenientes de diferentes hospederos presentan una
marcada diferenciacion con todas las metodologias de analisis de variabilidad

utilizadas en esta tesis.

La diferenciacidn bioquimica de las subespecies Cff y Cfv no se correlaciona con

las caracteristicas genéticas analizadas en esta tesis.

La divergencia genética de la cepa Cft 03-427 con respecto a los aislamientos
bovinos y humanos avala la propuesta de considerar a Cft como una subespecie
independiente de Cff y Cfv, aunque su pertenencia a la especie se ve

corroborada por las secuencias del gen 16S.

El genoma de C. fetus estd compuesto por dos fracciones que evolucionan a
diferentes ritmos. El genoma core evoluciona lentamente a través de
mutaciones puntuales, y el genoma accesorio evoluciona principalmente por

THG.
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8. Perspectivas

1.

La ausencia de una buena correlacion de los métodos moleculares de
diferenciaciéon de subespecies con los bioquimicos subraya la necesidad de
continuar con la busqueda de marcadores genéticos que discriminen
adecuadamente las subespecies. En este sentido, recientemente presentamos
un proyecto, del cual soy responsable, al Fondo Sectorial de Salud Animal (ANII)
para su financiacidn, que implica la secuenciacidn de genomas completos de
aislamientos bovinos y la utilizacion de gendmica comparativa para la
identificacion de blancos de diagndstico. Una estrategia alternativa seria
investigar la base genética de la diferenciacion fenotipica, e intentar dilucidar la
posible variacién en la presencia o en la secuencia de los genes que codifican
las vias metabdlicas relacionadas con los fenotipos que diferencian a Cff de Cfv
(tolerancia al medio con glicina y produccién de H,S). La presencia (o no) de
diferencias en estas vias metabdlicas podria ayudar a definir mejor la

justificacion de la separacion de C. fetus en las subespecies fetus y venerealis.

Dados los resultados obtenidos en esta tesis, consideramos que seria de gran
importancia ampliar el estudio de la variaciéon en el contenido de genes de
virulencia, incorporando otros factores de virulencia tales como sistemas de
dos componentes, proteinas de membrana, de la motilidad y de la resistencia a
antibidticos, adhesinas y toxinas, particularmente la CDT, la cual es importante
para la colonizacién de las células del hospedero, induciendo la detencién del
ciclo celular y posterior apoptosis. Esta informacién seria util para entender las
dinamicas evolutivas y la epidemiologia de C. fetus a nivel regional, y ayudar a
esclarecer la base genética de las preferencias de hospedero y tropismo de
tejido en C. fetus. Esto es particularmente importante en las cepas capaces de
infectar humanos, ya que las mismas tienen origen diverso y pueden provocar
una gran variedad de sintomas, colonizando distintos tejidos. Investigar ademas

la prevalencia de la isla gendmica caracteristica de Cfv en las cepas de C. fetus 'y
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su posible relacién con su origen geografico, hospedero y presentacion clinica

es de suma importancia para evaluar el grado de patogenicidad de las cepas.

Dado que se encontrd variacion en el contenido de pldsmidos de las cepas
analizadas, es importante la realizacion de un estudio mas profundo de los
perfiles plasmidicos de las cepas, que puede dar informaciéon acerca de la

variacion de la especie en el contenido de elementos extracromosdmicos.

Agregar nuevos genomas que se secuencien en el futuro préoximo a los analisis
de variaciones gendmicas realizados en esta tesis, y profundizar en ellos, puede
aportar interesantes avances en la comprension de la evolucidn de la especie.
Pensamos que los resultados de esta tesis hacen un aporte en este sentido, y
ponen en evidencia la importancia de los estudios gendmicos en C. fetus. A
través de este tipo de estudios, se podran explorar nuevas metodologias de
estudio de la variacién genética en la especie, que sean complementarios al uso

de las secuencias de CRISPRs.

Para evaluar si las relaciones filogenéticas encontradas en C. fetus mediante las
secuencias del CRISPR1 son consistentes con los datos de MLST, PFGE o AFLP, y
para comparar el poder de discriminacion de estas secuencias con el de los
métodos de PFGE o AFLP, se necesita realizar un estudio mas profundo que
abarque un mayor nimero de cepas, con un rango geografico mas amplio y que
provengan de diversos hospederos. Esto nos permitira contar con un bagaje de
informacién que nos permita rastrear la fuente de infecciones en humanos,
ademdas de aportar importante informacion epidemiolégica que serd muy

valiosa en el control de la campylobacteriosis genital bovina.

La funcionalidad del locus CRISPR1, al menos en las cepas bovinas, no esta
esclarecida. Un avance importante para el estudio de la evolucién del sistema
CRISRPR-cas en la especie seria investigar mas a fondo esta cuestidon. Estas
investigaciones pueden llevarse a cabo mediante diversos enfoques,

complementarios entre si: la realizacion de infecciones con fagos a partir de
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cultivos bacterianos y andlisis de los espaciadores antes y después de la
infeccidn; infecciones experimentales en bovinos u otros hospederos, o en
cultivos celulares, con cepas que porten tanto el sistema CRISPR-cas completo
como sélo el CRISPR1, y comparacion de los posibles cambios en el patron de
secuencias espaciadoras y secuenciacién de los ARNs de diferentes
aislamientos, que permitirian evaluar si los loci CRISPR y los genes RAMP y cas

estan siendo transcritos.
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10. Anexos

Anexo 1. Aislamiento bacteriano y realizacién de pruebas bioquimicas

Transporte de las muestras

Las muestras fueron extraidas de raspajes prepuciales de toros, mucus cérvico
vaginal de vacas o tejidos de embriones abortados. En el momento de colectar la
muestra, la misma se sembré en medio de transporte de Cary y Blair (TEM, Transport
Enrichment Medium), el cual mantiene a la bacteria en condiciones viables hasta su

llegada al laboratorio y puede ser utilizado en la primera etapa del aislamiento.

Aislamiento de Campylobacter fetus

Las muestras fueron incubadas en el medio TEM durante 5-6 dias y luego se
sembraron en medios sdélidos para aislamiento. Se utilizd el medio Skirrow con sulfato
de polimixina B (2,5 Ul/ml), trimetoprima (5 pg/ml), vancomicina (10 pg/ml) y
cicloheximida (50 pg/ml). Como medio alternativo se utiliz6 agar sangre al 5%. Las
placas se incubaron a 37°C en una atmdsfera microaerofilica con un 5-10% oxigeno, 5—

10% diéxido de carbono y 5-9% de hidrégeno.

Identificacion de Campylobacter fetus
La identificacion de C. fetus se realizd a través de la morfologia de la colonia y

de la morfologia microscépica.

Morfologia de la colonia: las colonias de C. fetus aparecen después de 2-5 dias en los
medios de cultivo. Estas miden 1-3 mm de didmetro, son ligeramente grisdceas-

rojizas, redondas, convexas, lisas, brillantes y con borde regular.

Morfologia microscépica: C. fetsu es una bacteria mévil, aunque esta propiedad puede
desaparecer después de subcultivos. Tiene forma de bacilo curvado fino, de 0,3-0,4
um de ancho y 0,5— 8,0 um de largo. Se observan simultdneamente formas cortas (en
forma de coma), medias (en forma de S) y largas (helicoidales - espirales). En cultivos

de muchos dias se pueden observar formas cocoides.
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Identificacion bioquimica de las subespecies fetus y venerealis

Se realizaron pruebas bioquimicas de crecimiento en presencia de glicina (Cff
positiva, Cfv y Cfvi negativas) y produccién de sulfuro de hidrégeno (H,S) (Cff y Cfvi

positivas, Cfv negativa).

Crecimiento en presencia de 1% de glicina: se inoculé una suspension de bacterias
(McFarland N2 1) en medio de cultivo con 1%, 1.3% y 1.9% de glicina y sin glicina. La
incubacidn se realizé bajo condiciones atmosféricas de microaerofilia a 37°C durante 3-

5 dias.

Produccion de H,S: se inoculd una suspensiéon de bacterias (McFarland N2 1) en tubos
inclinados con medio sélido triple azucar-hierro (medio TSI). La incubacidn se realizé
en condiciones atmosféricas de microaerofilia a 37°C durante 3-5 dias. El cambio de

color del rojo al negro indica la produccién de H,S.
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Anexo 2. Protocolos de extraccion de ADN

Método con kit comercial (QlIAamp® DNA Mini kit)

Las extracciones de ADN con este método fueron hechas a partir de 500 pL de

cultivos resupendidos en PBS 1x.

Se utilizd el siguiente protocolo:

1. El material se centrifuga durante 10 min a 7500 rpm.

2. Se abren los tubos en zona estéril y se retira el sobrenadante. Se agregan 180 pL de
Buffer ATL (buffer de lisis) y 20 L de proteinasa K. A partir de este paso el protocolo se
continda fuera de zona estéril.

3. Se vortexea el tubo y se coloca en bafio a 56° C durante 1 hora, agitando cada 15
minutos.

4. Se agregan 200 uL de Buffer AL. Se vortexea el tubo y se coloca en bafio a 70° C
durante 10 minutos.

5. Se agregan 200 pL de etanol absoluto, se vortexea y se transfiere la mezcla a una
columna con un tubo de colecta.

6. Se centrifuga a 8000 rpm durante un minuto. Se descarta el tubo con el filtrado y se
transfiere la columna a un tubo limpio.

7. Se agregan 500 plL de Buffer AW1 y se centrifuga a 8000 rpm durante un minuto. Se
descarta el tubo con el filtrado y se transfiere la columna a un tubo limpio.

8. Se agregan 500 pL de Buffer AW2 y se centrifuga a 8000 rpm durante un minuto. Se
descarta el tubo con el filtrado, se transfiere la columna a un tubo limpio y se
centrifuga a 13000 rpm durante un minuto. Se descarta el tubo con el filtrado y se
transfiere la columna a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL.

9. Se agregan 200 pL de agua desionizada y libre de nucleasas y se incuba a temperatura
ambiente durante 3 minutos. Se centrifuga a 8000 rpm durante un minuto para eluir la
muestra.

10. Se repite el paso 10 en un nuevo tubo.
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Método de fenol- cloroformo

Las extracciones de ADN con este método fueron hechas a partir de 500 uL de

cultivos resupendidos en medio skirrow-sangre con glicerina, suero equino y

antibioticos (mezcla utilizada para el congelado de las cepas). Se utilizd el siguiente

protocolo:

1. El material se centrifuga durante 10 min a 7500 rpm.

2. Se abren los tubos en zona estéril y se retira el sobrenadante. Se colocan 340 pL de buffer de
lisis (100 mM EDTA pH 8.0, 10 mM Tris.HCl pH 8.0, 100 mM NaCl), 40 pL de SDS 10% en buffer
TE pH 8,0 y 20 uL de proteinasa K (Sigma), a una concentracién de 20 mg/mL. A partir de este
paso el protocolo se continua fuera de zona estéril.

3. Sevortexea el tubo y se coloca en bafio a 55° C durante 1 hora, agitando cada 15 minutos.

4. Se agregan 400 pl de fenol, se mezcla y se centrifuga 5 minutos a 13000 rpm.

5. Serecupera la fase superior y se transfiere a un nuevo tubo.

6. Se agregan 200 uL de fenol y 200 pL de cloroformo: alcohol isoamilico (proporcién 24:1). Se
mezcla y se centrifuga 5 minutos a 13000 rpm

7. Serecupera la fase superior y se transfiere a un nuevo tubo.

8. Se agregan 400 pL de cloroformo: alcohol isoamilico. Se mezcla y se centrifuga 5 minutos a
13000 rpm

9. Serecupera la fase superior y se transfiere a un nuevo tubo.

10. Se agregan 0.1 volimenes de acetato de amonio 4M y 2.5 volimenes de etanol absoluto frio (-
20°C), mezclando suavemente con pipeta.

11. Se mantiene precipita a -20°C al menos dos horas (generalmente toda la noche)

12. Se centrifuga 15 minutos a 13000 rpm y a una temperatura de 4°C, y se descarta el
sobrenadante.

13. Se agregan 400 L de etanol 70% frio y se centrifuga 15 minutos a 13000 rpm a 4°C.

14. Se descarta el sobrenadante y se dejan secar los tubos temperatura ambiente durante 2 a 3 hs

15. Se resuspende la muestra en 30 pL de agua desionizada y libre de nucleasas.
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Anexo3. Cebadores, sondas, ciclados y condiciones de reaccién de PCR a tiempo final y real; purificacion de productos de PCR

Tabla Al. Secuencias de los cebadores utilizados, su temperatura de hibridacidon y las condiciones de PCR para cada locus.

Cebador Secuencia (5°-3) Locus Tc?m!)era.t,uraode COI’IdICIO.n ,esz Ciclado® Referencia
hibridacién (°C) de reaccion
CA12F GGATGACACTTTTCGGAGC 16S 50 A 1 Linton et al. 1996
C1288R CATTGTAGCACGTGTGTC 16S 50 A 1 Linton et al. 1996
MG3F GGTAGCCGCAGCTGCTAAG CStA 53 D 1 Hum et al. 1997
MG4R TAGCTACAATAACGACAACT CStA 53 D 1 Hum et al. 1997
VenSF CTTAGCAGTTTGCGATATTGCCATT parA 49 D 1 Hum et al. 1997
VenSR GCTTTTGAGATAACAATAAGAGCTT parA 49 D 1 Hum et al. 1997
nC1165g4F AGGACACAAATGGTAACTGG VirB11 53 D 1 Moolhuijzen et al. 2009
nC1165g4R GATTGTATAGCGGACTTTGC VirB11 53 D 1 Moolhuijzen et al. 2009
16SFw CCTTACCTGGGCTTGAT 16S 54 F 4 No publicado
16SRv GCACCTGTCTCAACTTTC 16S 54 F 4 No publicado
16SP VIC-ATCTCTAAGAGATTAGTTG-MGB/NFQ 16S 54 F 4 No publicado
VIRb11/14P FAM/TTCAAGCGG/ZEN/ACACAACGGCTCAAT/3IABKFQ VirB11 50 F 4 No publicado
VIRb11/14Fw GGCGGAGAGACTTACGATTT VirB11 50 F 4 No publicado
VIRb11/14Rv CGATCAATGGCGGACTTTAC VirB11 50 F 4 No publicado
CVEN-L ATTAGTATTTGCAATATGTGAA ISCfel 48 C 1 Abril et al. 2007
CVEN-R2 AATTGATATTAAATTTGATTGA ISCfel 48 C 1 Abril et al. 2007
C1023G3F ATATCAATGGAGTCTGGCAC VirB11 51.5 C 1 Moolhuijzen et al. 2009
C1023G3R AATGTTGTCTTACCACTGCC VirB11 51.5 C 1 Moolhuijzen et al. 2009
Cfvile2F GAGCAAGAATAAACTCTGATG ATPasa AAA 47 C 1 Esta tesis
Cfvile2R CTTTTTCATCTATGCTATGCC ATPasa AAA 47 C 1 Esta tesis
CfvirulF2 CTTGAAAATGGTTTCGAGCATAG VapD 46 C 1 Esta tesis
CfvirulR1 CTTTAGCACATAAGTCTTGTATAG VapD 46 C 1 Esta tesis
plasmiF GAAGATGTTTCTATAATCTGCGAAG ORF0023° 47 C 1 Esta tesis
plasmiR GTAGCTCTGTTATTATCAATGCTC ORF0023° 47 C 1 Esta tesis
aspAlF CCTATGACTTTAGGTCAAGAG aspA (MLST) 50 A 1 Van Bergen et al. 2005a
aspA2F TGTAGCTAGAGTACGGCAAG aspA (MLST) 50 A 1 Van Bergen et al. 2005a
ginA1F GATGGTAGTTCTATAGACGC glnA (MLST) 50 A 1 Van Bergen et al. 2005a
gInA2F CTTCCGTTATCTCCATAAAGC glnA (MLST) 50 A 1 Van Bergen et al. 2005a
gltA1lF CGATATAGCGTGGCTAGCTG gltA (MLST) 50 A 1 Van Bergen et al. 2005a
gltA2F AGCGTGAGTAGATCCTACG gltA (MLST) 50 A 1 Van Bergen et al. 2005a
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Cebador Secuencia (5°-3) Locus Tt?m!)era.t,uraode COhdICIOE’\ ’es4 Ciclado® Referencia
hibridacién (°C) de reaccion
glyAlF GATAAAATACTTGGTATGGATC glyA (MLST) 50 A 1 Van Bergen et al. 2005a
glyA2F CCCTCTGTTTATTAAGACTTC glyA (MLST) 50 A 1 Van Bergen et al. 2005a
pgmA1F AGAGTTGTTTTGGACGTTGC pgm (MLST) 50 A 1 Van Bergen et al. 2005a
pgmMA2F GTAGCTCATCAAGAGGTCTC pgm (MLST) 50 A 1 Van Bergen et al. 2005a
tktA1F GAGATAGATTGGTATTTAGCGG tkt (MLST) 50 A 1 Van Bergen et al. 2005a
tktA2F GTGACTACCTTCTAAATCTCC tkt (MLST) 50 A 1 Van Bergen et al. 2005a
uncA1F AAGAGTACGGTGCTATGGAC uncA (MLST) 50 A 1 Van Bergen et al. 2005a
uncA2F CTCTCATCAAGATCGCTTGC uncA (MLST) 50 A 1 Van Bergen et al. 2005a
23SF GCAAGTGGTAGGAGAGCGTTC 23S 53.5 A 1 Esta tesis
23SR CTTACGTGTTAGCAGAGTGCTGTG 23S 53.5 A 1 Esta tesis
23SIVSF GTGGAAAACGATGTGGAGTTACTG 23S (IVS) 55 A 1 Esta tesis
23SIVSR GCATACCCCTTTCGGACTTTG 235 (IVS) 55 A 1 Esta tesis
ISRF GAGGTCACAAGTTCAAGTC ISR3 48.5 A 1 Esta tesis
ISRR CGTTAGCTCCGCATTG ISR3 48.5 A 1 Esta tesis
SAF01 ATGTTAAACAAAACAGATGT sapA 45 C 1 Tu et al. 2001
SARO1 ATCAAGATCACTAGCACTA sapA 45 C 1 Tu et al. 2001
SBFO1 TTCAGAGCTATTTATAGTTC sapB 45 C 1 Tu et al. 2001
SBRO1 TCAACACTACTACTATTACTA sapB 45 C 1 Tu et al. 2001
glf screen_f AACCTGGAGATTATTTTAGCG glf 47 C 1 Kienesberger et al. 2014
glf_screen_r ATTTATATTCTCCAAGTCTACC glf 47 C 1 Kienesberger et al. 2014
wcbK_screen_f GCACAAAGCTTTGTAGGTATAAGC wcbK 50 C 1 Kienesberger et al. 2014
wcbK_screen_r CTATAAGCAAATCAACTTCAGCC wcbK 50 C 1 Kienesberger et al. 2014
matl_screen_f ATTATCCTAACAAAGATGTAAGG matl 47 C 1 Kienesberger et al. 2014
matl_screen_r TAATTTTCTAATGACTTTTGCCG matl 47 C 1 Kienesberger et al. 2014
galE_BamHI_fwd TAAGGATCCATGAATATCTTGATAACCGGA galE 56 C 1 Kienesberger et al. 2014
galE_Pstl_rev AATCTGCAGTAGCTATTTTAGTTTCTTCTCC galE 56 C 1 Kienesberger et al. 2014
REP1R INICGICGICATCIGGC Secuencias REP 40 A 1 Versalovic et al. 1991
REP2I ICGICTTATCIGGCCTAC Secuencias REP 40 A 1 Versalovic et al. 1991
ERIC1IR ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC Secuencias ERIC 40 A 1 Versalovic et al. 1991
ERIC2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG Secuencias ERIC 40 A 1 Versalovic et al. 1991
BOXA1R CTACCGCAAGGCGACGCTGACG Secuencias BOX 40 A 1 Versalovic et al. 1991
INV84112F1 CTACTGAAGCTACGGTTAGTGAG Inv Cff 8240/ Cfv84112 53 C 1 Esta tesis
INV84112R1 GAGCTTTCACAACTTCATAGTAGTC Inv Cff 8240/ Cfv84112 53 C 1 Esta tesis
INV84112R4 GACAGACTAGCACCGTTTTTAC Inv Cff 8240/ Cfv84112 53 C 1 Esta tesis
Fic4_Kpnl_F TAAGGTACCCGAATATTTTATAATGTTTCAAGAG Fic4 53 C 1 Kienesberger et al. 2014
Fic4_Sall_R TAAGTCGACTTATCTGTTATGCTCCAAATT Fic4 53 C 1 Kienesberger et al. 2014
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Cebador Secuencia (5°-3) Locus Tt?m!)era.t,uraode Condlao.n ,esz Ciclado® Referencia
hibridacién (°C) de reaccion
Inter2 CGAACCTAATTTATCTATAATAGG Isla gendmica de Cfv 45 C 1 Gorkiewicz et al. 2010
Interl CATAAATGCCGTAGTTCCGG Isla gendmica de Cfv 45 C 1 Gorkiewicz et al. 2010
IslaR1 GTATTGTATAACAAATATCTTCAAG Isla gendmica de Cfv 45 C 1 Esta tesis
casl_probe_F AATTATATCACAAGTAGAAGC casi 45 C 1 Kienesberger et al. 2014
casl_probe_R TAAGACTAAATCTAGCATCG casi 45 C 1 Kienesberger et al. 2014
caslongR1 CAAAATCAAGACCGCCTATACTTATCTCATCTACGTCATC cluster cas® 58 E 3 Esta tesis
casla5F1 GAAAATGAGTTTGCAATGTTTATAGAAACCGACTCAG cluster cas® 58 E 3 Esta tesis
RAMPF1 GCATGTAGCACACGTAACGCTAG RAMP 57 C 1 Esta tesis
RAMPR1 GCTAATTTGCAAGTAGCCAACGC RAMP 57 C 1 Esta tesis
CRISPF6 CTGCATTAAGCTTTTTCCAACC CRISPR1 52 B 2 Esta tesis
CRISPR9 CACTTAGTACGCCTTTAAACTTCTC CRISPR1 52 B 2 Esta tesis
CRISPR2longF GAAAAGATGACGTAGATGAGATAAGTATAGGCGGTCTTG CRISPR2 60 E 3 Esta tesis
CRISPR2longR3 GAATTTATAACCGTTTGATAATACTTCAAAGTCGCAGATC CRISPR2 60 E 3 Esta tesis
CRISPF1 CCAACTCAATTTTAATGTTAG CRISPR1 43 B 2 Esta tesis
CRISPF4 GTTAGCAATCTCATTTCCGTC CRISPR1 - secuenciacion | secuenciacion Esta tesis
CRISPR4 GTTAAGTTGGATTGTTTCAACAC CRISPR1 - secuenciacion | secuenciacion Esta tesis
CRISPF5 CTTAGATGATGAGTTTATTATAGTTTGC CRISPR1 - secuenciacion | secuenciacion Esta tesis
CRISPF3 GATGATGAGTTTATTATAGTTTGC CRISPR1 - secuenciacion | Secuenciacion Esta tesis
CRISPR2 GCTACAGGCAATTTTGT CRISPR2 - secuenciacion | Secuenciacion Esta tesis
Spacer 1.2F GCAGAAACTAAAAAGCCATATC CRISPR2 - secuenciacion | Secuenciacion Esta tesis
CRISPR7 GTTATTTCAGATAGCCGTTTATCTG CRISPR2 - secuenciacion | Secuenciacion Esta tesis
Spacer4.2F GACTTTGAAGATAGCAATCATAG CRISPR2 - secuenciacion | Secuenciacion Esta tesis
Spacer22.2R GATTCCATTTTGCGCGAG CRISPR2 - secuenciacion | Secuenciacion Esta tesis
ver Tabla A3.
ver Tabla A2.

se indica el ORF del plasmido pTet de C. jejuni, con el cual hibridarian los cebadores.

ver figura 4.
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Tabla A2. Condiciones de reaccidn. Se presentan las concentraciones de reactivos para las diferentes
condiciones de reaccion utilizadas. Cp. concentracion de la solucidn stock. Cs: concentracidon en el mix de

PCR
Protocolo A (Taq polimerasa SBS Genetech) Protocolo B (Dream Taq polimerasa Thermo)
Reactivo Co C V(,L/tubo) Reactivos Co Cs Vo (,L/tubo)
Agua - - c.s.p. 20 pL Agua - - c.s.p. 20 pL
PCR buffer 10x 1x 2 PCR buffer 10x 1x 2
dNTPs 2,5mMc/u 0,0625 mM 0.5 dNTPs 2,5mMc/u 0,125 mM 1
Cebador F 10 um 0,5 uM 1 BSA 8 mg/mL 0,4 mg/mL 1
Cebador R 10 um 0,5 uM 1 Cebador F 10 uMm 0,5 uM 1
Taq 5U/uL 1U 0,2 Cebador R 10 uM 0,5 uM 1
ADN Variable 1-2 ng/uL Variable Taq 5U/uL 1U 0,2
ADN Variable 1-2 ng/uL Variable
Protocolo C (Recombinant Taq polimerasa Thermo) Protocolo D (Recombinant Taq polimerasa Thermo, Mpx-PCR)
Reactivo Co C Vo (,L/tubo) Reactivos Co Cs Vo (,L/tubo)
Agua - - c.s.p. 20 pL Agua -- -- c.s.p. 20 pL
PCR buffer 10x 1x 2 PCR buffer 10x 1x
dNTPs 2,5mMc/u 0,0625 mM 0.5 dNTPs 2,5mMc/u 0,125 mM 1
MgCl, 25 mM 2,5 mM 2 BSA 8 mg/mL 0,4 mg/mL 1
BSA 8 mg/mL 0,4 mg/mL 1 Cebador F* 10 uM 0,65 pM 1,3
Cebador F 10 um 0,5 uM 1 Cebador R* 10 uMm 0,65 uM 1,3
Cebador R 10 uM 0,5 uM 1 Cebador F 10 uM 0,35 uM 0,7
Taq 5 U/uL 1,5U 0,3 Cebador R® 10 uM 0,35 uM 0,7
ADN Variable 1-2 ng/uL Variable Taq 5U/uL 1,5U 0,3
ADN Variable 1-2 ng/uL Variable
Protocolo E (Long PCR enzime mix Thermo) Protocolo F (PCR en tiempo real, Master mix Bioron)
Reactivos Co C Vo (,L/tubo) Reactivos Co Cs Vo (,L/tubo)
Agua -- -- c.s.p. 20 pL Agua -- -- c.s.p. 25 uL
PCR buffer 10x 1x 2 Master mix 2X 1x 12,5
dNTPs 2,5mM c/u 0,4 mM 3.2 MgCl, 25mM 2 mM 2
Cebador F 10 um 0,6 UM 1,2 Cebador F 10 uM 0,3 uM 0,75
Cebador R 10 uM 0,6 uM 1,2 Cebador R 10 uM 0,3 uM 0,75
enzime mix 5U/uL 1,25U 0,25 Sonda 5uM 0,1 uM 0,5
ADN Variable 1-2 ng/uL Variable ADN Variable 1-2 ng/uL 1

1 . . s ~
cebadores correspondientes al amplicon de mayor tamafio.

2 . . g ~
cebadores correspondientes al amplicon de menor tamafio.
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Tabla A3. Ciclados utilizados. La temperatura de hibridacién para cada
juego de cebadores se especifica en la tabla Al. El tiempo de extensidn

varia segun el tamafio del amplicén (30 segundos cada 500 pb).

Proceso Temperatura Tiempo
Protocolo 1
Desnaturalizacion inicial 95°C 5 min
Desnaturalizacion 95°C 30 seg
Hibridacion - 30 seg 30 ciclos
Extension 72°C 30 seg- 1 min 30 seg
Extension final 72°C 5 min
Protocolo 2
Desnaturalizacion inicial 95°C 5 min
Desnaturalizacion 95 °C 30 seg
Hibridacion -- 1 min 40 ciclos
Extension 72°C 2 min 30 seg
Extension final 72°C 10 min
Protocolo 3
Desnaturalizacidn inicial 95°C 3 min
Desnaturalizacion 95°C 1 min
Hibridacion - 2 min 10 ciclos
Extension 68°C 4 min
Desnaturalizacidn 95°C 1 min
Hibridacion -- 2 min 20 ciclos
Extension 68°C 4 min 40 seg
Extension final 68°C 10 min
Protocolo 4
Desnaturalizacidn inicial 95°C 5 min
Desnaturalizacion 95°C 30 seg
Hibridacion - 30 seg 40 ciclos
Extension 60°C 30 seg
Extensidn final 60°C 5 min
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Purificacion de productos de PCR
Purificacion directa

Las purificaciones directas de productos de PCR se realizaron con el kit ISOLATE
PCR and Gel kit (Bioline). Se utilizé el siguiente protocolo:

1. Secolocan 500 pL de Binding buffer A en una columna con un tubo de colecta y se agrega
el producto de PCR, mezclando con pipeta

2. Secentrifuga dos minutos a 10000 g

3. Sedescarta el tubo de colecta con el liquido y se coloca la columna en un tubo de
microcentrifuga de 1.5 mL

4. Seagregan 20 ulL de Elution Buffer a la columna, se incuba tres minutos a temperatura
ambiente, y se centrifuga a 6000 g durante un minuto.

5. Se descarta la columnay el producto se guarda a -20°C hasta el momento de su utilizacion.

Purificacion a partir de geles de agarosa

Las purificaciones a partir de bandas en los geles de agarosa se realizaron con el kit
illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification kit (General Electric). Se utilizo el
siguiente protocolo:

1. Mediante observacién del gel de agarosa 1% tefiido con bromuro de etidio, se identifica la
banda a extraer y se corta con una hoja de bisturi.

2. Se pesa la banda extraida y se agregan 10 uL de Capture buffer type 3 por cada 10 mg de
agarosa.

3. Se mezcla por inversidn y se incuba a 60°C en bafio seco hasta que la agarosa esté totalmente
disuelta (10-30 minutos).

4. Se coloca la mezcla anterior en una columna con un tubo de colecta, se incuba tres minutos a
temperatura ambiente, y se centrifuga a 16000 g durante 30 segundos.

5. Se descarta el liquido, se colocan 500uL de Wash buffer typel en la columna y se centrifuga a
16000 g durante 30 segundos.

6. Se descarta el liquido, se coloca la columna en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mLy se
agregan 20 pL de agua desionizada y libre de nucleasas. Se incuba tres minutos a temperatura
ambiente, y se centrifuga a 16000 g durante un minuto.

7. Se descarta la columna y el producto se guarda a -20°C hasta el momento de su utilizacion.
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Anexo 4. Protocolos utilizados para la clonacién de productos de PCR

Ligacion de productos de PCR

Todos los productos de PCR fueron purificados directamente o mediante
extraccion de banda previo a la ligacién (Anexo 3).

La ligacidn se realizé con el kit CloneJet PCR cloning kit (Thermo Scientifics), que
contiene el vector de clonacion de extremos romos Pjet1.2/Blunt. Ya que los productos
de PCR obtenidos con las polimerasas utilizadas (Anexo 3) contienen Adeninas en sus
extremos 3°, se requiere un paso previo de “blunting” que elimine estos extremos,
para generar los extremos romos requeridos por el vector, que se realiza con una

enzima contenida en el kit de clonacidn.

Se utilizo el siguiente protocolo:

1. Se prepara la reaccién de blunting en hielo, con un volumen final de 18pL:
e 10 plL de Reaction Buffer 2X
e 150 ng de producto de PCR purificado (volumen variable)
e 1L de DNA Blunting Enzyme
e Agua desionizaday libre de nucelasas (volumen variable)
2. Sevortexeay seincuba a 70°C durante 5 minutos.
3. Seenfria en hielo y se agregan:
e 1 L del vector de clonacién pJET1.2/blunt
e 1ulLdeDNA Ligase T4

4. Sevortexeay seincubaa 22°C durante 5 minutos.

Transformacion de células competentes
Para la transformacién se utilizaron células electrocompetentes E. coli XL-1

Blue. Se utilizoé el siguiente protocolo de transformacién mediante electroporacién:

1. Se colocan las cubas para electroporar bacterias (1 mm) en hielo

2. Se configura el equipo de electroporacién (Electroporador del Institut Pasteur: ECM 830 de
BTX) para dar un pulso unipolares de 8 mseg con un voltaje de 500 V.

3. En zona estéril, se toman 40 uL de bacterias electrocompetentes y se mezclan con 5 uL del
producto de ligacién (con una concentracion de 10-30 ng/uL). Esta mezcla se coloca dentro de

la celda de la cuba para electroporar.
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4. Se coloca la cuba dentro de la celda del equipo y se da el pulso eléctrico.
5. En zona estéril, se mezclan las bacterias electroporadas con 1 mL de LB. Se transfiere la mezcla
a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL y se deja incubando durante 1 hora a 37°C en agitacion

(entre 500 y 700 rpm).

Seleccion de transformantes

Las células transformadas fueron cultivadas toda la noche en estufa a 37°C en
LB agar con ampicilina a una concentracién de 50 ug/mL. El sistema de seleccion de
este kit funciona con un gen letal contenido en el plasmido, que se interrumpe cuando
el inserto se liga al sitio de clonacién. Como resultado, Unicamente las células que
contienen los plasmidos recombinantes son capaces de crecer, ya que al cultivarlas en
un medio con ampicilina, sélo aquéllas células que adquieren plasmidos sobreviven,

puesto que la resistencia a ampicilina estd codificada en este plasmido.

Screening mediante PCR
Se confirmé la presencia del inserto mediante PCR con cebadores especificos,
siguiendo los mismos protocolos utilizados para la amplificacién de los fragmentos a

partir de ADN gendmico (Anexo 3).

Extraccion de plasmido
Las colonias positivas para la presencia de inserto fueron crecidas en LB liquido con
ampicilina 50 pg/mL, y se realizd una extraccidon de plasmido con el kit ISOLATE

Plasmid Mini Kit (Bioline). Se utilizé el siguiente protocolo:

1. Partiendo de 3 mL de cultivo liquido, se transfiere a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mLy se
centrifuga a 16000 g durante un minuto, descartando el sobrenadante (este paso se realiza dos
veces en el mismo tubo para centrifugar todo el cultivo).

El pellet se resuspende en 250 uL de Resuspension Buffer mediante vortexeo.

Se agregan 250 uL de Lysis BufferP y se mezcla por inversion.

Se agregan 350 uL de Neutralization Buffer y se mezcla por inversion.

Se centrifuga a 16000 g durante 10 minutos.

o v ok~ W N

Se transfiere el sobrenadante a una columna con un tubo de colecta y se centrifuga a 10000 g

durante un minuto.
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10.

11.

Se descarta el filtrado, se agregan 500 uL de Wash BufferAP y se centrifuga a 10000 g durante
un minuto.

Se descarta el filtrado, se agregan 700 uL de Wash Buffer BP y se centrifuga a 10000 g durante
un minuto.

Se descarta el filtrado y se centrifuga a 16000 g durante dos minutos. Se descarta el tubo de
colecta con el liquido y se coloca la columna en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL.

Se agregan 30 uL de Elution Buffer, se incuba tres minutos a temperatura ambiente, y se
centrifuga a 10000 g durante un minuto.

Se descarta la columna y el producto se guarda a -20°C hasta el momento de su utilizacion.
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Anexo 5. Calculo de valores D

El poder de discriminacion de las metodologias se compard utilizando el indice
de diversidad de Simpson (valor D), calculado segin Hunter y Gaston (1988). Cuanto
mayor sea el valor D, mas discriminante serd la metodologia. Se considera que una
metodologia es suficientemente discriminante si D supera el valor de 0.9. El cdlculo
se realiza con la siguiente férmula:

)

1
D=1- nin,—1)
N{N—ujgi o

donde N es el numero de aislamientos totales, S es el nimero de haplotipos o
patrones, y nj es el numero de aislamientos con cada patron.

En las tablas a continuacidn se presenta la comparacion de valores D para
cada metodologia en diferentes conjuntos de muestras.
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Tabla A4. Resultados del cdlculo de valores D en los aislamientos que fueron analizados con todas las
metodologias. Las metodologias que no presentaron variacion (presencia de 1VSs, de la inversién del
genoma de Cfv 84-112 y del gen RAMP) no fueron incluidas. Para la presencia de los genes de
virulencia se utiliza un patréon que combina los resultados de seis PCRs para diferentes genes (ver
Tabla 7). Para la presencia de la isla gendmica caracteristica de Cfv y del cluster de genes cas, se
combina la informacién de dos aproximaciones (ver Tablas 9 y 10). N: numero de muestras. S:
nuimero de haplotipos. D: valor D. P: presente. A: ausente. |: indeterminado.

Aislamiento ST | Haplotipo | Haplotipo | Genes | Presencia Fica Presencia | Patron
MLST 23S ISR3 virulencia Isla genes cas | CRISPR1
cff8240" 6 A A 1 A A P A
CffAu002 5 B D 4 A A A G
CffAr001 4 A A 2 | A A F
CffAr003 6 A A 2 | P A G
CffAr007 4 A A 2 P A A J
CffAr012 4 A A 2 A A A G
CffAr013 4 A A 2 P A A L
CffAr016 4 A A 3 A A A D
CffAr031 4 A A 7 A A A 0
Cfv84-112' | 4 A A 2 p p A R
NCTC10354" | 4 A A 5 | A A F
CfvUy003 4 A A 3 P A A B
CfvUy005 4 A C 2 P A A B
CfvUy014 4 A A 2 P A A H
CfvAr010 4 A A 6 | A A D
Cfvi 03/ 2931 4 A A 2 P A A G
CfviAr019 4 A A 2 P A A D
Cfuy022 4 A A 1 A A P T
Cfuy023 4 A A 1 A A P U
Cfuy024 4 A A 1 A A P U
N 20 20 20 20 20 20 20 20
S 3 2 3 7 3 2 2 12
D 0.28 0.10 0.19 0.73 0.37 0.19 0.34 0.94
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Tabla A5. Resultados del
aislamientos que fueron analizados con todas las metodologias
basadas en secuenciacién. N: numero de muestras. S: numero

de haplotipos. D: valor D.

calculo de valores D en

Aislamiento

ST
MLST

Haplotipo
23S

Haplotipo
ISR3

Patron
CRISPR1
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Tabla A6. Resultados del cdlculo de valores D en los aislamientos que fueron analizados
mediante secuenciacién del locus CRISPR1 y CRISPR2. Los aislamientos realizados a partir
de diferentes tejidos del mismo huésped (CffAr029/CffAr030 y CfUy024/CfUy025) se
cuentan una sola vez. N: numero de aislamientos. S: numero de haplotipos. D: valor D.

Aislamiento Patron Patrén Aislamiento Patron Patron
CRISPR1 | CRISPR2 CRISPR1 | CRISPR2

Cff8240 A A CfvUy005 B Aus
CffAu002 G Aus CfvUy006 E Aus
CffUy001 B Aus CfvUy007 C Aus
Cffuy008 S Aus CfvUy009 B Aus
CffAr001 F Aus CfvUy014 H Aus
CffAr003 G Aus CfvUy017 B Aus
CffAr006 M Aus CfvUy018 B Aus
CffAr007 J Aus CfvUy020 B Aus
CffAr012 G Aus CfvAr002 D Aus
CffAr013 L Aus CfvAr004 D Aus
CffAr016 D Aus CfvAro08 K Aus
CffAr018 Q Aus CfvAr009 [ Aus
CffAr020 D Aus CfvAr010 D Aus
CffAr022 G Aus CfvAr021 D Aus
CffAr024 P Aus Cfvi 03/293 G Aus
CffAr028 B Aus CfviAu003 N Aus
CffAr029/030 0 Aus CfviAr005 D Aus
CffAr031 0 Aus CfviAr011 D Aus
CffAr032 G Aus CfviAr014 D Aus
CffAr033 D Aus CfviAr015 D Aus
CffAr035 D Aus CfviAr019 D Aus
Cfv 84-112 R Aus CfviAr020 D Aus
NCTC10354 F Aus CfviAr025 D Aus
CfvAu001 E Aus CfviAr026 G Aus

CfvUy002 B Aus CfUy022 T B

CfvUy003 B Aus CfUy023 U C

CfvUy004 B Aus CfUy024/025 U C

Patrén Patrén
CRISPR1  CRISPR2

N 54 4

S 21 3
D 0.88 0.83
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Anexo 6. Secuencias de los repetidos directos (DR) y de los lideres encontradas en los genomas completos y en los aislamientos analizados. La
secuencia alternativa del DR de la cepa Cff 82-40 representa al repetido mas distal al lider en el locus CRISPR1

DR_Cft03—427 GTTTGCTAATGACAATATTTGTGTTGAAAC
DR Cff82-40 ...l [
DR Cff82-40_alternativo ................ G........ T....

liderl C£ft03-427 ATTTAAATAATTAAATTTAGATAATTAAAATTCAAGTTCATATTAATAAAACTATTTACACACCAACAATCACAAATTTATATTTTATATTACATTAAG

lider2_Cft03-427 ........ T O N - S
lider3 C£ft03-427 ........ et ettt ettt e e e e e e e e e ot e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
lider1y2_Cff82—40 ..A...CCC..Cc.C..... TA..GT.---G..TT.A..T...GC..... T.A...... T.T....CT..CT........0uiiueeunu.. C.G.......
liderl_Cft03—427 TTTTTCCAACCTAATTTTAGTTAAACTTTTAAAAAACATAGATAAATAGTTTAAATTTAATGTTTTTTATGATATTTAACTTATTATTGTTATTTTTTA
lider2 Cft03-427 .. ... ... e B
lider3 CEt03-427 . ... e
liderly2 C££82-40 ...... ... ... . ... i it e e e e e e e e e e e e e G im e e e T
liderl_Cft03—427 AATTTAGATTGGAAAATAAATTTATTTTTATTATTTATAGCTATATTATATATAAAACAAATAATCCATTTTAAATAGTTTTAAATAGT-TTTTAAATT
lider2 Cft03-427 .. ... ... e D Ct e e et
lider3 CEt03-427 .. ..t et
liderly2 C££82-40 ......................... [ b T..... T. ... G...A.A.C...T....
liderl_Cft03—427 TATTTCTTATTTCAATTTCTAATTAAATTTCTTTTTAAATTTAATTAGATGATGAGTTTATTATG-

lider2 CEft03-427 .. ... -

lider3 CEft03-427 .. ... e -

liderly2_¢ff82—40 ..... T....C.T....G. . m==—mmmmmemm ittt iee C e e e AG

193



Anexo 7. Secuencias de espaciadores encontradas en los loci CRISPR

Tabla A7. Resultados del andlisis realizado con BLASTn. Las secuencias fueron numeradas de acuerdo a su orden de aparicion. Se muestra como referencia la
posicién del espaciador en la primera secuencia en la que se encontré: se indica la cepa o aislamiento, el nUmero antes del punto indica la posicién, y el nimero
luego del punto indica el locus. Los hits en el BLASTn que corresponden a un espaciador en un locus CRISPR de alguno de los genomas completos se omiten. Se

marcan en negrita los scores mayores a 54.

Numero Referencia Secuencia 5°- 3° Primer Hit BLAST Identidad Score
0 Cff8240spacer0.1 TCATTTTTGTCATCAGGACCAGGAGAACTGACAC Candidatus methanosphaerula 0.68 (23/34) 40.1
1 Cff8240spacerl.1 TATAAAGGGACCTACGAACTAAGCTAGAACCCTTTT Solanum lycopersicum 0.5 (18/36) 36.2
2 Cff8240spacer2.1 TCGAATAAGTTGTTAAGATTATGCAACTTTTTTGTA Homo sapiens 0.69 (25/36) 441
3 Cff8240spacer3.1 TGAGCATATTCTGGATAAGATAAAAGTGCGTGAATA Bactrocera dorsalis 0.56 (20/36) 40.1
4 Cff8240spacer4.1 AGCATTTTAACGATAGAATCAAACTTTTTAGCTTTT Streptococcus pyogenes 0.58 (21/36) 42.1
5 Cff8240spacer5.1 GTGTAAGCAAGATGGCAAGAGACTATCTCCTGTTGT Mus musculus 0.53 (19/36) 38.2
6 Cff8240spacer6.1 CGGGGAGCAACGTTAGCAATCTCATTTCCGTCCAT Caenorhabditis remanei 0.51 (18/35) 36.2
7 Cff8240spacer7.1 TGGGGATTCGATGAAATTTTTAACTATATAGCATTC Solanum lycopersicum 0.56 (20/36) 40.1
8 Cff8240spacer8.1 TTTACCAATTTCTATTACTACCGCGTTCACCGGTAT Chrysochloris asiatica 0.64 (23/36) 40.1
9 Cff8240spacer9.1 TGTATGTTGGTAGCTTTTATGGTTACTTTACATAAC Mus musculus 0.56 (20/36) 40.1
10 Cff8240spacerl10.1 TAAACTATTTCGTTATCCTGGTTGATACCGCTTAAA Ralstonia eutropha 0.61 (22/36) 38.2
11 Cff8240spacer1l.1 ATTAAAGCCGAATTACTCCCATTTTTTTTTGACTTGG Caenorhabditis elegans 0.59 (22/37) 44.1
12 Cff8240spacer12.1 GAATTTAATCGGAGTTTACAGGCCGGATCTAATTTC Drosophila virilis 0.5 (18/36) 38.2
13 Cff8240spacer13.1 TCACCAAAAAAACCAGGAATTAAATAAAAAGTAAAA Homo sapiens 0.64 (23/36) 46.1
14 Cff8240spacer15.1 TAGCTAGAAAATGTAAAATGCTCCCATCCTTCTACC Oscillatoria acuminata 0.56 (20/36) 40.1
15 Cff8240spacerl6.1 AATCCAACTTAACAAAAATGTTATATAAAATCACC llyoplax deschampsi 0.69 (24/35) 421
16 Cff8240spacerl7.1 TAAGCAAGGCTTATAAGCTCTTTACAATGCATTTTT Hydrogenobaculum sp. 0.56 (20/36) 40.1
17 Cff8240spacer18.1 AGAACTGTTTTAACCTCACTTCCATCAATCTCTTTT Trichobilharzia regenti 0.69 (25/36) 441
18 Cff8240spacer19.1 CAGTATGCCATTTGATTCTAGTTCGCCTATAGCTCT Vitis vinifera 0.56 (20/36) 40.1
19 Cff8240spacer20.1 CATCCTCCTTTTAATTTATTACATTTAAACAATTTA Staphylococcus aureus 0.58 (21/36) 42.1
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20 CfvUy003spacer0 CCGTAAGCTACATTGTAAGCTAAGTCTTCAAAGACT Mus musculus 0.56 (20/36) 40.1
21 CfvUy003spacer5 TTTTTATAAGGCTCATTTTTGAAGATATTATGCTGC Ilyobacter polytropus 0.65 (24/37) 42.1
22 CfvUy003spacer6 TCCAGAGCTAATAAGGGATTTAGAGCAGCTAAAAACT | Cfv 84-112; Cfvi03-293 plasmido pCfviMP1 | 0.89 (33/37); 0.78 (29/37) | 73.8; 58.0
23 CfvUy003spacer? CGCAAAAAGAGTTGAAATATATAGATAATAGGTTAA Cfv 84-112; Cfvi03-293 plasmido pCfviMP1 | 0.94 (34/36); 0.94 (34/36) | 71.9; 56.0
24 CfvUy003spacer9 ATGAGTTTAAATTTGATAGATCTGAAAAGATTATTC Onchocerca ocheng 0.58 (21/36) 42.1
25 CfvUy003spacer10 CTTGATACTTTTTGCTTGATTAGCTTTGCATTTTTA Syphacia muris 0.64 (23/36) 40.1
26 CfvUy003spacerll TCCCCGTTATCTACCTCTGGCGCCATGCTCTCTCCG Neolamprologus brichardi 0.53 (19/36) 38.2
27 CfvUy003spacerl2 TTTGAAGTGCACGACGCTATAACTAGAACACGGATC Aspergillus oryzae 0.53 (19/36) 38.2
28 CfvUy003spacerl3 TACATCTTTTATCTCCTCTTTGTATTCCTTTAGCTC Cfv 84-112 0.97 (35/36) 63.9
29 CfvAuOO1spacerl3 CCCTTCTGCGATATATTTGATGAAAAAACAGAAAGG Cyprinus carpio 0.58 (21/36) 42.1
30 CfUy022spacer0.1 CCTTTTTTAAAGCTGCTTATTGCTCCAGCACTTACT Solanum pennellii 0.56 (20/36) 40.1
31 CfUy022spacerl.1 TTTTCAAACCTAACGACGTATATAGCGCCTTCGC Cfv 84-112 0.92 (33/36) 60.0
32 CfUy022spacer2.1 GAAATACAAATATCTGCAGGAAGTGTTTTAGATAA Homo sapiens 0.57 (20/35) 40.1
33 CfUy022spacer4.1 CCGGATTCTACTTTGATAAAAAAGGCCTTGGATGCTAT Cfv 84-112 1(38/38) 75.8
34 CfUy022spacer5.1 TTTTATAAATCATATCACGCTTAGCCTTATTAATT Solanum lycopersicum 0.51 (18/35) 36.2
35 CfUy022spacer6.1 TCTTCTAAAGCAGAACTAAAAAGCCATATCCGATG Clostridium saccharoperbutylacetonicum 0.69 (24/35) 48.1
36 CfUy022spacer10.1 TCGAGTATCGGTTTCAATTTTATTCCTTTGTAATTA Mus musculus 0.63 (22/35) 44.1
37 CfUy022spacerll.1 CGACTTAGTGCTGTACATTCAAATACAAATAATTT Solanum pennellii 0.6 (21/35) 42.1
38 Cff8240spacer0.2 TCGTTAATATTATTTTTGTTGCAATGTTTGCATTTT Solanum pennellii 0.81 (29/36) 441
39 Cff8240spacer2.2 AGAGAAGCAAGGCTTAAAAATGTTCGCAGATGGCGG Cfv 84-112 1(36/36) 71.9
40 Cff8240spacer3.2 TTTTGTCATCAGAACCAGGACCAGGAGAACCTGA Takifugu rubripes 0.65 (22/34) 44.1
41 Cff8240spacer4.2 TGATGTATTGACTTTGAAGATAGCAATCATAGGCAAA Orycteropus afer 0.54 (20/37) 40.1
42 Cff8240spacer5.2 GGCGCAGCCGTAGAATTAGGGCTTAGTTTCGGCAAT Sus scrofa 0.53 (19/36) 38.2
43 Cff8240spacer6.2 CTTTTTTCAAGCTCGATTTTAATATCCCATTGCGCG Cfv 84-112 0.94 (34/36) 56.0
44 Cff8240spacer7.2 TTTTTACCGTTTTGAAAATCAACAAAAAGTTCTATA Solanum lycopersicum 0.61 (22/36) 441
45 Cff8240spacer8.2 TCATTAAAACACGATATTGTGATCCGCCTTTCATAT Gorilla gorilla 0.53 (19/36) 38.2
46 Cff8240spacer9.2 CCTTTATAATCTATACTAAAACCATTTAATATAATAT Dendroctonus ponderosae 0.57 (21/37) 421
47 Cff8240spacer10.2 GCATATTAACAAGCTAAATGACTTTCTTAAAAGTAA Cfv 84-112 0.97 (35/36) 63.9
48 Cff8240spacerl2.2 GGGGATATGGTAAAATCTGCAGTTAAATCTAAGTTAT Cfv 84-112 0.86 (32/37) 63.9
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49 Cff8240spacerl3.2 GATAATCAAAATTTTACAAAGCAAGTTCTTGTACAC Mus musculus 0.61 (22/36) 44.1
50 Cff8240spacerl4.2 CCATTTAGCATATCATATACTTGATCTGCCATTTAT Babesia bigemina 0.61 (22/36) 38.2
51 Cff8240spacerl5.2 ACTTTTAGGTGTTGCAAGGAGATAGTAAGAGATGCA Homo sapiens 0.56 (20/36) 40.1
52 Cff8240spacerl6.2 TCTGATAAAATGTATTTGGATCAATACCTAAAGCTC Hymenolepis nana 0.67 (24/36) 42.1
53 Cff8240spacerl7.2 TCGTAATCTTCTTCCATAATTTTAAAGTATAGATTA Cfv 84-112 0.83 (30/36) 42.1
54 Cff8240spacerl8.2 TCGAATCCGTATGTGTTTACAACTTCTGAATCTTC Mus musculus 0.54 (19/35) 38.2
55 Cff8240spacer19.2 TTGAAATACATATCTGAGTAAAATGGAGCCCACTCT Cfv 84-112 0.69 (25/36) 44.1
56 Cff8240spacer21.2 TCTTTGCTTTTTGTCTTTGCTATTTTACTTTTAAG Cfv 84-112 0.94 (33/35) 54.0
57 Cff8240spacer22.2 TCGAAATACAAGCTCGCGCAAAATGGAATCCATTCT Caenorhabditis elegans 0.61 (22/36) 38.2
58 Cff8240spacer23.2 TTAAATCTCCTTATCGCTTATTATATTTATTAATTT Solanum lycopersicum 0.64 (23/36) 46.1
59 Cff8240spacer24.2 TTATCTATGATTTGGACGTTTGTGAGCGCGGAGCTTA Naegleria gruberi 0.59 (22/37) 38.2
60 Cff8240spacer25.2 ATGGAATATTTTTGTTAAACGCATTCATACAAAATT Populus trichocarpa 0.56 (20/36) 40.1
61 Cft03427spacer0.1 CTAGCCTCGTAAAACATCTTGTCGCTCTCTTTTTTG Cfv 84-112 0.72 (26/36) 46.1
62 Cft03427spacerl.1 CACTACAGGTACATTTATAACATCAAATAATAATTTT Homo sapiens 0.62 (23/37) 46.1
63 Cft03427spacer2.1 CAAAATATTTACAACTCGATTTATTAAATTTGTTGAT Glomus irregulare 0.65 (24/37) 48.1
64 Cft03427spacer3.1 CAAGCATAGATTGCGGCTAATTTGTCCGTGGGATAGT Oryza sativa 0.65 (24/37) 40.1
65 Cft03427spacer4d.1 CTCTCTTAATGCAGCTAAGATATCATCTATACCTTTT Acyrthosiphon pisum 0.56 (20/36) 40.1
66 Cft03427spacer5.1 CTATAAAGAACTAACAGCTCTCTAGTTTCTGCTGATA Mus musculus 0.56 (20/36) 40.1
67 Cft03427spacer6.1 CCGTTAAGCCTTCTATAAACGAGAATGAAATGGCTA Mahella australiensis 0.53 (19/36) 38.2
68 Cft03427spacer7.1 AAAGAAGCGTACGTGCATTCCGCACCTACTTTAA Vibrio sp. 0.5 (18/36) 36.2
69 Cft03427spacer8.1 CACGGAAATTTCGTTGAAAGTCTTTGAAGTTTTAACG Cucumis sativus 0.65 (24/37) 42.1
70 Cft03427spacer9.1 CTCTTTTAATGCAGCTAAGATATCATCTATACCTTTT Cfv 84-112 0.68 (25/37) 44.1
71 Cft03427spacer10.1 CGTTTGTATTGCAATGTATGCGTCTTGCAGACACTCC Neolamprologus brichardi 0.59 (20/37) 40.1
72 Cft03427spacerll.1 | CAGGAATTACTGCTTTTATGTTAGGGTCTATTTGGTGT Sulfolobus acidocaldarius 0.53 (20/38) 40.1
73 Cft03427spacerl2.1 CGATGATAAGATTTTTGAAGAAAATGTAGCAAATGAT Entamoeba histolytica 0.59 (22/37) 441
74 Cft03427spacer13.1 CAAATTAGCTATATTTATAAACTCCTATTTTGGTGTT Danio rerio 0.57 (21/37) 42.1
75 Cft03427spacer15.1 CGCGTACTCTCCTAACTCTTCAAATAAATTTCTTGTT Caenorhabditis elegans 0.57 (21/37) 421
76 Cft03427spacerl6.1 CAAGTCAATAGCTGTTTTTATCGGTAGCGCTATGGC Methanothermococcus okinawensis 0.53 (19/36) 38.2
77 Cft03427spacerl7.1 CATTTTACTATACGCTTCTTTAGCATTCTGTTTGGCT Clostridium botulinum 0.57 (21/37) 42.1

196




Numero Referencia Secuencia 5°- 3’ Primer Hit BLAST Identidad Score
78 Cft03427spacer18.1 CTCTCGATTATTAGATCGCCCTCTACGTCTGCAAAA Sorex araneus 0.51 (18/35) 36.2
79 Cft03427spacer19.1 CAATTTATCTCTGCTGGGAACACCCTTAATATTTT Mus musculus 0.6 (21/35) 42.1
80 Cft03427spacer20.1 CGTAAGTTTTATTGCTGGTTTTAACTTAAGATTATTG Formosa agariphila 0.59 (22/37) 44.1
81 Cft03427spacer21.1 | CTAAACCCAAAAACGCTAAATTTGAGTGTGCAAAATAG Bombus terrestris 0.59 (20/37) 40.1
82 Cft03427spacer22.1 CAAAAAACTATGTTGATGAAGCTTTAAAAAGAATAG Clostridium tetani 0.58 (21/36) 42.1
83 Cft03427spacer23.1 CGTTCCACCACAATCGGCCTCGTGTTCTCTTATTTT Callorhinchus milii 0.58 (21/36) 36.2
84 Cft03427spacer0.2 CAAGTAACTACGCTCTTGATAGCTTTAAGGCTCTAGG Cfv 84-112 0.97 (36/37) 71.9
85 Cft03427spacerl.2 CTTCGGCTAGGTCTACCGTTGGCATTACTTTAAAATTT Babesia bovis 0.58 (22/38) 44.1
86 Cft03427spacer2.2 CGAAAGATACTTACCATTAGGAGAATAGTCATTGCT Condylura cristata 0.53 (19/36) 38.2
87 Cft03427spacer4.2 CATGTCAGAGCATTTATAAAAGCCTAAATTAGGCTT Tetrahymena thermophila 0.56 (20/36) 40.1
88 Cft03427spacer5.2 CTCCAAAAAAATGCTAAAGCTTTCACTACTTGGAAAA Homo sapiens 0.56 (20/36) 40.1
89 Cft03427spacer6.2 CTTTCAATCCACTTTAAAACTCTATTTTTAAAAAACT Homo sapiens 0.59 (22/37) 441
90 Cft03427spacer7.2 CTTTGCAGACTGCTGTCGTCCAGCTCTGAAATTTTTC Octodon degus 0.59 (22/37) 44.1
91 Cft03427spacer8.2 CTTGTTAAGTCCCAAAAATCCGGACTTTTAGTAATAC Megamonas hypermegale 0.49 (18/37) 36.2
92 Cft03427spacer9.2 CTCAAAATTCGCCGTATCTTTGGAGTTTGGCGGTTCT Bartonella australis 0.53 (19/36) 38.2
93 Cft03427spacerl0.2 | CAAATTTAGCAGGTTTTATAGGACATTGCGTTGTGGAA Latimeria chalumnae 0.5 (19/38) 38.2
94 Cft03427spacerll.2 CTTGATGAAAATGGCGAGAGACTTTTAACAAAGGCGG Cfv 84-112 0.76 (28/37) 56.0
95 Cft03427spacerl3.2 CTCTTGGCTTCCATTCCAAAAGACCACATTAGCCAT Cfvi03-293 0.89 (32/36) 46.1
96 Cft03427spacerl4.2 CAGGCTTAATACAACTTTTAGCAATATTATTATAAA Trametes suaveolens 0.56 (20/36) 40.1
97 Cft03427spacerl5.2 CTTTTTAAATCAATATTCTTATTTTTAATTTCGCTT Prochlorococcus marinus 0.67 (24/36) 48.1
98 Cft03427spacerl6.2 CGCGGCATCTTTAATGGCTTTTTTATATGTGTCTAAA Populus trichocarpa 0.59 (22/37) 44.1
99 Cft03427spacerl?.2 CGCAAATTCTCTAGAAATAGAAAATCTTTTTCTACTC Oryza sativa 0.59 (22/37) 44.1
100 Cft03427spacerl8.2 CCTTTGAGCATTAGTAATACTCTTAGAAGTAGTAAGA Paramecium tetraurelia 0.59 (20/37) 40.1
101 Cft03427spacer19.2 CGCTGTTTTCATCTTGTCTCCTTTTTTTCTTAAAAT Caenorhabditis elegans 0.59 (22/37) 46.1
102 Cft03427spacer20.2 CATGATACAAAGCGTGGTTGGTAGATATTATATITC Selenomonas ruminantium 0.5 (18/36) 36.2
103 Cft03427spacer21.2 CTCATAGAATGTGTTTTTATTGTACTTTCTAGCAGGT Cfv 84-112 0.84 (31/37) 50.1
104 Cft03427spacer22.2 CTAGCAAACGCACTTTTAAAGGCTGGAGACGCTATA Cfv 84-112 0.97 (35/36) 69.9
105 Cft03427spacer23.2 CTAGTTAGATTTGCGTTCTATTTTATAGATAGTAACG Zonotrichia albicollis 0.53 (19/36) 38.2
106 Cft03427spacer24.2 CTTTTATATCTAAAATCATCGCTTAAATGACGTTTATC Oleispira antarctica 0.53 (20/38) 40.1
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107 Cft03427spacer25.2 CAGAGAAGTTTCGAAATCGACTTCTGTTTTAGCGTCG Serratia marcescens 0.59 (20/37) 40.1
108 Cft03427spacer26.2 CCCTTGATTTTTGTATAGAGTTGGTTTTATGTCAATC Danio rerio 0.65 (24/37) 42.1
109 Cft03427spacer2.3 CATACTTGTTAGGAAATTTGACTACGCTAAAACAAGA Homo sapiens 0.59 (20/37) 40.1
110 Cft03427spacer3.3 CAGTTAAAAAAATGAGAGTAAGCCGTTTTTTGTAAT Danio rerio 0.51 (19/37) 38.2
111 Cft03427spacer4d.3 CAGTCCTCCATAAATGAAAACGAAATGGCTACATAT Polaribacter sp 0.53 (19/36) 38.2
112 Cft03427spacer5.3 CAAAACTATTTTGAGTTATATTTTATGCCTATTTTAA Homo sapiens 0.65 (24/37) 42.1
113 Cft03427spacer6.3 CAGAAATTTAGTATCGATATAATCGCACCTATACACG Microcoleus sp. 0.49 (18/37) 36.2
114 Cft03427spacer7.3 CACTCCAAAATCCTCGCCCTGAACGCTGCTAAAAGCT Curvibacter sp. 0.65 (24/37) 42.1
115 Cft03427spacer8.3 | CAGCCGATGAGCAAAGATGTGGCGGGTAAGATACTGG Amborella trichopoda 0.57 (21/37) 36.2
116 Cft03427spacer9.3 CGGGAGTAAAAAATATTTTAATTTTACATCCCACCCA Glycine max 0.59 (22/37) 441
117 Cft03427spacer10.3 CTTTAATTTTATGCTATCTTTTAAACTCATTTAAATCT Schistosoma mansoni 0.58 (22/38) 441
118 Cft03427spacer11.3 CTTTGCCATAACTAAGAGCATATTTTTTATATTCAT Glycine max 0.56 (20/36) 40.1
119 Cft03427spacer12.3 | CAGTGGGGGATATCGTTAAGCTCAAGAGCCCAACACA Tremella mesenterica 0.48 (18/37) 36.2
120 Cft03427spacerl3.3 CTCTTTGCTTACAGAACATTGTATCCCTTACTCTGAGT Alligator sinensis 0.57 (21/37) 42.1
121 Cft03427spacerl4.3 CTAAGTAATGTTTTTGGTGTTGAAGATGACTATGACG Mus musculus 0.58 (21/36) 42.1
122 Cft03427spacerl5.3 CAAGTCTGCTTTAGTGGATCAGATAATAAATAATTAT Sebaldella termitidis 0.65 (24/37) 40.1
123 Cft03427spacerl6.3 TCCCCTAATATAGCTATTAAAGGCTATCATATTTA Tetrahymena thermophila 0.66 (23/35) 40.1
124 CfUy022spacer0.2 CCGCCAAAACACTTACAAGGTATAAACGGCTCTTA Danio rerio 0.6 (21/35) 42.1
125 CfUy022spacerl.2 TTTTTAGATATTCCAAAAGGCATTTTGACGTATGG Cfv 84-112 0.42 (15/36) 30.2
126 CfUy022spacer2.2 TTAGAACCAGGAGAACCGACACCGGCACCAGGGTTG Mpycobacterium smegmatis 0.56 (20/36) 40.1
127 CfUy022spacer3.2 TTGATATTAGTATAAGCAATATCATATTTTTTAATA Homo sapiens 0.58 (21/36) 42.1
128 CfUy022spacer8.2 TACGCTTCTTTTGGTGCTACGCTTTGGATTTGATTT Cft 03-427 0.44 (16/36) 32.2
129 CfUy022spacer13.2 TTGCTACAAAGACGGTGATACTATACGTATTATTT Cfvi03-293 pCfviP3 0.89 (31/35) 61.9
130 CfUy022spacerl6.2 TTTTTTAGCCTTTACTTGCTCTTTTGCTTCTTGTTCT Gongylonema pulchrum 0.59 (22/37) 44.1
131 CfUy022spacer19.2 GGAGAAGATTACGATGAAGCAAAAGATACCCTAATA Cfv 84-112 0.92 (33/36) 96.1
132 CfUy022spacer24.2 ACTCTATTAAGCTCATTTCAACTGTTTTAAACTTT Toxocara canis 0.71 (25/35) 441
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Tabla A8. Regiones dentro de los genomas de C. fetus que tienen similitud con secuencias de espaciadores.

Numero ORF en Cfv 84-112 ORF en Cfvi03-293 ORF en Cfvi03-293 pCfviMP1 ORF en Cfvi03-293 pCfviP3
22 Proteina hipotética CSG 7150/13250 -- Proteina hipotética A0049 --
23 Proteina hipotética CSG 7120/13280 -- Proteina hipotética A0109 --
28 Regulador transcripcional hipotético -- -- --
31 Regulador transcripcional del profago MuSo2 | Regulador transcripcional del profago MuSo2 Proteina hipotética A0020 --
33 Proteina hipotética CSG 7020/13380 -- -- --
39 Proteina hipotética CSG 7170/13230 Proteina hipotética 1053 Proteina hipotética A0020 --
43 Proteina hipotética CSG 7030/13370 -- -- --
47 Proteina hipotética CSG 7030/13370 -- -- --
48 Proteina hipotética CSG 7110/13290 -- Proteina hipotética A0108 --
56 Proteina hipotética CSG 7310/13090 - -- --
84 Proteina hipotética CSG 7170/13230 Proteina hipotética 1053 Proteina hipotética A0020 --
94 Proteina hipotética CSG 7170/13230 -- Proteina hipotética A0020 --
104 Proteina hipotética CSG 7170/13230 -- Proteina hipotética A0020 --
129 3 3 3 Protejl'na del.sist.ema
toxina/antitoxina
131 Proteina hipotética CSG 7020/13380 -- --
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