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RESUMEN

El presente trabajo de tesis se enfocd en el desarrollo de un sistema innovador para la generacion de
péptidos antigénicos especificos de Piscirickettsia salmonis, agente etioldgico del Sindrome Rickettsial
Salmonideo (SRS), una enfermedad que causa importantes pérdidas econdmicas en la industria
salmonera chilena. Este patdgeno afecta principalmente a los salmones del Atlantico (Sa/mo salar),
siendo un factor critico en la produccién acuicola en Chile. El objetivo principal fue identificar y
seleccionar un péptido antigénico especifico de P. salmonis mediante la revisidn bibliografica y el
disefio in silico, para la posterior utilizacion de este péptido en la generacion de anticuerpos especificos

para futuras aplicaciones biotecnoldgicas, como el diagndstico, prevencion y tratamiento de SRS.

Se aplicd una estrategia basada en la comparacion de bases de datos y el uso de herramientas de
biologia computacional para encontrar el péptido mds adecuado para el desarrollo de antigenos y su
posterior uso en diagndstico de SRS. Mediante el modelamiento proteico y alineamiento multiple de
secuencias de las proteinas de superficie abundantes en contexto de infeccidon de P. salmonis, con
énfasis en la busqueda de las porciones expuestas al medio extracelular, fue posible encontrar un
péptido que podria servir como marcador especifico de P. salmonis, denominado como péptido L1
(Loop largo no estructurado ndmero 1). La secuencia nucleotidica del péptido fue predicha y visualizada
in silico integrada en un vector de clonamiento pUC57 para su posterior sintesis y subclonamiento en
un vector de expresion pFN18A, resultado corroborado mediante la secuenciacion de los productos de
purificacién de los ADNp obtenidos. Ademas, el péptido fue expresado utilizando sistemas heterdlogos
de expresidn en Escherichia coli con cepas BLR (DE3) pLysSy C41 (DE3), aunque se identificaron desafios
relacionados con la concentracidn y la degradacidn proteica. A pesar de las dificultades, la versatilidad
del sistema HaloTag, plataforma integrada en el vector de expresidn, puede permitir futuras mejoras
en la purificacidon del péptido. Este trabajo representa un paso importante hacia la generacién de
anticuerpos especificos contra P. salmonis, ademds, abre oportunidades para investigaciones vy
aplicaciones biotecnoldgicas en la salud animal, incluyendo el desarrollo de farmacos para tratar SRS,

y para lograr diagndsticos mas rapidos y accesibles.
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SUMMARY

The present thesis work focused on the development of an innovative system for generating specific
antigenic peptides of Piscirickettsia salmonis, the etiological agent of Salmonid Rickettsial Syndrome
(SRS), a disease that causes significant economic losses in the Chilean salmon industry. This pathogen
primarily affects Atlantic salmon (Salmo salar), playing a critical role in aquaculture production in Chile.
The main objective was to identify and select a specific antigenic peptide through literature review and
in silico design for the subsequent use of this peptide in the generation of specific antibodies for future

biotechnological applications, such as the diagnosis, prevention, and treatment of SRS.

A strategy based on database comparison and the use of computational biology tools was applied to
find the most suitable peptide for the development of antigens to address SRS. Through protein
modeling and multiple sequence alignment of surface proteins in the context of P. salmonis infection,
with an emphasis on the search for portions exposed to the extracellular environment, it was possible
to find a peptide that could serve as a specific marker for P. salmonis, referred to as peptide L1 (Long
Unstructured Loop number 1). The nucleotide sequence of the peptide was predicted and visualized in
silico, integrated into a pUC57 cloning vector for subsequent synthesis and subcloning into a pFN18A
expression vector, with the success of the process confirmed through sequencing of the purified DNA
products. Additionally, the peptide was evaluated in a heterologous system in Escherichia coli with
expression strains BLR (DE3) pLysS and C41 (DE3), although challenges related to protein concentration
and degradation were identified. Despite the difficulties, the versatility of the HaloTag system,
integrated into the expression vector, may allow for future improvements in peptide purification. This
achievement marks a significant step towards generating specific antibodies against P. salmonis.
Furthermore, it opens opportunities for research and biotechnological applications in animal health,

including drug development for treating SRS, and for achieving faster and more accessible diagnostics.
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1. INTRODUCCION.

1.1.Salmonicultura chilena

La seguridad alimentaria es esencial para mejorar el estatus socioecondmico y combatir la malnutricidn
en los paises subdesarrollados (1). La malnutricién en humanos resalta la importancia de las proteinas
animales en la dieta regular. La pesca, en particular la acuicultura, desempefia un papel crucial al
proporcionar proteinas altamente nutritivas y asequibles a nivel mundial. Estos recursos acuaticos son
una valiosa fuente de vitaminas, proteinas, micronutrientes y minerales, especialmente para las
personas con bajos recursos. La Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién vy la
Agricultura (FAO) reconoce el potencial continuo de la acuicultura para promover el desarrollo
econdmico y mejorar el bienestar humano (2). Durante las uUltimas décadas, en Chile, la industria
acuicola ha experimentado un notable crecimiento, consoliddndose como uno de los ejes centrales

para el desarrollo econémico del pais (3).

Dentro de la acuicultura chilena, el cultivo y exportacidon de salménidos es un pilar fundamental, en
donde se han logrado exportaciones anuales de salmones valoradas en mas de MM USS$5.000 en los
ultimos anos (afios 2018, 2019 y 2021), y solo el 2020 las cifras de exportaciones anuales de salmones
fueron valoradas en MM USS$4.303, representando un 14,3% menos que el afio anterior debido
principalmente a los efectos de la pandemia por COVID-19 (4). Ademas, en términos de cosecha de
salmones, el afio 2020 se cosecharon sobre 1 millén de toneladas, siendo el valor mas alto de cosecha
desde el afio 2007. La produccidn de salmones en Chile y los valores proporcionados estan constituidos
principalmente por las especies Salmo salar (salmén del Atlantico), Oncorhynchus kisutch (salmén
coho) y Oncorhynchus mykiss (trucha arcoiris), siendo estas las principales especies cultivadas en la
salmonicultura chilena (5). Dentro de las 1.043.144 toneladas de salmones cosechadas para el afo
2020, el salmén del Atlantico constituye un 74,82% del total (780.475 toneladas), seguido por un
16,95% del salmdn coho (176.776 toneladas) y un 8,23% de la trucha arcoiris (85.893 toneladas) (5).
Mientras que, para el siguiente afo, los centros con las especies salmdn Atlantico aumentaron en un

7%, salmén coho aumentd en un 14% vy la trucha arcoiris aumentd en un 13% (6).

El sector salmonicultor chileno esta en constante trabajo para mejorar los indicadores sanitarios dentro
de sus centros de cultivo, estos intentos de mejoras se realizan mediante la innovacién y adopcién de
tecnologias que permitan incrementar el desempefo de los centros de cultivo. En 2020 la industria

salmonera chilena pagé un total de MM CL$11.230y realizé una inversion en Investigacion y Desarrollo



(1+D) de MM CLS$1.417, logrando una disminucion de un 14,22% en la tasa de utilizacién de antibidticos
en el total de la industria salmonera chilena para el afio 2020 en comparacién con el afio anterior (298
g/ton de antibidtico en 2020 y 343 g/ton de antibidtico en 2019). Esto para lograr cumplir el acuerdo
realizado por la ONG Monterey Bay Aquarium en 2019 de reducir en un 25% el uso de antibiéticos en
la acuicultura para el afio 2050. Sin embargo, el desarrollo y éxito de la industria salmonera esta
directamente relacionado con el control de la mortalidad asociada a enfermedades derivadas del
cultivo intensivo de peces (7). La aparicién de enfermedades infecciosas es actualmente el problema
mas serio que debe enfrentar la acuicultura a nivel global (8). Durante el ciclo productivo, los peces
estan expuestos a diversos microorganismos, tales como virus, bacterias y parasitos, los que ocasionan
brotes infecciosos y mortalidades (9,10). La susceptibilidad para ser infectados y enfermar aumenta
bajo condiciones de cultivo intensivo, dada la presencia de estimulos que provocan alteraciones
fisioldgicas que gatillan estrés en los peces y una menor capacidad en la respuesta inmune protectora
(11). En Chile, el principal problema que enfrenta la industria acuicola es el Sindrome Rickettsial
Salmonideo (SRS), causado por la bacteria Gram negativa Piscirickettsia salmonis. En la Gltima década,
P. salmonis es responsable de mas del 80% de la mortalidad debida a causas infecciosas en salmén del

Atlantico y trucha arcoiris (12-14).

1.2. Piscirickettsia salmonis

P. salmonis es una bacteria Gram negativa, predominantemente cocoide, aerdbica y no encapsulada,
con un didmetro de aproximadamente 0,5 a 1,5 um. Es el agente causante del Sindrome Ricketsial
Salmonideo (SRS) o Piscirickettsiosis, una enfermedad que afecta principalmente a peces,
especialmente salmodnidos (15). La infeccidén por P. salmonis causa una septicemia crénica y sistémica
en los peces afectados, lo que se manifiesta en una variedad de sintomas internos, incluyendo
descoloracion renal, esplenomegalia e higado pdlido con la formacién de numerosos nddulos de

aproximadamente 5 a 6 mm de didametro (16,17).

Una caracteristica fundamental de este patdgeno es su capacidad para infectar, sobrevivir y replicarse
principalmente dentro de vacuolas citoplasmaticas de macréfagos y leucocitos polimorfonucleares, sin
inducir un efecto citopatico caracteristico. Al ser un patdgeno intracelular, P. salmonis emplea diversos
mecanismos de subversidn para evadir las respuestas inmunitarias del hospedero. Estos mecanismos
incluyen la evasidn del reconocimiento inmunitario del hospedero y la modulacidn y supresién de sus

respuestas inmunitarias propias. Su principal mecanismo de patogenicidad radica en la evasién de la



degradacion fagolisosomal, lo que le permite mantenerse y multiplicarse dentro de las células del
sistema inmunitario del hospedero (18). Estas caracteristicas hacen de P. salmonis un patégeno
altamente adaptado para interactuar con su hospedero y evadir las defensas inmunolégicas, lo que
representa un desafio significativo para el control y tratamiento de la piscirickettsiosis en la acuicultura.
El entendimiento de los mecanismos de patogenicidad de esta bacteria es crucial para el desarrollo de
estrategias efectivas para su control y para proteger la salud de las poblaciones de peces en ambientes

acuaticos.

El controly profilaxis frente a P. salmonis se ha basado en el uso de vacunas y antibiéticos, sin embargo,
ambas estrategias no han resultado efectivas (19). Las vacunas solo inducen una proteccidén a corto
plazo y mayormente mediada por anticuerpos (19-21), mientras que los antibidticos, principalmente
Florfenicol y Oxitetraciclina, han sido utilizados como una herramienta para mantener altas tasas de
produccién, lo que se traduce en un uso excesivo bajo condiciones de alta incertidumbre y baja
efectividad (22). Los antibiéticos suelen ser ineficientes frente a infecciones bacterianas intracelulares,
dada la escasa biodisponibilidad intracelular del fdrmaco, generalmente subterapéutica, que favorece
la sobrevida de los patégenos y promueve el desarrollo de resistencias (23—26), generando un impacto
sobre los ecosistemas marinos y representando una seria amenaza para la salud publica a nivel global

(22).

Para diagnosticar SRS se han implementado diferentes métodos de diagndstico, entre ellos se cuentan
cultivos bacterianos (27-29), tinciones (30), PCR de punto final (31), gPCR (32), PCR-RFLP (33) y técnicas
moleculares basadas en anticuerpos (34). Sin embargo, todas estas estrategias requieren equipamiento
complejo y personal calificado no pudiendo ser realizadas en los mismos centros de cultivo. En
ocasiones, entre la toma de muestra y la confirmacién de diagndstico pueden pasar mds de 48 horas,
dada la ubicacién remota y aislada de muchos centros de cultivo. Por otro lado, los protocolos de toma
de muestra en animales acuaticos establecidos por el Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura del
Gobierno de Chile (Sernapesca) sefiala que se debe privilegiar la extraccién de peces orillados,
moribundos, desorientados o mortalidad fresca del dia (35). Lo anterior implica un muestreo cuando
ya el brote se encuentra en curso y los resultados son obtenidos cuando ya no existe la posibilidad de
una toma de decisiones y una respuesta apropiada, que permitan contener tempranamente los brotes
infecciosos, llevando a un uso inadecuado y excesivo de antibidticos, como Unica alternativa para
enfrentar los brotes de SRS. Por lo tanto, es clara la necesidad de implementar una estrategia de

diagndstico que pueda ser realizada rutinariamente, de bajo costo, de facil manipulacién y que permita



una toma de decisiones y respuesta temprana, cuando aun es posible contener los brotes, evitando las

pérdidas econdmicas asociadas.

1.3.Generacidn de anticuerpos y antigenos

Los anticuerpos desempefian un papel fundamental como herramienta molecular en el reconocimiento
de proteinas y su uso estd ampliamente extendido en la comunidad biomédica para diversos fines,
como la investigacidn basica, diagndstico clinico e, inclusive, terapias. Una de las caracteristicas clave
de los anticuerpos es su capacidad para desarrollar una alta especificidad hacia su antigeno proteico
objetivo (36). Son altamente diversos en secuencia y tienen la capacidad de reconocer una amplia

variedad de antigenos extrafios, incluyendo proteinas, péptidos y combinaciones de estos (37).

En la actualidad, todos los anticuerpos y macromoléculas derivadas de anticuerpos que se estdn
desarrollando para una amplia gama de aplicaciones terapéuticas requieren del disefio de antigenos y
de la ingenieria de proteinas. Los enfoques de ingenieria se basan en nuestro conocimiento de la
estructura de las proteinas y, especialmente, en como estas estructuras estan relacionadas con su
funcidn. Las diferencias en la estructura de las proteinas pueden tener un impacto significativo en su
capacidad de interactuar con las células y los receptores clave que desencadenan una respuesta

inmune (38), como también en el desarrollo de anticuerpos especificos contra estos antigenos.

Es importante destacar que la actividad biolégica de un péptido estd estrechamente ligada a su
conformacion, es decir, la orientacidn espacial de sus grupos funcionales. Los péptidos pueden adoptar
diferentes estructuras secundarias que se estabilizan mediante enlaces de hidrégeno, interacciones
electrostaticas e hidrofdbicas, enlaces disulfuro y/o ciclizacidn (39). Por lo tanto, el disefio de antigenos
se basa en los motivos estructurales de la proteina nativa con el objetivo de generar anticuerpos

especificos para el patégeno (40).

Una de las principales aplicaciones del disefio de antigenos es su utilidad en el desarrollo de estrategias
de diagndstico, por ejemplo, frente a infecciones, donde es esencial detectar la presencia de
anticuerpos especificos del patégeno en los fluidos de los pacientes infectados, como el suero
sanguineo. Por lo tanto, existe un gran interés en desarrollar métodos confiables para identificar
rapidamente posibles antigenos especificos (41). Actualmente, la identificacion y seleccién de péptidos
antigénicos se basan en la construccion de bibliotecas de péptidos del patdgeno involucrados en la

infectividad y transmisidn. Esto se logra mediante la busqueda de secuencias de ADN que codifican



para estos péptidos en bases de datos establecidas, como la del National Center for Biotechnology

Information (NCBI) (42,43).

En el caso de las bacterias, sus proteinas de superficie desempefian un papel crucial en diversas
interacciones con el entorno, como la comunicacidn entre células, el transporte de nutrientes y la
resistencia a los antibiéticos. Ademas, estas proteinas son fundamentales durante el ciclo infectivo, ya
que estan involucradas en la defensa contra las respuestas del hospedero y en la induccion de toxicidad.
Por lo tanto, algunas de estas proteinas de superficie se consideran candidatas prometedoras para el
desarrollo de tratamientos antimicrobianos y técnicas de diagndstico contra organismos patégenos

(44).

Un ejemplo de tratamientos contra organismos patégenos es la generacidon de vacunas, en donde
existen dos enfoques principales para identificar proteinas de superficie bacteriana para su desarrollo.
Uno de ellos es la vacunologia inversa, que implica el clonamiento y expresién de todas las proteinas
codificadas en la secuencia del genoma de un organismo que se predice in silico que estan expuestas
en la superficie o que son secretadas. Luego, cada proteina se somete a un cribado mediante
inmunizacion de alto rendimiento para evaluar su capacidad de generar anticuerpos en una especie
animal definida que puedan neutralizar al organismo objetivo (44,45). Sin embargo, este método tarda
mucho tiempo en su realizacién y requiere analisis gendmicos complejos. Como alternativa, se han
identificado proteinas de superficie bacteriana utilizando técnicas de protedmica. Sin embargo, los
pasos requeridos para la separacion de proteinas de superficie y el tratamiento previo de péptidos
pueden ser laboriosos en términos de tiempo y recursos, ademas, la presencia de proteinas o péptidos

citoplasmaticos puede afectar la reproducibilidad (44).

Por otro lado, la técnica del despliegue de fagos es una poderosa herramienta molecular para
identificar rapidamente mimotopos de patégenos a partir de anticuerpos antibacterianos. Los
antigenos correspondientes pueden ser identificados mediante andlisis de homologia de los
mimotopos que abarcan todo el genoma bacteriano. Sin embargo, en la practica es dificil identificar
antigenos basandose Unicamente en mimotopos debido a la gran cantidad de proteinas homadlogas que
pueden ser obtenidas mediante herramientas de analisis de secuencias, como el andlisis de homologia
de secuencias de entrada cortas utilizando la Herramienta de Busqueda de Alineamiento Local Basico
(BLAST)(46). Cabe destacar que las proteinas de superficie bacteriana representan solo una fraccion de

todas las proteinas presentes en las bacterias y pueden ser identificadas mediante la busqueda en bases



de datos que indican su localizacién subcelular (44), como, por ejemplo, la base de datos de UniProtKB

(47).

Por otro lado, dada la cantidad de proteinas identificadas de P. salmonis que no han sido caracterizadas
y/o tienen funciones desconocidas en las bases de datos disponibles (48), es un gran desafio establecer
proteinas candidatas que participen en roles de patogenicidad de este organismo. Es por esto, que la
busqueda de proteinas homdlogas por similitud de secuencias en organismos filogenéticamente
cercanos a P. salmonis, puede ser una estrategia para encontrar posibles candidatos de proteinas no
descritas que pueden ser antigenos nativos, sin la necesidad del uso de procedimientos y equipamiento
costoso, cdmo el caso de la técnica de despliegue de fagos. La homologia es un concepto esencial en el
analisis computacional de secuencias de proteinas y ADN, que se refiere a la ascendencia evolutiva
comun. Se infiere homologia cuando dos secuencias o estructuras comparten mas similitudes de las
esperadas por azar, lo que sugiere que surgieron de un ancestro comun en lugar de forma
independiente. Esta relacién de similitud excesiva se explica mediante la ascendencia comun, lo que
implica que las secuencias son homdlogas (49). Por lo tanto, al encontrar, mediante una revision
exhaustiva de la bibliografia vigente, una proteina abundante en contexto de infeccidn de un organismo
filogenéticamente cercano a P. salmonis que sea candidata como potencial antigeno de superficie se
puede buscar por alineamiento de secuencias las posibles proteinas homodlogas dentro de P. salmonis
para extraer un péptido antigénico adecuado para la generacion de futuras estrategias para el

diagndstico o tratamiento de SRS.

En resumen, la infeccién por P. salmonis, también conocida como SRS, representa un desafio
importante para la acuicultura de salménidos debido a las pérdidas econémicas y el impacto en el
bienestar animal que conlleva. En este contexto, surge la necesidad de desarrollar nuevas estrategias

de diagndstico y tratamientos eficaces para combatir esta enfermedad.

La presente investigacion se enfoca en el desarrollo de un disefio y expresion de péptidos antigénicos
abundantes en la superficie de P. salmonis durante la infeccidn. Para lograr este objetivo, se empleara
una combinacién de revision bibliografica y disefio in silico para identificar y seleccionar los péptidos
mas adecuados para su posterior expresion y evaluacion. La pregunta de investigacion que guia este
estudio es: ¢Es posible identificar, seleccionar y expresar péptidos antigénicos de P. salmonis que sean
abundantes en su superficie durante la infeccidn, utilizando una estrategia basada en la revision

bibliografica y el disefio in silico?



Ademas, el disefio racional de farmacos representa una estrategia innovadora en el desarrollo de
compuestos terapéuticos, aprovechando el conocimiento profundo del sistema en estudio para disefiar
especificamente moléculas con propiedades farmacolégicas deseadas. Sus ventajas incluyen el uso de
avances tecnoldgicos, como la informatica y técnicas experimentales avanzadas, lo que permite un
enfoque mds preciso y eficiente en la busqueda de nuevos farmacos (50). En este trabajo de tesis, el
disefo racional sera fundamental debido a su capacidad para optimizar la generacién de péptidos
antigénicos especificos de P. salmonis. El entendimiento detallado de las interacciones moleculares y
el uso de recursos informaticos avanzadas permite la seleccién mads precisa de péptidos con potencial
para generar anticuerpos especificos, agilizando asi el desarrollo nuevas herramientas para el
diagndstico y la prevencidén de SRS en la salmonicultura. Esto contribuiria a mejorar la salud de las

poblaciones de peces y a fortalecer la sostenibilidad de la industria acuicola.



2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1.Hipétesis cientifica

Péptidos inmunogénicos de superficie en contexto de infeccidon de P. salmonis pueden ser identificados
mediante revision bibliografica, disefiados in silico y expresadas en E. coli, como estrategia para el

futuro desarrollo de anticuerpos especificos para aplicaciones biotecnolégicas.

2.2.0bjetivo general

Generar un péptido inmunogénico de P. salmonis mediante un diseio racional que le permita ser un

candidato para el desarrollo de anticuerpos especificos.

2.3.0bjetivos especificos

2.3.1. Identificar y seleccionar un péptido antigénico especifico de P. salmonis mediante el analisis

comparativo de bases de datos y herramientas de biologia computacional.

2.3.2. Generar el péptido inmunogénico de superficie de P. salmonis mediante un sistema de expresidn
heterdlogo en E. coli para su preparacién para ser utilizado para el desarrollo de anticuerpos

especificos.



3.1.Materiales.

3.1.1.

3. MATERIALES Y METODOS

Tabla 1. Listado de bases de datos utilizadas.

Recursos bioinformaticos utilizados.

SnapGene

https://www.snapgene.com/

Nombre Identificador Referencia
NCBI https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ (43,51-66)
UniProtkB https://www.uniprot.org/ (47)
RefSeq de NCBI https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/ (67)
Tabla 2. Listado de programas y recursos bioinformaticos utilizados.
Nombre Identificador Referencia
BLAST https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi (46)
Clustal Omega | https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ (68)
Swiss-Model https://swissmodel.expasy.org/ (69-73)
Mol* Viewer https://molstar.org/viewer/ (74)

SnapGene® software (de Dotmatics;
disponible en snapgene.com)

3.1.2.

Plasmidos y cepas bacterianas utilizados.

Tabla 3. Listado de plasmidos y cepas bacterianas a comparar utilizados.

Plasmidos
Nombre Descripcidn Identificador
pUC57 Vector de clonamiento https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/Y14837.1
pFN18A Vector de expresion https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/186470146
Cepas de E. coli
Nombre Descripcion Referencia
XL10 Cepa de clonamiento (75)
BLR (DE3) pLysS Cepa de expresion (76)
C41 (DE3) Cepa de expresion (77)




3.2.Métodos.

3.2.1. Seleccidn péptido antigénico para construccion in silico de vector de clonamiento.

3.2.1.1. Busqueda bibliografica de proteinas de superficie abundantes en contexto de infeccion de

organismos filogenéticamente cercanos a P. salmonis.

Con el objetivo de buscar y seleccionar proteinas de superficie abundantes en contexto de infeccién de
organismos filogenéticamente cercanos a P. salmonis, se realizd una revisidn bibliografica en la base
de datos de NCBI (78). En esta busqueda fueron consideradas especies bacterianas cuya similitud de
secuencia del ADNr 16S con P. salmonis les permite ser consideradas filogenéticamente cercanas, en
base al estudio de Mauel M. J. et al. (1999), entre ellas encontramos a Coxiella burnetii, Legionella
pneumophila, Pseudomonas aeruginosa, Wolbachia persica y Francisella tularensis (53). También se
utilizé la secuencia del genoma de la cepa de referencia LF-89 de P. salmonis (ATCC VR-1361) para
obtener informacidn sobre sus proteinas (51). Ademas, se reviso la literatura sobre C. burnetii, L.
pneumophila y P. aeruginosa, identificdndose proteinas seroactivas, es decir las que estan presentes
en muestras de sueros sanguineos de animales infectados, y otras proteinas que pueden estar
implicadas en la patogenia de estas bacterias. Se prestaron especial atencion a las proteinas
relacionadas con procesos de invasidn y supervivencia intracelular, la motilidad celular y el tréfico
intracelular. Para la eleccion de las proteinas candidatas a comparar en el posterior analisis se utilizaron
las referencias mencionadas en la Tabla 1 de la base de datos de NCBI, las que fueron principalmente
seleccionadas en base a ser abundantes en contexto de infeccién del organismo, segun lo indicado en

los estudios revisados (Figura 1).

3.2.1.2. Identificacidon de las proteinas homadlogas en P. salmonis vy filtro por conservaciéon entre

especies.

A cada una de las proteinas seleccionadas mediante la revisidon bibliografica, se le hizo una
identificacion de sus secuencias aminoacidicas y de su ubicacidon subcelular en el organismo
correspondiente, a través de la busqueda en la base de datos UniProtKB (47) y de RefSeq de NCBI (67).
Luego, se realizd un filtro por su ubicacion (Figura 1), seleccionando las que estuvieran localizadas en
la membrana celular externa de cada organismo. Estas candidatas fueron sometidas a alineamiento
local de secuencias mediante la herramienta bioinformatica de BLAST (46) contra las proteinas ya

descritas de Piscirickettsia salmonis ATCC VR-1361 (taxid:1227812) con la base de datos de secuencias
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de proteinas no-redundantes (nr), con el objetivo de encontrar e identificar las posibles homdlogas en
P. salmonis en base a la similitud de secuencias y cobertura de los alineamientos obtenidos (Figura 1),
seleccionando la mejor coincidencia para cada una de las sometidas al analisis de acuerdo a los criterios

mencionados.

Al tener identificadas las posibles proteinas homdlogas de P. salmonis de aquellas de superficie
candidatas abundantes en contexto de infeccién de organismos filogenéticamente cercanos, se realizd
un segundo filtro en base a conservacidn (Figura 1) entre otros organismos mediante alineamientos
locales de secuencia de cada una por BLAST (46) con la base de datos de secuencias de proteinas nr,
contra los organismos filogenéticamente cercanos a P. salmonis, por un lado y, por otro lado, contra
toda la base de datos ofrecida por BLAST excluyendo al filo Proteobacteria (taxid:1224), considerandose
como organismos de cercania genética y que habita en entornos similares a P. salmonis, por lo tanto,

utilizdndose con el objetivo de buscar proteinas de organismos que no fuesen cercanos al organismo.

El filtro por conservacién se realizé mediante un anadlisis estadistico de los resultados obtenidos en
Blastp a través del recurso informdtico Microsoft Excel, obteniendo los valores de media, mediana,
valor mdximo y desviacién estandar de a lo mas 100 coincidencias para cada proteina analizada. Los
criterios para definir la conservacidn idonea de las proteinas utilizados fueron tener una media de
identidad de secuencia menor a 35% con un valor maximo menor a 45% de identidad para lo obtenido

en ambos Blastp realizados a cada una de ellas.

3.2.1.3. Modelamiento de las proteinas seleccionados post-filtro por conservacion e identificacion de

regiones expuestas al medio extracelular.

A las proteinas candidatas seleccionadas posterior al filtro por conservacién, se les realizaron
alineamientos multiples de secuencias mediante la herramienta Clustal Omega (68), contra proteinas
con similitudes altas encontradas en los analisis anteriores. Ademas, se model6é cada una de las
candidatas mediante la herramienta bioinformatica SWISS-MODEL (69-73) (Figura 1), para el analisis
de los dominios de cada proteina y su comparacion con las regiones conservadas en las secuencias
obtenidas por el alineamiento, para asi seleccionar la candidata mas idénea para el posterior analisis,

en base a sus dominios conservados y expuestos al medio extracelular por el organismo.
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3.2.1.4. Seleccion péptido antigénico de P. salmonis, construccidn y sintesis de pUC57 conteniendo la

secuencia nucleotidica del péptido seleccionado.

La proteina seleccionada se visualizé mediante el programa Mol* Viewer (74), para la identificacién de
los péptidos antigénicos expuestos al medio (Figura 1) y la extraccidén especifica de las secuencias
proteicas de estos para su incorporacion in silico en un vector de clonamiento pUC57, utilizando el
software SnapGene Viewer de Dotmatics (Figura 2). Finalmente, se sintetizé el plasmido resultante
(pUC57-L1) mediante la externalizacion del servicio al Centro de Sintesis Genético de GenScript Biotech

Corporation (Figura 2).

] —_—— -
Identificacion de - . Identificacién
_ organismos Literatura de — »| RefSeqde . Ani;?;;s;is::z:lpm ~—»=| regiones expuestas al
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E—
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en P. salmonis salmonis

Figura 1. Diagrama de flujo para el objetivo especifico 1.

Pasos metodoldgicos utilizados para el desarrollo del objetivo nimero 1. Procesos de color azul representan bases
de datos utilizadas y en color naranjo los recursos bioinformaticos utilizados.

*: Para identificar los organismos filogenéticamente cercanos a P. salmonis, se utilizé el estudio de Mauel M. J. et
al. (1999) (53).

3.2.2. Subclonamiento del péptido antigénico L1 desde vector de clonamiento pUC57 a vector de

expresion pFN18A.

3.2.2.1. Ensayo de diluciones de ADNp para estandarizacion en visualizacion por electroforesis en gel

de agarosa TAE.

Se realizaron ensayos de concentracién idonea de ADNp para su visualizacion por electroforesis en gel

de agarosa TAE utilizando como ADN el plasmido pFN18A (L)s. Se hicieron diluciones seriadas de
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pPFN18A (L)s con 0 ng, 157 ng, 314 ng, 628 ng, 942 ng, 1.256 ng, 1.570 ngy 2.198 ng de plasmido, en un
primer ensayo. Luego, en un segundo ensayo se utilizaron 0 ng, 79 ng, 157 ng, 236 ng, 314 ng, 471 ng,
628 ng, 785 ng y 942 ng de ANDp. Las diluciones fueron mezcladas con solucion colorante de carga de
gel de ADN para su posterior visualizacién con luz UV mediante un transiluminador UV con sistema de
documentacién de geles, luego de una electroforesis en gel de agarosa TAE 1,0%, utilizando como
marcador de peso molecular el Ladder AccuRuler 1Kb DNA RTU de Maestrogen, con un programa de

80 minutos a 80 V.

3.2.2.2. Preparacion de células E. coli XL10, BLR (DE3) pLysS y C41 (DE3) quimiocompetentes.

Se crecieron pre-indculos de E. coli XL10, BLR (DE3) pLysS y C41 (DE3) en 5 mL de medio Luria-Bertani
(LB) mas antibidtico de seleccion para cada cepa (100 pg/mL de ampicilina, 30 pg/mL de tetraciclina y
100 pg/mL de ampicilina, respectivamente) a 37°C en tubos cdnicos de centrifuga de 15 mL durante 18
horas. Luego, se diluyeron los cultivo en razén 1:100 en 20 mL de caldo LB mas antibidtico de seleccion
para cada cepa a 37°C en tubos cénicos de centrifuga de 50 mL hasta llegar a una densidad éptica a 600
nm (ODeoo) de 0,7 determinada por espectrofotometria en un lector de microplacas Tecan Nanoquant
Infinite M200 Pro. Después, se enfriaron los cultivos en hielo durante 10 min y se centrifugaron las
células a 10.015 x g por 10 min a 4°C, para descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 12,5
mL de CaCl; 0,1 M frio y estéril. Finalizando con una nueva centrifugacion a 10.015 x g por 10 min a 4°C,
para descartar nuevamente el sobrenadante y resuspender el pellet en 5 mL de CaCl; 0,1 M vy glicerol

al 10%. Las células quimiocompetentes se almacenaron a -80°C para el uso a posterior.

3.2.2.3. Propagacion de XL10 pUC57-L1 y XL10 pFN18A-10, seguido de purificacion de pUC57-L1B y
pFN18A-L1.

Para la transformacion de las células bacterianas con el vector de clonamiento, se agregaron 2 ul del
vector pUC57-L1 sintetizado por Genscript a una concentracion de 20 ng/uL a 100 uL de células E. coli
XL10 quimiocompetentes mezclando con golpes suaves al tubo de microcentrifuga. Se incubaron las
células con el ADNp en hielo por 30 minutos y se les dio un shock térmico por 45 segundos a 42°C en
un sistema de calentamiento en seco para bloques metdlicos (Thermo-block), inmediatamente
después, se transfirieron los tubos a hielo para dejar recuperando a las células del shock durante 15
minutos. Se agregaron 250 plL de medio LB a temperatura ambiente y se incubd durante 1 hora a 37°C.
Luego de la incubacidn, se realizé un cultivo de las células transformadas en placas de agar-LB con 100

ug/mL de ampicilina, utilizando 50 uL del caldo de células concentradas por centrifugacion a 726 x g
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por 8 minutos y a temperatura ambiente, las cuales fueron sembradas en césped. Las placas con células

transformadas se incubaron por 18 horas a 37°C.

Para corroborar la presencia del vector pUC57-L1 en las células transformadas se seleccionaron 5
colonias de cada placa y se realizé una reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) de punto final de
colonias utilizando 10 uM de los partidores pUC/M13 fwd (5-GGTTTTCCCAGTCACGAC-3') y pUC/M13
rev (5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3') flanqueantes al inserto de L1, utilizando la GoTaq G2 Green Master
Mix de Promega, en volimenes de reacciéon de 25 uL y con los siguientes parametros de ciclo: 13
minutos a 95°C; seguido por 35 ciclos de 30 segundos a 95°C, 6 segundos a 49°Cy 30 segundos a 72°C;
finalizando con 5 minutos a 72°C y tiempo ilimitado a 4°C previa utilizacion de los productos de PCR.
Luego, estos productos se sometieron a electroforesis en gel de agarosa TAE 2,0%, con un programa
de 90 V por 50 minutos y utilizando de marcador molecular el PCRBIO Ladder Ill de PCR Biosystems,
siendo visualizados con luz UV mediante un transiluminador UV con sistema de documentacion de

geles.

Cada colonia aislada seleccionada de cada placa se respaldd en placas agar-LB con ampicilina 100 pg/mL
y se transfirieron, al mismo tiempo, a tubos cdnicos de centrifuga de 50 mL con 15 mL de caldo LBy
ampicilina 100 pg/mL, los cuales fueron cultivados por 16 horas a 37°C. Se centrifugaron los cultivos a
4°C por 10 minutos a 10.015 x g, rescatando el pellet y desechando el sobrenadante. EIl ADNp se purificd
utilizando el kit Wizard Plus SV Minipreps DNA purification system. Brevemente, el pellet de células E.
coli XL10 pUC57-L1 se resuspendid en 250 ulL de solucidn de resuspension. Luego, se agregaron 250 pL
de solucién de lisis, homogenizando 4 veces por inversion, seguido de la adiciéon de 10 plL de proteasa
alcalina, mezclado por inversidn 4 veces e incubando la reaccidn de |la proteasa a temperatura ambiente
durante 5 minutos. Se agregaron 350 pL de solucién de neutralizacion y se homogenizé por inversién 4
veces mas. Se centrifugaron las soluciones a temperatura ambiente durante 10 minutos a 15.805 x g.
Se traspaso el sobrenadante resultante de la centrifugacion a columnas de recoleccion y se centrifugd
nuevamente a temperatura ambiente durante 1 minuto a 15.805 x g. Finalmente, se le realizé un lavado
a la columna de recoleccién con 250 pL de solucién de lavado y centrifugd a temperatura ambiente
durante 2 minutos a 15.805 x g. Se transfirié la columna de recoleccidon conteniendo el ADNp a un tubo
de microcentrifuga estéril de 1,5 mL y se agregaron 50 uL de agua libre de nucleasas precalentada a
65°C en un Thermo-block, centrifugando los tubos a temperatura ambiente durante 1 mina 15.805x g

y cuantificando el resultado de la purificacién a 260/280 nm mediante un lector de microplacas Tecan
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Nanoquant Infinite M200 Pro, utilizando como blanco de medicién la misma agua libre de nucleasas

precalentada utilizada en la purificacidn. Los ADNp purificados se almacenaron a -20°C.

Para el caso de la propagacion de XL10 pFN18A-L1 y purificacién de pFN18A-L1, se realizé el mismo
proceso detallado anteriormente pero la transformacién se hizo con 5 pL del producto de la ligacién
enzimatica de pFN18A (L)s con el inserto contenedor de la secuencia del péptido L1 (véase seccidn
3.2.2.6)y, para larevisidn de la integridad de la secuencia de L1 mediante PCR de punto final de colonias
y PCR de punto final (posterior a la purificacién del ADNp), se utilizaron 10 uM de los partidores T7
prom (5-TAATACGACTCACTATAGGG-3') y T7 ter (5'-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3'), utilizando la GoTaq
G2 Green Master Mix de Promega, en voliumenes de reaccién de 25 pL y con los siguientes pardmetros
de ciclo: 13 minutos a 95°C; seguido por 35 ciclos de 30 segundos a 95°C, 6 segundos a 52°C y 30
segundos a 72°C; finalizando con 5 minutos a 72°C y tiempo ilimitado a 4°C previo utilizacién de los
productos de PCR. Ademads, los productos del PCR de punto final de colonia se sometieron a
electroforesis en gel de agarosa TAE 2,0%, con un programa de 90 V por 60 minutos y utilizando de
marcador molecular el PCRBIO Ladder Ill de PCR Biosystems. Mientras que, los productos de PCR de
punto final post-purificacion de ADNp se sometieron a electroforesis en gel de agarosa TAE 1,0%, con
un programa de 80 V por 80 minutos y utilizando de marcador molecular el Ladder AccuRuler 1Kb DNA
RTU de Maestrogen. Siendo ambos geles de electroforesis visualizados con luz UV mediante un

transiluminador UV con sistema de documentacion de geles.

3.2.2.4. Amplificacidn, digestion y purificacion de L1 desde pUC57-L1B.

Se realizé por duplicado un PCR de punto final a pUC57-L1B con la utilizacién de 10 uM de los partidores
pUC/M13 fwd (5-GGTTTTCCCAGTCACGAC-3') y pUC/M13 rev (5-CAGGAAACAGCTATGAC-3'),
utilizando la GoTaq G2 Green Master Mix de Promega, en volimenes de reaccién de 25 pL y con los
siguientes parametros de ciclo: 13 minutos a 95°C; seguido por 35 ciclos de 30 segundos a 95°C, 6
segundos a 49°Cy 30 segundos a 72°C; finalizando con 5 minutos a 72°Cy tiempo ilimitado a 4°C previo
utilizacion de los productos de PCR. Visualizando los resultados de la amplificacion por electroforesis
en gel de agarosa TAE 2,0% con el PCRBIO Ladder Ill como marcador de peso molecular, en un
transiluminador UV con sistema de documentacion de geles con luz azul para no dafiar el ADN. Se
cortaron las bandas del gel correspondientes al producto de PCR con un bisturi y se disolvid en solucion
de unién de membrana en una razén de 1 mg de gel por 1 puL de solucién a 65°C en un Thermo-block

dentro de un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL, luego se siguid el siguiente protocolo de purificacion
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de ADN mediante el kit Wizard SV gel and PCR Clean-Up System de Promega: se transfirid la mezcla de
gel disuelto con el producto de PCR a una minicolumna SV ensamblada en una columna de recoleccién
y se incubé durante 1 min a temperatura ambiente, luego se centrifugd a 15.805 x g durante 1 min,
descartando el fluido acumulado en la columna de recoleccién; posteriormente, se realizé un lavado
de ADN unido a la minicolumna mediante la adicién de 700 ul de solucién de lavado de membranay la
centrifugacion a 15.805 x g durante 1 min, desechando el fluido recolectado, seguido de un segundo
lavado pero con 500 plL de solucién de lavado de membrana y centrifugacién a 15.805 x g durante 5
min, para una ultima centrifugacion sin fluido a 15.805 x g durante 1 min; finalmente, se realizé una
elucion de ADN transfiriendo la minicolumna con el ADN unido a un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL,
en donde se incubo por 1 min a temperatura ambiente con 50 pL de H,0 libre de nucleasas calentada
previamente a 65°C, para una ultima centrifugacién a 15.805 x g durante 1 min, obteniendo el ADN

purificado.

El ADN purificado mediante el protocolo mencionado anteriormente se cuantific6 mediante un lector
de microplacas Tecan Nanoquant Infinite M200 Pro y se sometié a una primera digestién enzimatica
simple durante 18 horas a 37°C de ~500 ng del producto de PCR purificado utilizando 10 U de Bgl/ll de
NEB en buffer de digestién NEBuffer™ 3.1 y un volumen de reaccién de 30 pL. Se purificaron los
productos de la digestion mediante el protocolo Wizard SV gel and PCR Clean-Up System,
enriqueciendo la columna de recoleccién con ambos productos de digestion. Al producto de la
purificacidn se le realizé una segunda digestién enzimatica simple durante 18 horas a 37°C de 25 L del
volumen obtenido en la purificacién, utilizando 10 U de Kpnl de NEB en buffer de digestion NEBuffer™
r2.1 y un volumen de reaccién de 30 uL. Finalmente, se purificaron los productos de la digestion
mediante el protocolo Wizard SV gel and PCR Clean-Up System enriqueciendo la columna de
recoleccidon con ambos productos de digestidon, se cuantificé el ADN obtenido mediante un lector de
microplacas Tecan Nanoquant Infinite M200 Pro y se almacend a -20°C para la posterior ligacion

enzimatica con pFN18A lineal sin inserto.

3.2.2.5. Ensayos de digestion de pFN18A (L)s y purificacion de pFN18A sin inserto.

Se realizaron 3 ensayos diferentes de digestidon enzimatica para pFN18A (L) s, pldsmido suministrado
por el Laboratorio de Gendmica Microbiana del Centro de Gendmica y Bioinformatica de la Universidad
Mavyor. El primero fue una digestién doble durante 18 horas a 37°C de 1.000 ng de pFN18A (L)s con 10

U de BamHI| y 10 U de Kpnl con el NEBuffer™ r2.1, utilizando un volumen final de reaccién de 20 uL
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enraizado con H,0 libre de nucleasas y comparando la digestion 1.000 ng de pFN18A (L)s sin digerir,
como control negativo. El segundo ensayo se realizé con los mismos parametros del primero, pero por
cuadriplicado y digerido por 40 min a 37°C. Finalmente, el tercer ensayo se realizé utilizando 2 controles
negativos de 1.000 ng y 2.000 ng de pFN18A (L)s sin digerir y se realizaron las siguientes digestiones:
1.000 ng pFN18A (L)scon 10 U BamHIy 10 U Kpnl, en NEBuffer™ r2.1 para un volumen final de reaccién
de 10 pL; 1.000 ng pFN18A (L)scon 10 U BamHI-HF y 10 U Kpnl-HF, en rCutSmart™ Buffer para un
volumen final de reaccién de 10 uL; 2.000 ng pFN18A (L)scon 10 U BamHI y 10 U Kpnl, en NEBuffer™
r2.1 para un volumen final de reaccién de 20 pL; 2.000 ng pFN18A (L)scon 20 U BamHIy 20 U Kpnl, en
NEBuffer™ r2.1 para un volumen final de reaccién de 20 pL; y 2.000 ng pFN18A (L)scon 20 U BamHI-HF
y 20 U Kpnl-HF, en rCutSmart™ Buffer para un volumen final de reaccion de 20 uL. Todas las enzimas y

buffer de digestidn utilizados provinieron de Bio England BioLabs (NEB).

Los 3 ensayos de digestiones enzimdaticas se sometieron a electroforesis en gel de agarosa TAE 1,0%
independientes, programadas por 110 minutos a 80 V y utilizando el marcador de peso molecular
Ladder AccuRuler 1Kb DNA RTU de Maestrogen. Los primeros dos ensayos se visualizaron y
fotografiaron en un transiluminador UV con sistema de documentacién de geles de una electroforesis
en gel con luz UV, mientras que el ultimo ensayo fue con luz azul, para no dafiar la integridad del ADN.
Las bandas de gel del dltimo ensayo de digestidén correspondientes a pFN18A (L)s sin inserto se cortaron
con un bisturiy se disolvieron en solucién de unién de membrana en una razén de 1 mg de gel por 1 L
de solucién a 65°C en un Thermo-block dentro de un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL, para luego
purificar el ADN contenido en la mezcla mediante el protocolo de purificacién Wizard SV gel and PCR
Clean-Up System de Promega (véase seccion 3.2.2.4). Se cuantificd la concentracion del producto de la
purificacién a 260/280 nm mediante un lector de microplacas Tecan Nanoquant Infinite M200 Pro y se
almacend ADN a -20°C para su posterior uso en la ligacidn enzimatica con inserto que codifica para la

secuencia del péptido L1.

3.2.2.6. Ligacidn enzimatica de L1 con pFN18A para propagacion y purificacion.

Se realiz6 una ligacidon enzimatica durante 18 horas a temperatura ambiente del producto de la
purificacién del vector pFN18A (L)s sin inserto y del producto de la purificacion del inserto que codifica
para la secuencia del péptido L1, utilizando 50 ng del vector y 16 ng del inserto, en un buffer de ligacion
de ADN T4 de NEB con 1 uL de ADN ligasa T4 de NEB y un volumen de reaccién final de 20 uL. La reaccion

de ligacidn se inactivé a 65°C por 10 min. Finalmente, se realizé la transformaciéon de células
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guimiocompetentes E. coli XL10 con 5 pL del producto de la ligacién enzimatica (véase seccidén 3.2.2.3),

para la posterior propagacion de colonias y purificacion del constructo.

Después de la propagacion de E. coli XL10 pFN18A-L1 y purificacion de pFN18A-L1 (véase seccidn
3.2.2.3), se realizé una electroforesis en gel de agarosa TAE 1,0% con los resultados de la purificacidn
de ADNp de pFN18A-L1y de pUC57-L1, con el objetivo de comprobar la integridad de los plasmidos. La
electroforesis se programd a 80 V durante 80 min y se utilizé como marcador de peso molecular el
Ladder AccuRuler 1Kb DNA RTU de Maestrogen, siendo el resultado de la electroforesis visualizado y

fotografiado con luz UV mediante un transiluminador UV con sistema de documentacion de geles.

3.2.2.7. Secuenciacion de resultados de purificados de propagaciéon de pFN18A-L1.

Se realizd la secuenciacion de los productos de la purificacion de pFN18A-L1 utilizando el servicio
externo del Centro de Secuenciacién Automatica de ADN de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile
(Figura 2), donde se utilizé la tecnologia ABI PRISM 3100 para secuenciar 5 plasmidos pFN18A-L1
utilizando los partidores Halo fwd (5-GGTCTGAATCTGCTGCAAGAAG-3') y T7 ter (5'-
GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3'). Se analizaron y compararon las secuencias nucleotidicas obtenidas de la
secuenciaciéon mediante la herramienta bioinformatica SnapGene, realizando alineamiento multiples

de las secuencias con Clustal Omega proporcionado por SnapGene.

3.2.3. Ensayos de expresion del péptido antigénico L1 y seleccion de cepa bacteriana de expresion.

3.2.3.1. Transformacion de cepas bacterianas de expresién con plasmido pFN18A-L1.

Para la transformacion de las cepas de expresion con los vectores de expresion (Figura 2), se agregaron
2 L del plasmido pFN18A-L1 o con 2 pL de plasmido pFN18A-Halo, en ambos casos se utilizé una
concentracién de 20 ng/uL agregados a 100 pL de cada célula (E. coli BLR (DE3) pLysS y C41 (DE3))
guimiocompetente mezclando con golpes suaves al tubo de microcentrifuga. Se incubaron las células
con el ADNp en hielo por 30 minutos y se les dio un shock térmico por 45 segundos a 42°C,
inmediatamente después, se transfirieron los tubos a hielo para dejar recuperando a las células del
shock durante 15 minutos. Se agregaron 250 uL de medio LB a temperatura ambiente y se incubd
durante 1 hora a 37°C. Luego de la incubacién, se realizé un cultivo de las células transformadas en
placas de agar-LB con 100 ug/mL de ampicilina, utilizando 50 pL del caldo de células concentradas por

centrifugacidn a 736 x g por 8 minutos y a temperatura ambiente. Las placas con células transformadas
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se incubaron por 18 horas a 37°C, obteniéndose 3 placas transformadas de: BLR (DE3) pLysS con

pFN18A-L1, BLR (DE3) pLysS con pFN18A-Halo y C41 (DE3) con pFN18A-L1.

El vector de expresién pFN18A-Halo fue suministrado por el Laboratorio de Gendmica Microbiana del

Centro de Gendmica y Bioinformatica de la Universidad Mayor.

3.2.3.2. Ensayos de expresion de L1 en BLR (DE3) pLysS pFN18A-L1 y C41 (DE3) pFN18A-L1.

Para el ensayo de expresion de L1 en BLR (DE3) pLysS pFN18A-L1, se cultivaron 2 colonias de la placa
de transformacién de BLR (DE3) pLysS con pFN18A-L1 en 2 tubos cénicos de centrifuga de 15 mL
diferentes para cada colonia con 5 mL de caldo LB y 30 pg/mL de tetraciclina durante 18 horas a 37°,
para ser utilizados como pre-inéculos para los cultivos de expresidn. De cada cultivo de pre-inoculo se
extrajeron 450 uL parainocular dos tubos cénicos de centrifuga de 50 mL diferentes con 15 mL de caldo
LBy 30 ug/mL de tetraciclina, para alcanzar un 3,0% de volumen de células del cultivo final. Cada cultivo
se incubd a 37°C hasta llegar a una ODego de 0,7 determinada por espectrofotometria en un lector de
microplacas Tecan Nanoquant Infinite M200 Pro. A los 2 cultivos realizados se les extrajo un volumen
de 1 mL al inicio de la incubacidn, el cual fue denominado testigo tiempo 0 (TO) y a uno de los dos
cultivos por colonia se le indujo la expresién de proteinas con IPTG 1 mM, obteniéndose dos cultivos
inducidos y dos sin inducir (Sl), de los cuales uno de cada uno se dividid en dos tubos distintos para ser
cultivados en condiciones diferentes, uno a 37°Cy el otro a 20°C. Luego, con el cultivo bacteriano de
cada tubo, se extrajeron de cada cultivo volimenes de testigo de 1 mL a la hora de incubacién (T1), a3

horas de incubacién(T2) y a 18 horas (T3) de cultivo.

A cada testigo extraido de los cultivos se les hizo un tratamiento de centrifugacidon a 16.642 x g por 5
min a 4°C, para descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 500 uL de PBS, repitiendo el
proceso de lavado una vez mas de la misma forma. Finalmente, a cada testigo se resuspendié en 500
pL de PBS y se les realizd una sonicaciéon con 6 ciclos de 1 seg de ultrasonido y 3 seg de reposo con un
sonicador ultrasdnico a baja frecuencia (~40 kHz), se les realizé una centrifugacion a 16.642 x g por 10
min a 4°C y se recuperd el sobrenadante para ser almacenados a 4°C previo visualizacién de los
resultados mediante electroforesis SDS-PAGE. Los sobrenadantes recuperados finales son

denominados fraccién proteica de la expresion (FPE).

En el caso del ensayo de expresién de L1 en C41 (DE3) pFN18A-L1, se realizd el mismo proceso detallado

anteriormente pero solo una colonia fue evaluada la expresién en crecimiento solo a 20°C. Mientras
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que, para los controles de expresién de Halo en BLR (DE3) plLysS pFN18A-Halo, se realizd el mismo
proceso que se hizo con BLR (DE3) pLysS pFN18A-L1, pero solo se tomaron voliumenes de testigo de 1

mL al tiempo Oy a las 18 horas de cultivo (TO y T3).
3.2.3.3. Visualizacidn de los ensayos de expresion proteica por electroforesis SDS-PAGE.

A cada FPE para cada condicion y segun los requerimientos de cada gel de poliacrilamida que se realizo,
se le extrajo 9 plL y se agregd en un tubo de microcentrifuga de 0,6 mL con 1 uL del ligando HaloTag
Alexa Fluor 488 de Promega, siendo incubada la reaccién de ligacién de Halo Tag con Alexa Fluor
durante 15 min a temperatura ambiente y en total oscuridad. Luego, se mezclaron las incubaciones con
buffer de carga SB para SDS-PAGE y nuevamente se incubaron por 10 min a 95°C. Finalmente, las FPE
tratadas se sometieron a electroforesis segln las especificaciones de condiciones de cada gel de
poliacrilamida preparado, por 150 minutos a 120 V, utilizando el marcador de peso molecular
PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus de Thermo Scientific. Cada gel se visualizé y fotografiado
con luz azul mediante un transiluminador UV con sistema de documentacion de geles, para luego, ser
tefiidos con tratamiento de solucidon de azul de Coomassie durante 18 horas y posterior retiro del
exceso de tincién con solucién de destincién de 40% metanol y 10% acido acético, ambos tratamientos
con agitacion en un agitador de bandeja, para asi ser visualizados y fotografiados con luz blanca

mediante un transiluminador UV con sistema de documentacion de geles (Figura 2).

Construccion in silico Subclonaje de L1 en Ensayos de expresion
vector pUC57 con —»=| vector de expresion ~—»=| dellenE. coliBLR
péptido inmunogenico pFN18A (DE3) pLysS
+ No coincide con lo esperado \
Y

Secuenciacion Ensayos de expresion
SnapGene PDNAs** ,—m deLlenE. coliBLR
(DE3) c41
l Si coincide con lo esperado
Sintesis vector de Transformacién de Analisis de resultados
clonamiento — cepas de expresion de expresién en
pUCS7-L1* con pFN18A-L1 SDS-Page

Figura 2. Diagrama de flujo para el objetivo especifico 2.

Pasos metodoldgicos utilizados para el desarrollo del objetivo nimero 2. Procesos de color naranjo representan
los recursos bioinformaticos utilizados.

*: La sintesis del vector de clonamiento pUC57-L1 fue realizado mediante externalizaciéon del servicio por
Genscript.
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**: La secuenciacion de los plasmidos obtenidos fue realizada mediante externalizacion del servicio por el Centro
de Secuenciacién automatica de ADN de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile.
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4. PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1.1dentificacion de proteinas de superficie abundantes en contexto de infeccion de P. salmonis por

homologia y seleccién de sus péptidos antigénicos

4.1.1. Seleccidon de proteinas de superficie abundantes en contexto de infeccion de organismos

filogenéticamente cercanos a P. salmonis mediante busqueda bibliografica.

4.1.1.1. Piscirickettsia salmonis

A través de la revisidn en la literatura existente sobre P. salmonis, se logré encontrar que mediante la
secuenciacion del genoma de la cepa de referencia LF-89 de P. salmonis (ATCC VR-1361) se obtuvo un
genoma contenido en un cromosoma circular de 3.184.851 pb y en tres plasmidos, pPSLF89-1 (180.124
pb), pPSLF89-2 (33.516 pb) y pPSLF89-3 (51.573 pb). Con un total de 2.850 genes que codifican
proteinas, 56 ARNt y seis copias del ARNr 55-165-23S (51). Segun el andlisis de cercania filogenéticas
tomando en cuenta la similitud de la secuencia del ADNr 16S de P. salmonis realizado por Mauel M. J.
etal. (1999), se obtiene que los organismos mas cercanos son Coxiella burnetii, Legionella pneumophila,
Pseudomonas aeruginosa, Wolbachia persica y Francisella tularensis con similitudes de 89,5%, 89,2%,

86,8%, 86,5% y 86,3% respectivamente (53).

4.1.1.2. Coxiella burnetii

C. burnetii es una Gram negativa con un ciclo de vida bifdsico que consta de una variante de células
pequefias ambientalmente estables y una variante de células grandes replicativas de aproximadamente
0,3y 2,0 um de tamafio, respectivamente. Esta bacteria se replica dentro de una vacuola parasitéfora
en monocitos/macréfagos eucariontes in vivo y produce un sistema de secrecidn tipo IVB (T4BSS) que
secreta proteinas efectoras en la célula hospedera para controlar numerosos eventos de infeccién. C.
burnetii es un patégeno intracelular obligado que causa fiebre Q aguda y crénica (54). Entre los trabajos
revisados para la busqueda de proteinas de superficie abundantes de microorganismos relacionados
filogenéticamente a P. salmonis, destaca el estudio de Deringer, J. R. et al. (2011) donde se identificaron
9 proteinas seroactivas de C. burnetii Nine Mile, para las cuales siete de ellas mostraron buena
reactividad con sueros inmunes, CBU0932 (glicerol quinasa), CBU1241 (malato deshidrogenasa),
CBU1396 (succinato-CoA ligasa), CBU1385 (EF-Ts), CBU0299 (Ribonucleasa PH), CBUO750 (arabinosa-5-
fosfato isomerasa) y CBU0103 (peptidasa, familia M20A), mientras que por otro lado se detectaron dos

con reactividades bajas, CBU0140 (proteina de divisién celular FtsA) y CBU0858 (NAD* sintasa
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dependiente de glutamina). CBU1290 (DnaK) pertenece a la familia de proteinas de choque térmico 70
(Hsp70) y esta altamente conservada dentro de los organismos procariontes y eucariontes. Hsp70
funciona como chaperona molecular y en el transporte de proteinas a través de membranas. DnaK
puede estar asociado a la membrana en bacterias patdgenas y participa en la unidn a la superficie de
la célula hospedera, facilitando la invasién celular (56). CBU1260 (OmpA) fue identificada como la
primera invasina de Coxiella, el dominio transmembrana previsto de CBU1260 es tipico de la familia de
la proteina A de membrana externa (OmpA), la cual se encuentra en varias bacterias y media la
adhesion y/o internalizacion dentro de las células hospederas (57). En el estudio de Zhang, G. et al.
(2004) se clonaron e identificaron los antigenos inmunodominantes de C. burnetii, identificAndose 2
proteinas clonadas previamente (Com1y Hsp60) y 18 proteinas inmunorreactivas nuevas en su tiempo.
La mayoria de los genes clonados codificaban proteinas potencialmente expuestas a la superficie y se
identificd un Unico gen del sistema de secrecidn tipo IV, lcmG (ORF 02827) (58), que mediante la

busqueda en la base de datos de UniProt se pudo identificar como CBU1626.

Mediante la busqueda de la ubicacion subcelular de cada proteina mencionada anteriormente
mediante la base de datos de UniProt, se obtiene que CBU1290 (DnaK) y CBU1260 (OmpA) se pueden
encontrar en la membrana externa de C. burnetii, mientras que CBU1626 (IlcmG) es una proteina

transmembrana (Tabla 4).

4.1.1.3. Legionella pneumophila

L. pneumophila es el patégeno causante de neumonia aguda (legionelosis), enfermedad extrapulmonar
(pericarditis o endocarditis) y la fiebre de Pontiac. Las especies de Legionella son Gram negativas con
forma de bacilo y residen en la superficie o en el agua potable, transmitiendo la enfermedad a humanos
mediante aerosol, generalmente. Estas bacterias se multiplican intracelularmente en macréfagos
alveolares. Los neutréfilos y monocitos reclutados, como también las enzimas bacterianas, producen

una inflamacién alveolar destructiva (59).

Las proteinas asociadas a la membrana externa (del inglés, Outer Membrane Associated Proteins,
OMAP) son actores importantes en la adhesion de patdgenos, la comunicacion, la deteccion ambiental,
la transduccidn de sefiales y la virulencia. En el estudio de Aurass, P., et al. (2016) se identificaron las
diez OMAP mas abundantes, de las cuales aproximadamente un 70% estdn presentes en en L.
pneumophila. Cinco de ellas, LPG0791 (Mip), LPG1841 (Com1), LPG0844 (Ttg2D), LPG0712 (YjeA) y

LPG1571 (TolB), se identificaron en cantidad comparable en E/PE (fase exponencial/fase post-
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exponencial) y las otras cinco fueron E-up (proteinas mas abundantes en la fase exponencial), como
LPG0570 (OmpH), LPGO123 (DsbA), LPG0298 (SurA), LPG1331 (HtrA) y LPG1765 (LolA). Este grupo
incluye un serie de proteinas de membrana externa ya conocidas y/o predichas (por medio de LocateP)
y todas contienen un péptido sefial de la sefal predicha de la peptidasa | (SPI). La OMAP mas abundante
detectada fue la chaperona OmpH de tipo prefoldina, que también es conocido como Skp (LPG0507)
(61). LPG1974 es la proteina principal de membrana externa de L. pneumophila que ha demostrado
notables homologias en la longitud de la secuencia primaria y en la identidad de muchos aminodcidos
con el canal anidnico dependiente de voltaje de mitocondrias humanas (VDAC1 humano, porina 31HL).
Los genes que codifican proteina similares a eucariotas permiten ayudar a L. pneumophila en su
adaptacion al hospedador eucariota. LPG1974 forma poros dependientes de voltajes y selectivos de
aniones similares a los poros formados por hVDAC1, sugiriendo también, que LPG1974 es un homdlogo

estructural y funcional de hVDAC1 (62).

A través de la busqueda de la ubicacion subcelular por la base de datos UniProtkB de cada una de las
proteinas mencionadas, se proponen como candidatas a LPG0791 (Mip), LPG1841 (Com1), LPG0O507
(Skp) y LPG1974, debido a que estan clasificadas como proteinas de membrana externa de L.

pneumophila (Tabla 4).

4.1.1.4. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa es una de las principales causas de las infecciones nosocomiales, incluida la neumonia
adquirida en el hospital (HAP), infecciones del torrente sanguineo, del tracto urinario, heridas y
guemaduras (63). Este organismo es una gamma-proteobacteria Gram negativa ubicua
metabdlicamente versatil que prospera en el suelo y los habitats acudaticos. De los muchos factores de
virulencia empleados por P. ageruginosa para causar enfermedades, el que atrae mas la atencidn es el
sistema de secrecion tipo Il (T3SS) debido a su ubicuidad en los aislados clinicos y su vinculo
epidemioldgico de causar peores resultados clinicos y mayor tasa de mortalidad en humanos (63,64).
En el estudio de Crouzet, M., et al. (2017) se cuantificaron 12 OMAP, las cuales la mayoria se acumuld
en exceso en células unidas. Entre ellas, PA1178 (OprH) aumenta la estabilidad de las membranas
externas de P. aeruginosa al interactuar directamente con el lipopolisacarido y PA2853 (Oprl) se
adhiere a las células epiteliales de la traquea y el intestino delgado de pollos. El resto de las proteinas
cuantificadas fueron PA0291 (OprE), PA0833, PA1041, PA1777 (OprF), PA2760, PA3647, PA3790 (OprC),
PA3819 y PA4974 (OmpH) (66).
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Mediante la busqueda de cada una de las proteinas en UniProt, se obtuvo que las candidatas para

analisis son PA0291, PA1178, PA1777, PA2853, PA3819, PA3790 y PA4974, de acuerdo con la

informacidn que esta disponible sobre la ubicacion subcelular de cada una de ellas (Tabla 4).

Tabla 4. Listado de proteinas abundantes en contexto de infeccién bacteriano de organismos filogenéticamente
cercanos a P. salmonis comparando la ubicacion subcelular de cada proteina.

Organismo ::)::lb;:d:iado 3:;:2' Nombre recomendado (Anotacién UniRule) Ubicacién subcelular (UniProt) Componente celular (Anotaciéon GO)
Coxiella burnetii CBU0932 Q83D14  Glicerol quinasa No disponible Citosol (GO:0005829)
Coxiella burnetii CBU1241 Q83C87  Malato deshidrogenasa No disponible No disponible
Coxiella burnetii CBU13% P53501 Succin_ato-CoA ligasa (formador de ADP), No disponible Complejo succinato-CoA ligasa, formador
subunidad alfa de ADP (G0:0009361)
Coxiella burnetii CBU1385 Q9X5U9  Factor de elongacion Ts (EF-Ts) Citoplasma Citoplasma (G0O:0005737)
Coxiella burnetii CBU0299 Q83EL9  Ribonucleasa PH No disponible No disponible
Coxiella burnetii CBUO0750 Q83DI1  Arabinosa-5-fosfato isomerasa No disponible No disponible
Coxiella burnetii CBU0103 Q83F46  Peptidasa, familia M20A No disponible No disponible
Coxiella burnetii CBUO0140 Q83F13  Proteinade division celular FtsA Membrana celular interna Sitio de division celular (GO:0032153)
Lado citoplasmatico de la membrana
plasmatica (GO:0009898)
Coxiella burnetii CBUO0858 Q83D82  NAD(+) sintasa dependiente de glutamina  No disponible Citoplasma (GO:0005737)
Coxiella burnetii CBU1290 087712  Proteina chaperona DnakK Citoplasma Citosol (G0O:0005829)
Membrana celular Membrana plasmatica (GO:0005886)
Coxiella burnetii CBU1260 Q83C69  Proteina no caracterizada CBU_1260 (OmpA) Membrana celular externa Membrana celular externa (GO:0009279)
Coxiella burnetii CBU1626 Q83B87  IcmG (Sistema de secrecion tipo V) Transmembrana Membrana (GO:0016020)
Legionella pneumophila LPG0791 Q5ZXE0  Proteina de membrana externa MIP Membrana celular externa Membrana celular externa (GO:0009279)
Legionella pneumophila LPG1841 Q5ZUF7  Proteina de membrana externa de 27 kDa No disponible No disponible
Legionella pneumophila LPG0844 Q5ZX88  Proteina de tolerancia al tolueno Ttg2D No disponible No disponible
Legionella pneumophila LPGO712 Q5ZXL9  Similar a endo-1,4-beta-xilanasa No disponible No disponible
Legionella pneumophila LPG1571 Q5ZV69  Proteina del sistema Tol-Pal TolB Periplasma Espacio periplasmico (GO:0042597)
Legionella pneumophila LPG0123 Q52Z88  Proteina de intercambio tiol:disulfuro Periplasma Espacio periplasmico (GO:0042597)
Legionella pneumophila LPG0298 Q5ZYR3  Chaperona SurA Periplasma :Z:Lor;zﬂeilf;mn;C?Gf:ggé;:;)por
Legionella pneumophila LPG1331 Q5zvVv9 ZeDr;r;T)endoproteasa periplasmatica similiar Periplasma Espacio periplasmico (GO:0042597)
Legionella pneumophila LPG1765 Q5zZuMs Proteina transportadora de lipoproteinas de Periplasma Espacio periplasmico (GO:0042597)
membrana externa
Legionella pneumophila LPG0507 Q52Y65  Proteina OmpH de membrana externa (Skp) No disponible No disponible
Legionella pneumophila LPG1974 Q5ZU34  Proteina principal de membrana externa No disponible No disponible
Pseudomonas aeruginosa  PA1178 G3XD11 ey pretelin dehmembrana externa Hl No disponible Membrana celular externa (GO:0009279)
inducible en bajo Mg’
Pseudomonas aeruginosa  PA2853 P11221  Lipoproteina principal de membrana externa Membrana celular externa Membrana celular externa (GO:0009279)
Ancla lipidica Membrana externa (GO:0019867)
Pseudomonas aeruginosa  PA0291 G3XDAS :z;:]ra;siec;nn:;?:;a;;;xtema TEteEkE No disponible Membrana externa (GO:0019867)
Pseudomonas aeruginosa  PA0833 QOI5A7 g::t:Ama que contiene un dominio similara No disponible Membrana (GO:0016020)
Pseudomonas aeruginosa  PA1041 Q91473 Proteina de membrana externa probable No disponible Membrana (G0:0016020)
Pseudomonas aeruginosa  PA1777 P13794  Proteina de membrana externa F Membrana celular externa Membrana celular externa (GO:0009279)
Proteina de membrana multipaso Membrana externa (GO:0019867)
Complejo de poros (GO:0046930)
Pseudomonas aeruginosa  PA2760 Q91083 Proteina de membrana externa probable No disponible Membrana (GO:0016020)
Pseudomonas aeruginosa  PA3647 Q9HXY5  Proteina similara Skp No disponible Espacio peripldsmico delimitado por
membrana externa (GO:0030288)
Pseudomonas aeruginosa  PA3790 G3XD89 ercizzrdeeon:g'nbrana SXealiaianbols Membrana celular externa Membrana celular externa (GO:0009279)
Pseudomonas aeruginosa  PA3819 Q9HXI3 ::::ai“ae?auzeccg)lri\;:;e;’iﬂdomlnlo = No disponible Membrana externa (GO:0019867)
Pseudomonas aeruginosa  PA4974 G3XCK3  Proteina canal TolC No disponible Membrana externa (GO:0019867)

Se utilizé la base de datos de UniProtKB para la busqueda de la informacion obtenida para cada proteina.
Resaltado en naranjo, las coincidencias idéneas para cada proteina analizada.
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4.1.2. Seleccidn de antigenos de superficie de P. salmonis por homologia de proteinas abundantes

en contexto de infeccidn de organismos filogenéticamente cercanos

4.1.2.1. Busqueda de proteinas abundantes en contexto de infeccion por homologia en P. salmonis

mediante alineamiento local de secuencias proteicas

Con el objetivo de buscar el grado de similitud de cada proteina candidata se realizaron alineamientos
locales de sus secuencias aminoacidicas contra las secuencias de proteinas ya descritas de
Piscirickettsia salmonis ATCC VR-1361 (taxid:1227812) mediante la herramienta Blastp utilizando la
base de datos de secuencias de proteinas no-redundantes (nr) y todos los demas valores por defecto,

reflejdndose los resultados en la Tabla 5.

En el caso de las proteinas de C. burnetii, se obtuvieron dos emparejamientos o coincidencias en P.
salmonis de 76,77% y 76,31% de identidad con cobertura de 99% para CBU1290 o la chaperona
molecular DnaK; cuatro coincidencias de 25,10%, 23,53%, 25,30% y 24,90% de identidad con 100% de
cobertura, una coincidencia de 26,59% de identidad con 69% de cobertura y dos coincidencias de
31,94% vy 36,11% de identidad con un 24% de cobertura para CBU1269; cinco coincidencias de 26,32%,
41,18%, 41,51%, 41,51% y 22,30% de identidad con coberturas de 44%, 20%, 21%, 21% y 55%,

respectivamente, para CBU1626 o lcmG del sistema de secrecion tipo IV de C. burnetii.

Por otro lado, para las proteinas de L. pneumophila, se obtuvieron dos coincidencias para LPG0791 o la
proteina de membrana externa MIP, correspondientes a proteinas con 38,40% de identidad y 99% de
cobertura y, para el caso de la proteina LPG1841, se obtuvieron tres coincidencias de 35%, 96%, 35%,

53%y 27,53% de identidad con coberturas de 81%, 81% y 92%, respectivamente.

Finalmente, en los alineamientos locales de las proteinas de P. aeruginosa contra P. salmonis, se obtuvo
para la proteina PA1777 u OprF, dos coincidencias de 28,95% de identidad y 97% de cobertura, una
coincidencia de 30,09% de identidad y 32% de cobertura, y otra coincidencia de 29,70% de identidad
con un 28% de cobertura; para PA3819 o proteina que contiene el dominio de cremallera de glicina
2TM, se obtuvieron dos coincidencias de 34,41% y 33,33% de identidad con 51% de cobertura; para
PA4974 o TolC, se obtuvieron dos coincidencias con cobertura de 89% e identidad de 32,26% y 31,34%,
y dos coincidencias con cobertura de 93% e identidad de 28,16% y 27,72%.

En los casos de las proteinas LPG0507 y LPG1974 de L. pneumophila, como también para las proteinas

PA1178, PA2853, PA0291 y PA3790 de P. aeruginosa, no se encontraron similitudes significativas
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mediante sus alineamientos locales mediante Blastp contra P. salmonis y con los pardmetros

establecidos, por lo tanto, se descartaron de la seleccién.

Tomando en consideracidon todas las coincidencias obtenidas y mencionados anteriormente, se
seleccioné la proteina de P. salmonis mas idénea como potencial homdloga para cada proteina
comparada, tomando como referencia los valores de porcentaje de identidad, cobertura, puntaje
maximo y E-value, como calificativos de idoneidad. Las proteinas seleccionadas de P. salmonis para un
posterior anadlisis (Tabla 5, filas resaltadas en color naranjo) son la chaperona molecular DnakK-
(WP_016210369.1), la proteina barril-beta de membrana externa (WP_016209892.1), la proteina
hipotética (WP_016209681.1), la isomerasa cis-trans de peptidil-propil tipo FKBP (WP_017376766.1),
la proteina de la familia DsbA (WP_016210800.1), la proteina de la familia OmpA (WP_017376173.1),
la proteina de superficie de la familia RT0821/Lpp0805 (WP_027242773.1) y la proteina de membrana
externa de la familia TolC (WP_032126547.1).
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Tabla 5. Resultados alineamiento local de secuencias proteicas por Blastp contra P. salmonis de las proteinas de
superficie abundantes en contexto de infeccion de C. burnetii, L. pneumophila y P. aeruginosa.

Proteina de referencia de otros organismos Proteinas de Piscirickettsia sali is obtenidas del ali iento de secuencias
Nombre de locus NCBI Reference Nombre recomendado NCBI Reference . Puntaje Cobertur Porcentaje Longitud de
o i Nombre descriptivo (NCBI) s E-value . L,
ordenado Sequence (RefSeq) (Anotacién UniRule) Sequence (RefSeq) maximo a identidad accesién
CBU1290 WP_005770882.1  Proteina chaperona DnaK [[\WP_016210369.1* Chaperona molecular Dnak 984,0 99% 0,0 76,77% 644
\WP_017378060.1 Chaperona molecular Dnak 979,0 99% 0,0 76,31% 644
CBU1260 WP_010958108.1 Proteil cterizad WP_0162 2.1%* P i il-|
i roteina no caracterizada 01620989 roteina barril-beta de 60,5 100% BOE-12  2510% P08
CBU_1260 (OmpA) membrana externa
\WP_026063589.1  Proteina barril-beta d
- roteina barrii-beta de 562 100% 2,010  23,53% 208
membrana externa
\WP_017377000.1 Proteina barril-beta d
- roteina barri-beta de 454 100%  LOE-06  25,30% 189
membrana externa
BVP_016209896.1  Proteina barril-beta de
- 42,4 100% 1,0E-05 24,90% 189
membrana externa
\WP_017377818.1  Proteina barril-beta d
- roteina barri-beta de 393 69%  10E-04  2659% 214
membrana externa
WP_016210293.1* Proteinade t rte d
- roteina de transporte de 385  24% 40604  31,94% 426
proteinas de membrana
BVP_017377245.1  Proteina de transporte de
, 38,5 24%  4,0E-04  36,11% 426
proteinas de membrana
CBU1626 WP_010958333.1  lcmG (Sistema de \WP_016209681.1  Proteina hipotética 55,1 44% 1,0E-09  26,32% 326
secrecion tipo IV) [BVP_027242630.1  Proteina hipotética 52,0 20% 1,0E-08  41,18% 326
[BVP_017378269.1 Proteina hipotética 51,6 21% 1,0E-08 41,51% 301
WP_016209971.1*  Proteina hipotética 51,6 21% 2,0E-08  41,51% 301
\WP_027242653.1 Proteina hipotética 50,4 55% 4,0E-08 22,30% 308
LPGO0791 WP_011213317.1 Proteinad b \WP_017376766.1 | is-t d
' roteina de membrana ' som.er‘asa CIS- r‘ans e 1720 99% SO0E-54  38,40% 259
externa MIP peptidil-prolil tipo FKBP
\WP_016210710.1 Isomerasa cis-trans de
- L o 170,0 99% 2,0E-53 38,40% 259
peptidil-prolil tipo FKBP
LPG1841 WP_010947567.1 Proteina de membrana WP_016210800.1* Proteina de la familia DsbA 110,0 81% 2,0E-29 35,96% 275
externa de 27 kDa \WP_017376827.1  Proteina de la familia DsbA 109,0 81% 3,0E-29  35,53% 275
\WP_027242548.1 Proteina de la familia DsbA 102,0 92% 5,0E-27 27,53% 250
LPG0507 WP_010946255.1 Proteina OmpH d Sin similitud N/A
' roteina OmpH de 'lns'lr'ml‘u / N/A N/A N/A N/A N/A
membrana externa (Skp) |[significativa
LPG1974 WP_010947690.1 Proteil incipal d Sin similitud N/A
' roteina principal de }n §|m| |‘u / N/A N/A N/A N/A N/A
membrana externa significativa
PA1178 WP_003082431.1 PhoP/Qy proteina de L N/A
Sin similitud
membrana externa H1 o N/A N/A N/A N/A N/A
. K R o significativa
inducible en bajo Mg
PA2853 WP_003090944.1  Li teil incipal de  [|Sin similitud N/A
' ipoproteina principal de 'lns'lr'm |4u / N/A N/A N/A N/A N/A
membrana externa significativa
PA0291 WP_003084265.1 Porina de membrana o N/A
) . Sin similitud
externa inducida . N/A N/A N/A N/A N/A
e significativa
anaerébicamente OprE
PA1777 WP_003087843.1  Proteina de membrana \WP_017376173.1*  Proteina de la familia OmpA 106,0 97% 5,0E-27  28,95% 326
externa F \WP_122940232.1 Proteina de la familia OmpA 106,0 97% 6,0E-27 28,95% 326
WP_016209425.1 Proteina de la familia OmpA 52,0 32% 1,0E-08 30,09% 213
\WP_017377882.1 Proteina de la familia OmpA 51,2 28% 3,0E-08 29,70% 213
PA3790 WP_003119294.1 Porina de membrana L
Sin similitud
externa de transporte de o N/A N/A N/A N/A N/A N/A
cobre OprC significativa
PA3819 WP_003092848.1  Proteina que contiene el [WP_027242773.1* Proteina de superficie de la
- - 42,7 51% 3,0E-06  34,41% 162
dominio de cremallera de familia de RT0821/Lpp0805 : )
glicina 2TM WP_032126730.1  Proteina de superficie de la 208 51% LOE-05  33.33% 162
familia de RT0821/Lpp0805 ’ C e
PA4974 WP_003095699.1  Protei | TolC BVP_032126547.1  Proteina de membrana
- roteina canal 1o = : o 186 89% 30654  32,26% 480
externa de la familia TolC
\WP_027243158.1 Proteinad b
- roteina ¢e membrana 18 89% 30653  31,34% 486
externa de la familia TolC
\WP_230387406.1* Proteina de membrana
o 178 93% 2,0E-51 28,16% 442
externa de la familia TolC
WP_2 .1 P i
' 230383380. roteina de meml.aljana 175 03% 20650 27,72% an1
externa de la familia TolC

Se utilizé un BLAST proteina-proteina (Blastp) con la base de datos estandar de secuencias de proteinas no
redundantes (nr), usando como organismo objetivo Piscirickettsia salmonis ATCC VR-1361 (taxid:1227812) y los
parametros de algoritmo por defecto. Resaltado en naranjo, las coincidencias iddneas para cada proteina
analizada.
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*, resultados coincidentes con lo obtenido por un Blastp con base de datos experimental de secuencias de
proteinas no redundantes agrupadas (clustered nr), usando como organismo objetivo Piscirickettsia salmonis
ATCC VR-1361 (taxid:1227812) y los parametros de algoritmo por defecto, obteniéndose como antepasado de
clister a g-proteobacteria para todos los casos.

4.1.2.2. Filtro de conservacion aminoacidica de proteinas de P. salmonis para seleccidon en base a

especificidad de posterior péptido a expresar.

Para la seleccién de las mejores proteinas candidatas para la expresién recombinante por Escherichia
coli, se realizaron alineamientos utilizando la herramienta Blastp para cada proteina contra C. burnetii,
L. pneumophila, P. aeruginosa y P. salmonis, como también, un Blastp de cada proteina sin
especificaciones para analizar su conservacién en otros organismos gque no sean cercanos
filogenéticamente a P. salmonis. En el caso de las proteinas con mayor identidad obtenidas en los Blastp
con los tres organismos filogenéticamente mas cercanos a P. salmonis segln el estudio de Mauel M. J.
et al. (1999), se seleccionaron las mejores coincidencias para cada proteina y se realizé un alineamiento
multiple de sus secuencias mediante Clustal Omega, buscando las regiones mds conservadas en las

respectivas secuencias proteicas.

En el caso de la chaperona molecular DnaK (WP_016210369.1) se obtuvo, mediante el Blastp
excluyendo al filo Proteobacteria (taxid:1224) (Tabla S1), una gran variedad de proteinas de distintos
organismos con altos porcentajes de identidad de secuencias, desde 68% hasta un 77%, con coberturas
desde 93% a 100%. Incluyendo proteinas de organismos con género Streptococcus, Euryarchaeota,
Halobacteria, Stretosporangium, Pseudomonas, Priestia, Citrobacter, Drosophila, entre otros. Para
corroborar su conservacién en organismos filogenéticamente lejanos a P. salmonis se realizd un Blastp
excluyendo al dominio Bacteria (taxid:2) para el cual se obtiene, nuevamente, una gran cantidad de
proteinas de distintos organismos con una alta identidad de secuencia (+60%), por lo tanto, la secuencia
proteica de la chaperona molecular DnaK de P. salmonis es altamente conservada en muchos
organismos sin incluir a microorganismos bacterianos. En el Blastp contra los tres organismos
filogenéticamente cercanos a P. salmonis (Tabla S2), se obtuvieron proteinas con identidades de entre

74,6% a 76,6%, con coberturas desde un 98% a un 100%.

Con relacién a la proteina barril-beta de membrana externa (WP_016209892.1), mediante el Blastp
excluyendo al filo Proteobacteria (taxid:1224) (Tabla S3), se obtuvieron Unicamente 19 proteinas con
baja identidad de secuencias que no superan el 33%, de organismos pertenecientes a los géneros
Abscondita, Tanacetum, Geothrix, Sulfuvarum, Elizabethkingia, Flavobacterium, Mycobacterium y

Finegoldia. Para su Blastp con los tres organismos filogenéticamente cercanos como objetivo (Tabla S3)
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se obtuvieron 36 proteinas con identidades de secuencias menores al 30,21%, de las cuales 11 de las
proteinas son pertenecientes a C. burnetii y 25 a L. pneumophila. Se seleccionaron las mejores
coincidencias para cada organismo, las proteinas beta-barril de membrana externa de C. burnetii
(WP_040947705.1) y de L. pneumophila (WP_061513559.1) con identidades de 27,63% y 26,53%,
respectivamente, y se les realizd un alineamiento multiple de sus secuencias proteicas por Clustal
Omega incluyéndose su homélogo hipotético en P. salmonis (WP_016209892.1) y la segunda proteina
idénea en el andlisis de homologia desde las proteinas abundantes en contexto de infeccién (Tabla 5),
correspondiente a la proteina beta-barril de membrana externa (WP_026063589.1) de P. salmonis.
obteniéndose tres regiones mas conservadas dentro del alineamiento tomando como referencia la
secuencia proteica de WP_016209892.1, la primera, desde el residuo 2 hasta el nimero 46; la segunda,

desde el residuo 79 hasta el 99; y la tercera, desde el residuo 154 hasta el 187.

Mediante el Blastp excluyendo al filo Proteobacteria (taxid:1224) de la proteina hipotética
WP_016209681.1 de P. salmonis (Tabla S4) se obtuvo solamente una proteina, correspondiente a la
proteina hipotética KFE69_ 05580 de la especie bacterium SCSIO 12844 con un 34,85% de identidad y
una cobertura de 39%. Para su Blastp con los tres organismos filogenéticamente cercanos como
objetivo (Tabla S4) se obtuvieron 86 proteinas con identidad de secuencia entre 26,3% y 47,2%, y
coberturas menores a 48%. Por lo tanto, se realiz6 alineamiento multiple mediante Clustal Omega
donde se seleccionaron las proteinas IcmG/DotF del sistema de secrecidn tipo IVB de L. pneumophila
(WP_027228891.1), de P. aeruginosa (WP_070610851.1) y de C. burnetii (WP_005772726.1), con
identidades de 31,79%, 47,17% y 24,09%, respectivamente, y se incluyd la proteina hipotética de P.
salmonis analizada (WP_016209681.1) con los dos siguientes similitudes de la lista de proteinas idéneas
en el analisis de homologia desde las proteinas abundantes en contexto de infeccidn (Tabla 5), es decir
las proteinas WP_027242630.1 y WP_017378269.1. La regién mas conservada dentro de la secuencia
proteica dentro del alineamiento multiple se ubica desde el residuo 275 hasta el 324, tomando como

referencia la secuencia de WP_027242630.1.

Con respecto a la isomerasa cis-trans de peptidil-prolil tipo FKBP (WP_017376766.1), mediante el
Blastp excluyendo al filo Proteobacteria (taxid:1224) (Tabla S5), se obtuvieron una gran variedad de
proteinas de distintos organismos con identidades desde 38,62% a 46,98%, destacandose proteinas
pertenecientes a Nitrospirota bacterium, Deltaproteobacteria bacterium, Acidobacteriia bacterium,
entre otros organismos. Ademds, se realizd un Blastp excluyendo al dominio Bacteria (taxid:2)

obteniéndose un gran numero de proteinas de diversos organismos con una similitud media (40% a
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46%), por lo tanto, esta proteina es conservada en distintos organismos, incluyendo no bacterianos. En
el Blastp contra los tres organismos filogenéticamente cercanos a P. salmonis (Tabla S6), se obtuvieron
proteinas de identidades entre 33% a 41%, en donde destacan para cada organismo las proteina
peptidil-prolil cis-trans-isomerasa de tipo FKBP de C. burnetii (WP_011996666.1) con un 40,56% de
identidad, un potenciador de infectividad de macrdfagos Mip de L. pneumophila (WP_059427894.1)
con un 38,80% de identidad y un precursor Mio de peptidil-prolil cis-trans isomerasa de P. aeruginosa

(CRR57457.1) con un 39,68% de identidad.

Mediante el Blastp excluyendo al filo Proteobacteria (taxid:1224) de la proteina de la familia
(WP_016210800.1) de P. salmonis (Tabla S7), se obtuvieron proteinas de organismos pertenecientes,
principalmente, a los generos Bacillus, Campylobacter, Cichorium, Drosophila, Prestia, Photobacterium
y Nitrospira, con identidades rondando entre 28,25% e inclusive 100%, para el caso de la proteina de
formacién de enlaces disulfuro DsbA (PRP61050.1) de Bacillus halotolerans. Ademas, a la proteina
analizada se le realizd un Blastp excluyendo al dominio Bacteria (taxid:2) obteniéndose un gran nimero
de proteinas de diversos organismos con una similitud baja-media (28% a 35%), por lo tanto, esta
proteina es conservada en distintos organismos, incluyendo no bacterianos. En el Blastp contra los tres
organismos filogenéticamente cercanos a P. salmonis (Tabla S8), se obtuvieron diversas proteinas con
identidades que llegan hasta 55% en algunos casos, aproximadamente, destacandose la proteina que
contiene un dominio de tiorredoxina (MXH37503.1) de P. Aeruginosa, las proteinas de la familia DsbA

de C. burnetii (WP_284185834.1) y de L. pneumophila (WP_044497326.1).

Para la proteina de la familia OmpA (WP_017376173.1) se realizé un Blastp excluyendo al filo
Proteobacteria (taxid:1224) (Tabla S9), obteniéndose proteinas con valor maximo de identidad de
33,04%, destacdndose organismos de los géneros Desulfuromonas, Geobacter, Citrifermentans y
Helicobacter, entre otros. Por otro lado, al realizarle un Blastp contra los tres organismos
filogenéticamente cercanos a P. salmonis (Tabla $10) se obtuvieron entre las primeras 100 mejores
coincidencias solo proteinas de P. aeruginosa, destacdndose como la proteina con mayor identidad la
porina de membrana externa OprF (WP_070338528.1), con un 30,06% de identidad de secuencias y un

97% de cobertura.

En el caso de la proteina de superficie de la familia de RT0821/Lpp0805 (WP_027242773.1) de P.
salmonis, mediante el Blastp excluyendo al filo Proteobacteria (taxid:1224) (Tabla S11), se obtuvieron

una gran variedad de proteinas de distintos organismos con identidades desde 32% a 50%,
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destacandose proteinas pertenecientes a Dehalococcoidia bacterium, Pelobacter seleniigenes,
Nitrospinota bacterium y Halobacteria archaeon, entre otros organismos. Para el caso del Blastp contra
los tres organismos filogenéticamente cercanos a P. salmonis (Tabla S12), se obtuvieron 19 proteinas

de hasta un 49,41% de maximo de valor de identidad de secuencias.

Finalmente, para la proteina de membrana externa de familia TolC (WP_032126547.1), se le realizé un
Blastp excluyendo al filo Proteobacteria (taxid:1224) (Tabla S13), obteniéndose proteinas
pertenecientes a los organismos de géneros Bacillus, Halobacterium, Aureobasidium, Capitella,
Virgibacillus, entre otros, con identidades de secuencias entre un 28,84% a un 41,12%. En el Blastp
contra los tres organismos filogenéticamente cercanos a P. salmonis (Tabla S14), se obtuvieron una
gran cantidad de proteinas con un valor de identidad maximo del 35,92%, destacandose las proteinas
de membrana externa de familia TolC para cada organismo, WP_010957349.1 con un 35,16% de
identidad para C. burnetii, WP_062727197.1 con un 35,92% de identidad para L. pneumophila y
MBH4410191.1 con un 35,31% de identidad para P. aeruginosa. A las secuencias de las proteinas
mencionadas anteriormente e incluyendo a la proteina de membrana externa de familia TolC de P.
salmonis (WP_032126547.1) se les realiz6 un alineamiento multiple de secuencias de proteinas
mediante Clustal Omega, obteniéndose dos regiones conservadas evidentes. Tomando como
referencia la secuencia de la proteina de P. salmonis, la primera regién conservada esta ubicada desde

el residuo nimero 168 hasta el 252 y la segunda desde el residuo nimero 348 hasta el 475.

Tomando en consideracidn los resultados mencionados anteriormente y el analisis estadistico de cada
uno de los alineamientos locales realizados, reflejado en la Tabla 6, se seleccionaron 3 proteinas
candidatas consideradas como poco conservadas entre organismos filogenéticamente cercanos y
lejanos a P. salmonis. Las proteinas seleccionadas (color naranjo en Tabla 6) fueron la proteina barril-
beta de membrana externa (WP_016209892.1), la proteina de la familia OmpA (WP_017376173.1)y la
proteina de membrana externa de la familia TolC (WP_032126547.1).
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Tabla 6. Comparacion estadistica de los resultados de alineamientos locales mediante Blastp de las proteinas de
superficie de P. salmonis propuestas como abundantes en contexto de infeccion por homologia.

Proteinas de Piscirickettsia salmonis obtenidas | Porcentaje de identidad de las proteinas obtenidas | Porcentaje de identidad de las proteinas obtenidas de

del alineamiento de secuencias de Blastp excluyendo a Proteobacteria Blastp contra organismos filogenéticamente cercanos

NCBI Reference . . . Valor |Desviacion| N°de prot. . . Valor |Desviacion| N° de prot.
Nombre descriptivo (NCBI) Media [Mediana| , . , Media | Mediana L. ,

Sequence (RefSeq) maximo | estandar |comparadas maximo | estandar |comparadas

WP_016210369.1  |Chaperona molecular Dnak 72,72% | 72,95% | 77,09% | 0,01751 100 75,09% | 74,73% | 76,60% | 0,00554 100

Proteina barril-beta de
WP_016209892.1 26,69% | 26,19% | 32,98% | 0,03169 19 27,07% | 27,63% | 30,21% | 0,01386 36
membrana externa

WP_016209681.1  [Proteina hipotética 34,85% | 34,85% | 34,85% 0,0 1 35,35% | 30,59% | 47,17% | 0,07926 86

| is-trans d
WP_017376766.1 | o e asa cis-trans de 42,47% | 42,26% | 46,98% | 0,01577 100 [37,49% | 37,84% | 40,65% | 0,01794 99
peptidil-prolil tipo FKBP

WP_016210800.1  [Proteina de la familia DsbA 35,53% | 33,49% |100,00% [ 0,08151 100 37,24% | 36,28% | 55,88% | 0,04340 100

WP_017376173.1  [Proteina de la familia OmpA [[29,20% | 29,24% | 33,04% | 0,01485 100 29,27% | 29,21% | 30,06% | 0,00266 100

Proteina de superficie de la
familia de RT0821/Lpp0805
Proteina de membrana
externa de la familia TolC

WP_027242773.1 41,50% | 41,43% | 50,00% | 0,03612 100 40,84% | 43,54% | 49,41% | 0,07751 19

WP_032126547.1 33,12% | 32,93% | 41,12% | 0,02430 100 33,34% | 32,17% | 3592% | 0,01937 100

4.1.2.3. Modelamiento de proteinas candidatas

Las proteinas candidatas resultantes de los analisis por alineamiento local por Blastp y por alineamiento
multiple por Clustal Omega se sometieron a modelamiento proteico mediante el recurso
bioinformatico SWISS-MODEL del Swiss Institute of Bioinformatics, buscando analizar las estructuras
tridimensionales formadas identificando las regiones de residuos aminoacidicos expuestas al medio
extracelular. En un primer lugar, para la proteina barril-beta de membrana externa (WP_016209892.1)
se obtuvo como mejor modelo proteico el reflejado en la Figura 3, el cual fue logrado a través del
templado de la proteina de la familia de la meta-via de degradacion del fenol (AOA1L6TDB8.1.A),
modelo conseguido por AlphaFold v2 (DB: AOA1L6TDB8_ PISSA, gen: AOA1L6TDB8_PISSA, organismo: P.
salmonis). El modelo proteico corresponde a una biounidad de oligo-estado de mondmero con una
identidad de secuencia de 96,63%, cobertura del 100% y un estimado de calidad del modelo global

(GMQE) de 0,66.
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Figura 3. Modelo proteico predicho por SWISS-MODEL de la proteina barril-beta de membrana externa de P.
salmonis (WP_016209892.1).
A, B, Cy D, corresponden al mismo modelo proteico predicho visto desde diferentes dngulos. Puntos grises de A
y B, corresponden a la membrana externa e interna, para la zona superior e inferior de cada imagen,
respectivamente, predicho por SWISS-MODEL por ser un modelo proteico que tiene segmentos transmembrana
en base al templado utilizado.

Por otro lado, para la proteina de la familia OmpA (WP_017376173.1) se obtuvo como mejor modelo
proteico el reflejado en la Figura 4, el cual fue logrado a través del templado de una proteina
probablemente obsoleta segin SWISS-MODEL, con entrada de UniProtKB desconocida
(AOA3MB8FMR5.1.A), modelo conseguido por AlphaFold v2 (DB: AOA3ZM8FMRS5, gen: desconocido,
organismo: desconocido). El modelo proteico corresponde a una biounidad de oligo-estado de

mondmero con una identidad de secuencia de 98,77%, cobertura del 100% y un GMQE de 0,74.
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Figura 4. Modelo proteico predicho por SWISS-MODEL de la proteina de la familia OmpA de P. salmonis
(WP_017376173.1).

A, B, Cy D, corresponden al mismo modelo proteico predicho visto desde diferentes angulos. Puntos grises de A
y B, corresponden a la membrana externa e interna, para la zona superior e inferior de cada imagen,
respectivamente, predicho por SWISS-MODEL por ser un modelo proteico que tiene segmentos transmembrana
en base al templado utilizado.

Finalmente, para la proteina de membrana externa de la familia TolC (WP_032126547.1) se obtuvo
como mejor modelo proteico el reflejado en la Figura 5, el cual fue logrado a través del templado de
una TolC del sistema de secrecién tipo | (AOA1L6TABO.1.A), modelo conseguido por AlphaFold v2 (DB:
AOA1L6TABO_PISSA, gen: AOA1L6TABO_PISSA, organismo: P. salmonis). ElI modelo proteico
corresponde a una biounidad de oligo-estado de monémero con una identidad de secuencia de 98,13%,
cobertura del 100% y un GMQE de 0,85. Ademas, se obtuvo una segunda mejor coincidencia que hace

una prediccidn de que la proteina forma par de un oligo-estado de homotrimero visualizado en la Figura
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6, en base al templado utilizado de la proteina TolC de membrana externa (2vde.1.A), obtenido a través
cristalografia de rayos X del estado abierto del componente de membrana exterior TolC de la bomba
de eflujo multi-droga. Modelo que logré una identidad de secuencia del 34,54%, un GMQE de 0,65 y
un QMEANDisCo Global de 0,70 + 0,05.

A

Figura 5. Modelo proteico predicho por SWISS-MODEL de la proteina de membrana externa de la familia TolC de
P. salmonis (WP_032126547.1), en oligo-estado de mondémero.
A, B, Cy D, corresponden al mismo modelo proteico predicho visto desde diferentes dngulos.
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Figura 6. Modelo proteico predicho por SWISS-MODEL de la proteina de membrana externa de la familia TolC de
P. salmonis (WP_032126547.1), en oligo-estado de homotrimero.
Ay B, corresponden al mismo modelo proteico predicho visto desde diferentes angulos.

Adicionalmente, para la proteina barril-beta de membrana externa de P. salmonis (WP_016209892.1)
se obtuvieron 7 modelos distintos en base a templados no generados por la tecnologia de AlphaFold,
si no que, generados en base a espectroscopia resonancia magnética nuclear (NMR) y/o cristalografia
de rayos X, de los cuales la mejor coincidencia en base a identidad de secuencias estaba descrita como
proteina de membra externa A (OmpA) con el templado 1g90.1.A, obteniéndose un 18,67% de
identidad de secuencia, un QMEAN de -6,23 y un GMQE de 0,40. El PDB del templado fue 1g90,
correspondiente al dominio transmembrana de la proteina de membrana externa A obtenida desde E.
coli por espectroscopia NMR. Esta estructura fue publicada por Arora, A., et al. (2001) y se describen
las zonas de residuos aminoacidicos azules y naranjas mostradas en la Figura 7 como el fin extracelular
de la estructura, compuesta de 4 loops largos no-estructurados (79). A través de la comparacion de las
secuencias marcadas como loops (Figura 7) y de las regiones conservadas obtenidas por alineamiento
multiple, se obtiene que las regiones conservadas corresponden a la estructura barril-beta de la
proteina (region coloreada en gris) y que la region extracelular es la menos conservada dentro de los
organismos analizados, por lo tanto, se puede desprender que son loops variables entre especies

permitiendo una mejor especificidad para ser candidatas como péptidos antigénicos.
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Figura 7. Segunda mejor coincidencia de modelo proteico predicho por SWISS-MODEL de la proteina barril-beta
de membrana externa de P. salmonis (WP_016209892.1), visualizado mediante Mol* Viewer.
A, B, Cy D, corresponden al mismo modelo proteico predicho visto desde diferentes angulos.

4.1.3. Seleccidn de péptido antigénico de superficie de P. salmonis y, disefio y sintesis de vector de

clonamiento contiendo la secuencia nucleotidica del péptido

Se sintetizd un vector de clonamiento pUC57 conteniendo la secuencia nucleotidica de L1,
correspondiente al péptido antigénico extraido de la regién coloreada en naranjo de la Figura 7. La
secuencia nucleotidica se obtuvo a través de la visualizacion del modelo proteico obtenido por SWISS-
MODEL en el programa bioinformatico Mol* Viewer. En la Figura 8 se observa el vector sintetizado,

para el cual, utilizando los sitios de restriccion para BamHI y Kpnl dentro de pUC57 se integré la
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secuencia que contiene L1 con los mismos sitios de restriccidn en cada extremo (Figura 8-B) y se incluyd

rio arriba de L1 un sitio de restriccién para Bglll con la secuencia codificante para un sitio TEV.

|
pUC/M13 fwd
_Bgix
_ BamHI
(3
- __~PpUC/M13 rev
kY
k=S
29 /M
= O =
23
%
pUC57-L1 al
2785 bp 8

(0) Start BamMI (1) BgIII (28) (107) Kpnl End (108)

—
FLY sl L 1007
-

Secuencia afiadida a puCcs?

Figura 8. Mapa genético del vector de clonamiento pUC57 sintetizado conteniendo la secuencia nucleotidica del
péptido L1.

A) Representacion grafica circular de pUC57-L1 mediante su visualizacidon por la herramienta SnapGene de
Dotmatics. En letras moradas se visualizan partidores especificos que hibridan en la secuencia nucleotidica del

vector (pUC/M13 fwd y pUC/M13 rev), mientras que la region marcada en rojo del vector corresponde a la region
disefada y afiadida al vector conteniendo la secuencia nucleotidica de L1.
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B) Representacion gréfica lineal de la region que contiene L1y que fue disefiada y afiadida a pUC57 para su sintesis
mediante su visualizacion por la herramienta SnapGene de Dotmatics. Se resaltan los sitios de restriccion BamH],
Bglll y Kpnl en la zona superior de la representacion que permiten su insercion en pUC57 y, un posterior manejo
de las secuencias mediante herramientas de biologia molecular.

4.2.Expresion de péptido antigénico de superficie L1 de P. salmonis mediante el subclonamiento de

su secuencia nucleotidica en vector de expresion pFN18A

4.2.1. Subclonamiento del péptido antigénico L1 en vector de expresion pFN18A

Se realizé una transformacion de E. coli XL10 con el pldsmido previamente disefiado y sintetizado de
pUC57-L1 mediante el protocolo de transformacidn de bacterias quimiocompetentes detallado en la
metodologia. Se obtuvieron varias colonias visiblemente separadas en las placas sembradas post
transformacién y cultivo bacteriano, de las cuales de una placa se seleccionaron 4 colonias distantes
dentro de la placa para una corroboracién de la presencia del plasmido dentro de las bacterias
mediante PCR de colonias con los partidores pUC/M13 fwd y pUC/M13 rev. Se sometieron los
resultados a electroforesis en gel de agarosa TAE (Figura 9), evidenciandose la presencia de bandas de
peso molecular estimado entre 200y 250 pares de bases seglin el marcador de peso molecular utilizado
(Figura 9-A). Luego, se cultivaron en caldo las colonias seleccionadas para una posterior purificacion del
ADNp de interés, los cuales se identificaron mediante PCR, nuevamente con los partidores pUC/M13
fwd y pUC/M13 rev, para comprobar la presencia de pUC57-L1. Al visualizar mediante electroforesis en
gel de agarosa TAE los resultados del PCR del ADNp purificado, se evidencian bandas correspondientes
a un tamano molecular estimado entre 200 y 250 pb (Figura 9-C), siendo de un tamafo similar al
esperado de 223 pb del producto de PCR de pUC57-L1 con los partidores utilizados (Figura 9-B). Ambas
bandas obtenidas en la electroforesis (Figura 9-C, carriles Il y lll) se purificaron y se eluyeron en una
misma columna de purificacion, buscando enriquecer la columna y obtener una mayor concentracion

de ADN del inserto L1. Los ADNp que se purificaron se denominaron como pUC57-L1B.
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Figura 9. Resultados electroforesis en gel de agarosa TAE de los productos de PCR de colonia de XL10 pUC57-L1y
de los productos de PCR de pUC57-L1B.

A) Visualizacion con luz UV de electroforesis en gel de agarosa TAE 2,0%, utilizando el marcador de peso molecular
en el primer pocillo del gel (de izquierda a derecha). A-1, corresponde al resultado de PCR del control sin templado
(NTC); A-ll, A-lll, A-IV y A-V, corresponden a los resultados de PCR con templados de colonias de XL10
transformadas con pUC57-L1 utilizando los partidores pUC/M13 fwd y pUC/M13 rev.

B) Representacion grafica lineal del producto de PCR esperado de pUC57-L1 con los partidores pUC/M13 fwd y
pUC/M13 rev, mediante su visualizacién por la herramienta SnapGene de Dotmatics. Se destaca el tamafio espero
del producto de PCR de 223 pares de bases.

C) Visualizacion con luz azul de electroforesis en gel de agarosa TAE 2,0%, utilizando el marcador de peso en el
primer pocillo del gel (de izquierda a derecha). A-l, corresponde al resultado de PCR del control sin templado
(NTC); A-1l y A-lll, corresponden a los resultados de PCR con templados de pUC57-L1B utilizando los partidores
pUC/M13 fwd y pUC/M13 rev.
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Para la posterior expresién del péptido antigénico se selecciond como vector de expresién a pFN18A,
el cual, como principal caracteristica, presenta la secuencia codificante de la proteina de fusién HaloTag
(Figura 10), una herramienta importante para la purificacion del péptido de interés. Se utilizé para la
obtencidn del vector de expresién lineal sin inserto, el vector pFN18A (L)s realizando digestiones

enzimaticas en los sitios de restriccién para BamHI| y Kpnl, manteniendo estos mismos sitios intactos.

T7 prom

rmB T1 terminador L

_— Halo fwd
\

pFN1BA HaloTag
4000 bp BamHI
6xHis
KpnI

T T7ter

Figura 10. Mapa genético del vector de expresidon pFN18A, conteniendo la secuencia codificante para HaloTag.
Representacion gréfica circular de pFN18A mediante su visualizacion por la herramienta SnapGene de Dotmatics.
En letras moradas se visualizan partidores especificos que hibridan en la secuencia nucleotidica del vector (Halo
fwd y T7 ter), region de secuencia nucleotidica donde se posicionaria la secuencia de L1 post-subclonamiento.
Mientras que la flecha marcada en azul se observa la region codificante para la proteina de fusidon HaloTag con el
promotor T7 rio arriba de ella.

Para la obtencién de pFN18A sin inserto, se realizaron 3 ensayos de digestiones enzimaticas

reflejandose los resultados en la Figura 11. En primer lugar, se hicieron digestiones enzimaticas dobles
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de pFN18A (L)s con las enzimas BamH|I y Kpnl, durante 40 minutos (Figura 11-C) y 18 horas (Figura 11-
B), en donde no se obtuvieron los resultados esperados de liberacion de vector e inserto. Finalmente,
se realizaron digestiones durante 18 horas, pero utilizando enzimas de digestidon de alta fidelidad
(Figura 11-A), en donde se obtuvo un inserto liberado de 1,5 Kb a 2,0 Kb y, ademas, el vector sin inserto
de ~4,0 Kb (3.916 pb esperadas) reflejandose en la Figuras 11-A-IV y 11-A-VII. Posteriormente, se
purificaron las bandas correspondientes al vector sin inserto y se eluyeron ambas bandas en una misma
columna de purificacién, esperando enriquecer la columna y obtener una mayor concentracion del

purificado de ADN.

Ademas, para la obtencidon del inserto con la secuencia nucleotidica de L1 para un posterior
subclonamiento en el vector de expresidn, se realizaron digestiones simples del producto obtenido de
la purificacion en banda de lo resultante en la Figura 11-C, primero con Bglll y su buffer de digestion
correspondiente, ADN digerido que fue purificado para luego realizar la digestién con la enzima Kpnly
su buffer correspondiente. El resultado del ADN digerido con ambas enzimas fue purificado y

almacenado para la posterior ligacién enzimatica con el vector de expresidon pFN18A sin inserto.

Los ADN resultantes de la purificacion de los productos de digestidn con las enzimas, por un lado, Bglll
y Kpnl del producto de PCR pUC57-L1B con los partidores pUC/M13 fwd y pUC/M13 rev y, por otro
lado, BamHI y Kpnl del producto de la digestidon enzimatica de pFN18A (L)s, se sometieron a ligacion
con la enzima T4 esperandose un vector de expresion pFN18A con un inserto conformado por la

secuencia nucleotidica del péptido L1 (Figura 12), denominado pFN18A-L1.
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Figura 11. Resultados electroforesis en gel de agarosa TAE 1,0% de los productos de las digestiones enzimaticas
de pFN18A (L)s para obtencion del vector de expresion sin inserto.

A) Visualizacion con luz UV del ensayo de digestiones enzimaticas de pFN18A (L)s a 37°C por 18 horas comparando
enzimas de alta fidelidad (HF) con enzimas sin alta fidelidad a diferentes volimenes de reaccién de digestion,
utilizando el marcador de peso en el primer pocillo del gel (de izquierda a derecha). A-l y A-Il, controles sin digerir
de 1.000 ngy 2.000 ng de pFN18A (L)s, respectivamente; A-lll y A-VI, resultado digestién doble con 10 U de BamHI
y 10 U de Kpnl en 1.000 ng y 2.000 ng de pFN18A (L)s, respectivamente; A-IV, resultado digestidon doble con 10 U
de BamHI-HF y 10 U de Kpnl-HF en 1.000 ng de pFN18A (L)s; A-V, resultado digestidon doble con 20 U de BamH]I y
20 U de Kpnl en 2.000 ng de pFN18A (L)s; y A-VII, resultado digestién doble con 20 U de BamHI-HF y 20 U de Kpnl-
HF en 2.000 ng pFN18A (L)s.

B) Visualizacion con luz UV de la digestién enzimatica doble de pFN18A (L)s a 37°C por 18 horas con enzimas sin
alta fidelidad, utilizando el marcador de peso molecular en el primer pocillo del gel (de izquierda a derecha). B,
control sin digerir de 1.000 ng de pFN18A (L)s; B-Il y B-lll, resultados digestiones dobles con 10 U de BamHI y 10
U de Kpnl en 1.000 ng de pFN18A (L)s.

C) Visualizacién con luz UV de la digestion enzimatica doble de pFN18A (L)s a 37°C por 40 minutos con enzimas
sin alta fidelidad, utilizando el marcador de peso molecular en el primer pocillo del gel (de izquierda a derecha).
C-l, control sin digerir de 1.000 ng de pFN18A (L)s; C-Il, C-lll, C-IV y C-V, resultados digestiones dobles con 10 U de
BamHI y 10 U de Kpnl en 1.000 ng de pFN18A (L)s.
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Figura 12. Mapa genético del vector de expresion pFN18A-L1, vector de expresién del péptido antigénico L1.

A) Representacion grafica circular de pFN18A-L1 mediante su visualizacién por la herramienta SnapGene de
Dotmatics. En letras moradas se visualizan partidores especificos que hibridan en la secuencia nucleotidica del
vector (Halo fwd y T7 ter), region de secuencia nucleotidica donde se posiciona la secuencia del péptido
antigénico L1. Mientras que la flecha marcada en azul se observa la region codificante para la proteina de fusion
HaloTag con el promotor T7 rio arriba de ella y rio abajo se encuentra la regién codificante para L1, marcado como
una flecha naranja.

B) Representacion grafica lineal del producto de PCR de pFN18A-L1 con los partidores T7 prom y T7 ter, mediante
su visualizacién por la herramienta SnapGene de Dotmatics.

C) Representacion gréfica lineal del producto de PCR de pFN18A-L1 con los partidores Halo fwd y T7 ter, mediante
su visualizacién por la herramienta SnapGene de Dotmatics.
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Posterior a la ligacién enzimatica y purificacién del vector resultante, se transformaron bacterias
guimiocompetentes E. coli XL10 con pFN18A-L1, en donde se obtuvieron varias colonias visiblemente
separadas en las placas sembradas post transformacién y cultivo bacteriano, de las cuales se
seleccionaron 10 colonias desde dos placas para una corroboracién de la presencia del plasmido dentro
de las bacterias mediante PCR de colonias con los partidores T7 prom y T7 ter. Se visualizaron los
resultados del PCR de colonias a través de electroforesis en gel de agarosa TAE presentados en la Figura
13 (solo se presentan 11 resultados de los 20 PCR de colonia realizados), evidencidndose la presencia
de bandas de peso molecular estimado entre 1.000 y 1.200 pares de bases segln el marcador de peso
molecular utilizado (Figura 13-A), lo que corrobora el peso de la banda esperada del producto de PCR
segln la simulacidn in silico de este (Figura 12-B). Luego, se cultivaron en caldo las colonias
seleccionadas para una posterior purificacion del ADNp de interés, los cuales se sometieron a
identificacién mediante PCR, nuevamente con los partidores T7 prom y pUC/M13 ter, para comprobar
la presencia de pFN18A-L1. Al visualizar mediante electroforesis en gel de agarosa TAE los resultados
del PCR del ADNp purificado, se evidencian bandas correspondientes a un tamafio molecular estimado
entre 1.000 y 1.500 pb (Figura 13-B), correspondiendo al tamafio estimado de 1.093 pb del producto
de PCR de pFN18A-L1 con los partidores utilizados (Figura 12-B).

Finalmente, se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa TAE los ADNp obtenidos en los
pasos del subclonamiento para comprobar la integridad de los ADN, tomando en consideracion las
concentraciones idoneas de carga en gel obtenidas mediante el ensayo de diluciones de ADNp (Figura
S1). Por lo tanto, en la Figura 14 se puede apreciar la integridad de pFN18A-L1 y de pUC57-L1B. Ademas,
como comprobante del éxito del subclonamiento se secuenciaron los ADNp purificados de 5 colonias
de E. coli XL10 pFN18A-L1, mediante un servicio de secuenciacidn externo, obteniéndose una secuencia
consenso que tiene el 100% de coincidencia con la secuencia del péptido antigénico L1 a través de sus
alineamientos multiples por Clustal Omega de los resultados de la secuenciacién con los partidores
Halo fwdy T7 ter, cada uno independientemente, incluyendo los sitios de restriccién esperados intactos

en la secuencia post-subclonamiento dentro de pFN18A-L1.
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Figura 13. Resultados electroforesis en gel de agarosa TAE de los productos de PCR de colonia de XL10 pFN18A-
L1y de los productos de PCR de pFN18A-L1.

A) Visualizacion con luz UV de electroforesis en gel de agarosa TAE 2,0%, utilizando el marcador de peso molecular
en el primer pocillo del gel (de izquierda a derecha). A-1, corresponde al resultado de PCR del control sin templado
(NTC); A-Il a A-XII, corresponden a los resultados de PCR con templados de colonias de XL10 transformadas con
pFN18A-L1 utilizando los partidores T7 promy T7 ter.

B) Visualizacion con luz UV de electroforesis en gel de agarosa TAE 1,0%, utilizando el marcador de peso molecular
en el primer pocillo del gel (de izquierda a derecha). A-l, corresponde al resultado de PCR del control sin templado
(NTC); A-ll, corresponde al resultado de PCR con los partidores T7 prom y T7 ter utilizando como templado a
pFN18A (L)s como control negativo; A-lll a A-XVIII, corresponden a los resultados de PCR con templados de
pFN18A-L1 utilizando los partidores T7 promy T7 ter.
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Figura 14. Resultados electroforesis en gel de agarosa TAE de la corroboracién de integridad de pFN18A-L1 y
pUC57-L1B.

Visualizacion con luz UV de electroforesis en gel de agarosa TAE 1,0%, utilizando el marcador de peso molecular
en el primer pocillo del gel (de izquierda a derecha). | a VI, pFNA18A-L1 purificados posterior subclonamiento; VII
a X, pUC57-L1 purificados posterior transformacién de E. coli XL10 con pUC57-L1.

4.2.2. Ensayos de expresion de Halo-péptido y seleccion cepa de expresion para péptido antigénico

L1

Teniendo comprobada la integridad de la secuencia nucleotidica del péptido antigénico L1 dentro del
vector de expresion pFN18A, se procedid a transformar con pFN18A-L1 las cepas de expresién BLR
(DE3) pLysS y C41 (DE3), con el fin de evaluar la expresion del péptido en conjunto con la proteina de
fusion HaloTag. En primer lugar, se realizd un ensayo de expresion BLR (DE3) pLysS pFN18A-L1
comparando las temperaturas de cultivo de 20°Cy 37°C, a diferentes tiempos de cultivo post-induccidon
con IPTG 1 mM (Figura 15). En la mayoria de los casos, se observaron dos bandas fluorescentes claras
en la fotografia del gel expuesto a luz azul. Una de estas bandas era mds intensa y tenia un peso
molecular estimado de 40 kDa, mientras que la otra era mas tenue y tenia un peso molecular mayor,

pero menor a 55 kDa.

En general, se encontrd una leve expresidn basal en el cultivo sin induccidn tanto en el inicio (TO) como
a las 18 horas de cultivo. Sin embargo, se observé una mayor expresion del péptido a 20°C, alcanzando

un maximo a las 18 horas de cultivo (Figura 15, T3-20 imagen inferior).
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Se llevd a cabo un segundo ensayo de expresion de BLR (DE3) pLysS pFN18A-L1, esta vez comparando
controles sin induccion en todos los tiempos evaluados a 20°C (Figura 16). Los resultados fueron
similares al primer ensayo, mostrando una expresién basal evidente en todos los tiempos sin induccidn,
excepto a las 18 horas (T3) con induccién mediante IPTG, donde se observd una banda fluorescente

fuerte de aproximadamente 40 kDa de peso molecular.
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Figura 15. Resultados SDS-PAGE del ensayo de expresion de BLR (DE3) pLysS pFN18A-L1 a 20°Cy 37°C.
Visualizacion con luz blanca posterior a tincidon con azul de Coomassie (fotografia superior) y luz azul previo-
tincidn (fotografia inferior) de SDS-PAGE, utilizando el marcador de peso molecular en el primer pocillo del gel
(de izquierda a derecha). TO, testigo del cultivo a tiempo O posterior al inoculo inicial; T1, testigo del cultivo a las
1 hora post-induccion con IPTG 1 mM; T2, testigo del cultivo a las 3 horas post-induccion con IPTG 1 mM; T3,
testigo del cultivo a las 18 horas post-induccidn con IPTG 1 mM; SI, testigo del cultivo sin induccién a las 18 horas
posterior al inoculo inicial; las temperaturas de cultivo son representadas en la figura con 20 y 37 posterior al
tiempo de cultivo para 20°Cy 37°C, respectivamente.
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Figura 16. Resultados SDS-PAGE del ensayo de expresion de BLR (DE3) pLysS pFN18A-L1 a 20°C.

Visualizacion con luz blanca posterior a tinciéon con azul de Coomassie (fotografia superior) y luz azul previo-
tincién (fotografia inferior) de SDS-PAGE, utilizando el marcador de peso molecular en el primer pocillo del gel
(de izquierda a derecha). TO, testigo del cultivo a tiempo 0 posterior al inoculo inicial; T1, testigo del cultivo a las
1 hora post-induccidn con IPTG 1 mM; T2, testigo del cultivo a las 3 horas post-induccién con IPTG 1 mM; T3,
testigo del cultivo a las 18 horas post-induccidn con IPTG 1 mM; SI, testigo del cultivo sin induccién al tiempo
correspondiente.
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Figura 17. Resultados SDS-PAGE del ensayo de expresién de BLR (DE3) pLysS pFN18A-Halo y de BLR (DE3) pLysS
pFN18A-L1a 37°Cy 20°C.

Visualizacion con luz blanca posterior a tinciéon con azul de Coomassie (fotografia superior) y luz azul previo-
tincién (fotografia inferior) de SDS-PAGE, utilizando el marcador de peso molecular en el primer pocillo del gel
(de izquierda a derecha). Las cepas bacterianas con cada plasmido son representadas en la figura con Ly H, para
BLR(DE3) pLysS pFN18A-L1 y de BLR(DE3) pLysS pFN18A-Halo, respectivamente. TO, testigo del cultivo a tiempo
0 posterior al inoculo inicial (el resto de los testigos se tomaron después de las 18 horas de cultivo posterior al
inoculo inicial); S, testigo del cultivo sin induccion (el resto de los testigos se indujeron con IPTG 1mM); las
temperaturas de cultivo son representadas en la figura con 20 y 37 posterior al tiempo de cultivo para 20°C y
37°C, respectivamente.
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Finalmente, se llevd a cabo una evaluacion comparativa de las FPE mds importantes de los primeros
dos ensayos, tomando como control la FPE de BLR (DE3) pLysS Halo, que corresponde a la expresion
del HaloTag por si solo sin el péptido antigénico (Figura 17). Se obtuvo una mayor expresion de HaloTag
por si solo a 20°C y se pudo inferir que la banda superior observada en la visualizaciéon con luz azul
correspondia a la expresion del HaloTag junto con el péptido antigénico, mientras que la banda de

aproximadamente 40 kDa en los primeros ensayos pertenecia al HaloTag por si solo.

Por otro lado, para comparar la expresién con otra cepa de E. coli, se realizé6 un nuevo ensayo de
expresion, utilizando la cepa de expresién C41 (DE3) en lugar de BLR (DE3) (Figura 18). Se obtuvieron
valores similares a los obtenidos con BLR (DE3), pero con una mayor expresion tanto de HaloTag por si
solo como de HaloTag junto con el péptido antigénico, al comparar con el control de expresion de BLR
(DE3) pLysS pFN18A-L1 (Figura 18, T3-H). Ademas, se observé un mayor rendimiento de expresion del
péptido antigénico a las 3 horas de expresion a 20°C (Figura 18, T2). Estos resultados también se
apreciaron después de la tincion con azul de Coomassie del gel y la visualizacién con luz blanca, donde
se observaron bandas evidentes en las FPE correspondientes a los pesos moleculares de las mismas

bandas visualizadas por fluorescencia.
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Figura 18. Resultados SDS-PAGE del ensayo de expresion de C41 pFN18A-L1 a 20°C.

Visualizacion con luz blanca posterior a tincidon con azul de Coomassie (fotografia superior) y luz azul previo-
tincion (fotografia inferior) de SDS-PAGE, utilizando el marcador de peso molecular en el primer pocillo del gel
(de izquierda a derecha). TO, testigo del cultivo a tiempo 0 posterior al inoculo inicial; T1, testigo del cultivo a las
1 hora post-induccidn con IPTG 1 mM; T2, testigo del cultivo a las 3 horas post-induccién con IPTG 1 mM; T3,
testigo del cultivo a las 18 horas post-induccidn con IPTG 1 mM; SI, testigo del cultivo sin induccién a las 18 horas
posterior al inoculo inicial; H, control de expresidén de Halo sin el péptido L1 mediante el cultivo de BLR(DE3) pLysS
pFN18A-Halo a 20°Cy el tiempo correspondiente.
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

Uno de los principales desafios para lograr una inmunizacion eficiente contra bacterias es su alta
diversidad genética. Esta diversidad se atribuye a tasas elevadas de mutaciéon y eventos de
recombinacidn, junto con un mecanismo de reparaciéon de ADN poco eficiente y una alta capacidad
para la transferencia genética. Como consecuencia, las poblaciones bacterianas pueden evolucionary
adaptarse especificamente a su entorno en cada hospedero, incluso en respuesta a tratamientos con
antibidticos (80). Por lo tanto, se requiere el desarrollo de vacunas que abarquen esta amplia y
dinamica diversidad bacteriana. Los antigenos seleccionados para el desarrollo de vacunas contra
patégenos bacterianos, usualmente son proteinas que corresponden a factores de virulencia con
potencial inmunogénico. Una alta inmunogenicidad resultara en una fuerte reaccidn inmune, donde la
neutralizacién de los factores de virulencia dificultara el proceso de infeccién bacteriana (81). Lo
anterior es una de las razones que ha orientado la revisién bibliografica realizada como primera parte
de esta tesis, hacia la busqueda de proteinas que fueran abundantes durante el ciclo infectivo
desarrollado por los organismos filogenéticamente cercanos a P. salmonis y, ademas, relevantes en

procesos de infeccidén y patogenicidad de estos organismos.

La ubicacion subcelular de una proteina esta estrechamente correlacionada con su funcién biolégica
(82). Ciertas proteinas de membrana desempefian roles vitales en muchos procesos celulares, por
ejemplo, las proteinas receptoras de membrana transmiten sefiales entre el entorno interno y externo,
las proteinas de transporte mueven moléculas e iones a través de la membrana, y las moléculas de
adhesién celular, como las proteinas involucradas en la respuesta inmunitaria, permiten a las células
identificarse e interactuar entre si (83). Asimismo, estas proteinas desempefian un papel fundamental
en la infeccion de las células del hospedero, ya que estdn implicadas en la evasion de las respuestas del
sistema inmunitario y en la induccién de toxicidad. Por consiguiente, ciertas proteinas de superficie son
consideradas candidatas prometedoras para el desarrollo de vacunas (44). En nuestro trabajo, al
momento de realizar la identificacidn y seleccidn por revision bibliografica de proteinas abundantes en
contexto de infeccién de organismos filogenéticamente cercanos a P. salmonis, las proteinas
candidatas se filtraron de acuerdo a su ubicacién subcelular, logrando obtener solo proteinas
localizadas en la membrana celular externa de la bacteria y posiblemente expuestas al medio
extracelular y, asi, poder trabajar con proteinas involucradas en procesos patogénicos y que fuesen de

facil acceso para su deteccién en futuros métodos de diagndstico.
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Una de las principales limitaciones para nuestro disefio racional de péptido inmunogénicos de P.
salmonis ha sido la ausencia de una anotacién de secuencias de proteinas de esta bacteria en bases de
datos publicas, lo que nos ha llevado a que nuestra estrategia para la identificacién de proteinas de
membrana, expuestas y abundantes en contexto de infeccidn en P. salmonis, necesite la identificacion
de proteinas homodlogas en bacterias filogenéticamente relacionadas y cuyas secuencias puedan ser

identificadas en las anotaciones gendmicas de esta bacteria.

Para lograr lo anterior, realizamos alineamientos locales de las secuencias aminoacidicas de las
proteinas candidatas en las bacterias filogenéticamente relacionadas con P. salmonis, previamente
identificadas en la busqueda bibliografica, las cuales se analizaron mediante la herramienta BLAST para
predecir posibles proteinas homodlogas en P. salmonis y, asi, predecir proteinas involucradas en sus
procesos patogénicos, aunque no estén descritas del todo, y correlacionar que son proteinas
abundantes en contexto de infeccién de esta bacteria. Aun asi, aunque se busquen proteinas
homodlogas, para generar antigenos que puedan originar especificidad en un posterior proceso de
generacion de anticuerpos, es importante identificar cierta conservacién de la proteina en P. salmonis

con relacion al resto de los organismos, sobre todo del entorno en donde se desempefia esta bacteria.

En general, las evidencias de estudios en ratones indican que los anticuerpos contra los antigenos
conservados son altamente efectivos contra multiples cepas de un patégeno, en comparacion a los
anticuerpos contra los antigenos externos en constante cambio (84). Por lo tanto, buscar proteinas o
péptidos mds conservados entre especies podria ser una ventaja para la posterior generacién de
anticuerpos de uso diagnostico o terapéutico contra SRS. Y es por esto, que se realizé un filtro por
conservacion de las proteinas candidatas a través de alineamientos locales de secuencias por BLAST de
ellas contra los organismos filogenéticamente cercanos y, en paralelo, contra toda la base de datos
excluyendo los organismos filogenéticamente cercanos a P. salmonis. Obteniéndose una cantidad mas
reducida de proteinas candidatas a evaluar en un posterior andlisis en base a modelamiento proteico

y busqueda de regiones expuestas al medio extracelular.

Al momento de evaluar la calidad de un modelamiento de proteina como los realizados mediante
SWISS-MODEL, se puede predecir a través de la similitud de secuencias entre el objetivo y el templado.
Una identidad de secuencia entre ambos por encima del 30% es un indicador bueno de la precisién
esperada en un modelo (85). Para el caso de las proteinas modeladas mediante SWISS-MODEL

utilizando como templado proteinas obtenidas mediante la tecnologia de AlphaFold, se lograron
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identidades de secuencias mayores al 96% y coberturas de 100% para las tres proteinas sometidas a
este modelamiento (Figuras 3, 4 y 5), por lo tanto, se puede inferir con estos resultados que los
modelamientos realizados son confiables en relaciéon a la identidad de secuencias, tomando en
consideracion que la tecnologia de predicciéon de proteinas de AlphaFold no estd completamente
resuelta en términos de predecir la posicidn relativa de los dominios dentro de una cadena, como los
dominios pueden cambiar su conformacion relativa en respuesta a estimulos o como estos dominios
hacen cambios en la transicidon de un estado desordenado a uno ordenado (86). Aun asi, para motivos
de este estudio, solo se necesita predecir el modelo proteico a modo general, para diferenciar los
dominios o secciones dentro de la proteina que estuviesen expuestos al medio extracelular para la
posterior extraccidn de las secuencias nucleotidicas de estas zonas para expresarlas y utilizarlas como

péptidos antigénicos por si solos y no como la proteina nativa en su totalidad.

La proteina seleccionada por el andlisis bibliografico y por homologia de proteinas de superficie
abundantes en contexto de infeccidon de organismos filogenéticamente cercanos a P. salmonis, fue la
proteina barril-beta de membrana externa de secuencia de referencia de NCBI WP_016209892.1. Esta
proteina fue encontrada en base a homologia por proteina no caracterizada CBU_1260 de C. burnetii
(55), la cual es descrita como la primera invasina identificada en Coxiella. El gen de CBU_1260 contiene
un dominio transmembrana tipico de la familia de proteinas de la membrana externa (OmpA), que se

encuentra en varias bacterias y facilita la adhesidn y/o internalizacion en las células hospederas (57).

Mediante el modelamiento proteico de la proteina barril-beta de membrana externa de P. salmonis
por SWISS-MODEL se obtuvo, en un primer lugar a través de la herramienta de AlphaFold (Figura 3),
una proteina compuesta por laminas betas en la region de membrana exponiendo 4 estructuras
peptidicas largas al medio extracelular. Ademas, por la primera coincidencia de modelamiento sin
incluir la herramienta AlphaFold (Figura 7), se logré identificar estas estructuras como loops largos no-
estructurados definidas como fin extracelular de la proteina (79), tomando en consideracion el
alineamiento multiple de secuencias de esta proteina con las proteinas con identidades mas cercanas
encontradas mediante el analisis de conservaciéon por alineamiento local (Blastp), se identifican estos
loops largos no-estructurados como la zonas de mas alta variabilidad genética entre las proteinas
analizadas, confiriéndole caracteristicas de especificidad del organismos en términos inmunogénicos.
Es importante mencionar que las proteinas obtenidas en el modelamiento por AlphaFold en SWISS-
MODEL se encontraron en La Base de Datos de Estructuras de Proteinas AlphaFold (AlphaFold DB), la

cual es una amplia base de datos publica de modelos de estructuras de proteinas altamente precisos.
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Estos modelos son el resultado de AlphaFold2, un algoritmo de inteligencia artificial desarrollado por

DeepMind (87).

Por otro lado, respecto a las otras proteinas candidatas para el estudio correspondientes a la proteina
de membrana externa de la familia TolC (WP_032126547.1) y a la proteina de la familia OmpA
(WP_017376173.1),se decidioé no incluirlas en el subclonamiento y expresion peptidica, en una primera
instancia, debido a poseer estructuras pequefias expuestas al medio extracelular (Figuras 4 y 5),
pudiendo provocar complicaciones al momento de expresar las proteinas y de utilizarlas para estudios

posteriores basados en generacidn de anticuerpos para estos péptidos.

Las secuencias de los 4 loops largos no estructurados son grandes candidatos, tanto en conjunto como
por si solos, como posibles péptidos antigénicos para ser utilizados en este estudio. Sin embargo, en
base a los recursos disponibles se selecciond solo uno, correspondiente a la zona pintada en naranjo
de la Figura 7. Siendo el primer loop en orden de la secuencia suministrada por la base de datos RefSeq
de NCBI. En términos de una futura utilizacion del péptido para aplicaciones biotecnoldgicas, por
ejemplo, la generacidon de anticuerpos, se espera que las proteinas nativas presenten una mayor
inmunogenicidad que los péptidos cortos. Sin embargo, existen ejemplos de péptidos que pueden
estimular la produccién de anticuerpos tanto contra el péptido como contra regiones de la proteina
nativa. Esto se debe a que los péptidos pueden adoptar estructuras estables que imitan las de la
proteina completa, lo que explica esta aparente contradiccidn (88). Por lo tanto, se selecciond un Unico
péptido dentro de la proteina para su expresion heteréloga buscando, también, esclarecer en futuras
investigaciones la enigmatica de esta contradiccidn, evaluando la inmunogenicidad de este péptido en

comparacion a, por ejemplo, la proteina nativa.

La secuencia nucleotidica del loop largo no-estructurado seleccionado para su expresion, fue incluido
en el disefio in silico y sintesis externalizada dentro del vector de clonamiento pUC57, el cual es una
plataforma ampliamente utilizada en la actualidad en el dmbito de clonamiento y propagacién en
biologia molecular e ingenieria genética. pUC57 contiene una casete LacZ, que pierde su funcionalidad
cuando se clona una secuencia de ADN en su sitio de clonamiento multiple, permitiendo asi la seleccidon
por el método de Azul/Blanco después de la transformacion en E. coli (89). Por lo tanto, la secuencia
del péptido fue integrada en el sitio de clonamiento multiple, insertandose de forma in silico mediante

los sitios de restriccidon de las enzimas BamHl| y Kpnl.
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Es importante tener en consideracion al momento del disefio experimental para la produccién de
proteinas o péptidos recombinantes, los distintos factores que pueden afectar en la solubilidad,
plegamiento, formacién de cuerpos de inclusidon, caracteristicas estructurales y de inmunogenicidad.
Un gran porcentaje de las proteinas que se fabrican utilizando técnicas recombinantes de sistemas de
expresion se pueden disefiar afnadiendo residuos adicionales a la proteina diana en los extremos N- o
C- terminal de esta misma, durante el paso de clonamiento de la secuencia de la proteina. Estos
residuos adicionales denominados etiquetas, se diferencian de una proteina de fusidén en que,
generalmente, este ultimo se refiere a la unién de extremo a extremo de dos proteinas, mientras que
las etiquetas suelen ser una unién de un péptido mas corto a una proteina e incluye regiones conectoras
(92). La adicion de etiquetas de afinidad o de proteinas de fusién en el disefio de la expresion de la
proteina heterdloga permite tener variados efectos positivos en términos de las propiedades
bioquimicos de la proteina diana, como mejorar el rendimiento de la proteina, prevenir la protedlisis,

facilitar el plegamiento y aumentar la solubilidad (93).

Algunas tecnologias de etiquetas de afinidad mds nuevas no se han evaluado rigorosamente, por lo
tanto, es importante realizar las experimentaciones correspondientes para su validacion y, ademas,
estas nuevas tecnologias contienen propiedades Unicas que resultan Utiles en términos de
purificaciones problematicas (94). Un ejemplo de estas nuevas tecnologias es HaloTag, la cual es una
proteina de fusién de 33 kDa basada en una deshalogenasa de haluro-alcanos, enzima presente en
algunas bacterias, pero que es modificada mediante ingenieria genética de modo de generar
intermediarios covalentes entre el sitio activo y el alcano substrato. Esto le permite una serie de
posibilidades en términos de purificacidn y localizacién de proteinas recombinantes, tanto en sistemas
in vitro como in vivo (95). Esta plataforma ofrece varias ventajas para investigaciones que requieren
alta precisién y especificidad, teniendo una gran variedad de ligandos a HaloTag que permiten el
aislamiento, imagenologia molecular, inmovilizacién y purificacidn rapida de las proteinas de interés
(96). Sin embargo, aunque el tamanio relativamente grande de HaloTag puede ser desventajoso en
comparacién con otras etiquetas de afinidad mas pequeias, puede convertirse en una ventaja cuando
se aplica integrandose con proteinas de tamafio pequefio con circulacion corta (SCFV), mejorando la
circulacion de ellas (95-97). Es por esto, que en este estudio se decidid por utilizar la tecnologia de
HaloTag como proteina de fusién que acompafia al péptido antigénico producido, incluyendo al vector

de expresion pFN18A como receptor final del subclonamiento de la secuencia de loop de interés.
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Mediante la secuenciacidn del vector de expresidn resultante del subclonamiento de pFN18A vy el
péptido antigénico, se logré encontrar una region pequefia de nucledtidos (aproximadamente de 20
pb) entre la secuencia codificante de Halo y la de L1 no esperado en el disefio in silico del vector. Esta
region pertenecia al plasmido utilizado para el subclonamiento, pFN18A (L)s, y podria generar
complicaciones en estudios posteriores relacionados con la evaluacién de la inmunogenicidad y
especificidad de posibles anticuerpos generados. Aun asi, mediante la utilizacion de técnicas de PCR
con el disefio de partidores especificos para sectores del vector, es posible remover la regién deseada
sin generar alteraciones en las zonas circundantes o en las mismas secuencias de interés (98), como
también, pudiéndose agregar mas regiones antigénicas de la proteina de interés o afiadir componentes

estructurales para generar una mejor respuesta inmunogénica del péptido producido.

Sin embargo, a pesar de la presencia de esta regidn inesperada, la realizacion del subclonamiento fue
exitosa basado en los resultados obtenidos en la secuenciacion, lograndose comprobar la integridad de
la secuencia nucleotidica del péptido antigénico insertado en el correspondiente vector de expresiony
manteniendo los sitios de restriccidn rio arriba y abajo de L1 esperados en el disefio y ensayo in silico
del subclonamiento de pFN18A con L1 desde el vector de clonamiento pUC57-L1. Ademas, al no tener
un experimento de comprobacién de resultados en la digestion enzimatica de lo obtenido post-
amplificacion por PCR del inserto de pUC57-L1B, debido a los pequefios tamafos en peso molecular de
las bandas esperadas, la realizacion de la secuenciacién se hace clave para poder comprobar el éxito
de este paso experimental pudiéndose visualizar lo mencionado anteriormente respecto a la integridad

de los sitios de restriccidon esperados.

Teniendo el vector de expresién pFN18A-L1 purificado y entrando en contexto de la expresion de
proteinas heterdlogas, una plataforma ampliamente utilizada y estudiada son cepas de E. coli que
contengan sistemas en cascada inducible por isopropil-B-d-tiogalactopirandsido (IPTG) y de produccién
de la polimerasa de ARN T7 (76). Las cepas DE3 llevan el gen de la polimerasa de ARN T7 (RNAP) bajo
el control del promotor lacUV5, una versién mas fuerte del promotor nativo lacZ inducible con IPTG.
Esto permite la expresion de cualquier gen de interés bajo el control de un promotor T7 (99). Y es por
esto por lo que las cepas BLR (DE3) y C41 (DE3) utilizadas pueden presentar ventajas de base al
momento de expresar proteinas heterdlogas con la ayuda de la induccidn por IPTG, como se realizé en

el estudio.
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En el caso de la cepa C41 (DE3), presenta ventajas al reducir la toxicidad de la produccion de proteinas
de membrana, generando una mayor produccién de estas proteinas (99), lo que sugiere ser una
interesante plataforma para la expresidn de proteinas de membrana en este estudio, pero no corrobora
una mejora en la produccion de péptidos aislados de estas proteinas. Sin embargo, esta cepa de E. coli
porta mutaciones que los hacen mds tolerantes a las proteinas toxicas en general (77,100), siendo capaz
de producir proteinas de membrana que estén involucradas en labores de patogenicidad del organismo

como, por ejemplo, las proteinas con las que se trabajé en este estudio.

Por otro lado, BLR (DE3) pLysS contiene el plasmido pLysS que confiere una reduccidn de la expresion
basal mediante el gen para la lisozima T7, un inhibidor natural de la ARN T7. Esto proporciona un
mecanismo eficiente para inhibir la pequeia cantidad de ARN T7 sintetizada en ausencia de inductor,
debido a su transcripcién estocastica desde el promotor lacUV5. Sin embargo, incluso con este control
mas estricto, se sabe que la expresién no regulada todavia ocurre (101,102), corroborandose en este
estudio ( Figuras 15, 16 y 17). Y, ademas, pLysS confiere resistencia al cloranfenicol (101), por lo tanto,

permite afiadir una prueba por seleccion adicional al momento de cultivar esta cepa.

En los ensayos de expresion de Halo-L1, se observd una expresion basal de Halo y/o de Halo-péptido
en condiciones sin induccién por IPTG, inclusive con la utilizacidon de la cepa de expresién BLR (DE3)
pLysS, corroborando la aseveracion de que la expresién no regulada todavia ocurre con presencia de la
lisozima T7 (101). Ademas, se logré inferir en los ensayos de expresién de BLR (DE3) pLysS pFN18A-L1
gue existe una mayor expresion de Halo y/o Halo-péptido a 20°C que, a una temperatura mayor, en
base a los resultados de SDS-PAGE. Esto se puede deber a que la expresion de un gen bajo el promotor
T7 puede ser contraproducente a temperaturas mas elevadas, debido a que se ha registrado, en el
estudio de Namdev P. et al. (2019), bajas en la fluorescencia de expresidn a 37°C de hasta un ~60% en
comparacién con temperaturas mas bajas de cultivo con induccién por IPTG (15°C) (103). Pudiendo el
aumento de temperatura afectar tanto en la expresidn por si de las proteinas bajo el promotor T7, o

afectar negativamente en la fluorescencia emitida por la proteinas expresadas.

Ademas, en los resultados del analisis de la expresidén de L1 en las distintas cepas utilizadas, al observar
con luz azul se obtuvieron 2 bandas fluorescentes de distintos pesos moleculares para cada FPE, estas
bandas corresponden a la proteina de fusidén unida al ligando Alexa Fluor 488, el cual es un fluoréforo
con fotoactivacion reversible, por lo tanto, puede someterse a multiples ciclos de activacion y

desactivacion antes de ser degradado por exposicidon prolongada a la luz (104). Como se mencioné
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anteriormente, la banda fluorescente de menor peso molecular concuerda con el peso esperado de
HaloTag solitariamente y la otra banda de mayor peso a HaloTag conteniendo el péptido L1, aun asi,
esta ultima presentaba una menor intensidad en la fluorescencia, como también, una menor intensidad
en su visualizacidn con tincién de Coomassie. Esto pudo deberse a que algunos péptidos son objetivos
de degradacién cuando se expresan heterélogamente como proteinas de fusién en E. coli, lo que puede
limitar los rendimientos después del aislamiento y la purificacion (102,103). La degradacién de
proteinas representa un desafio significativo en la produccion de proteinas recombinantes en E. col,
afectando la cantidad y calidad de los productos obtenidos. Para abordar este problema, es posible
optimizar las condiciones de cultivo y manipular el sistema de expresion del hospedero mediante
enfoques de ingenieria de bioprocesos (105), mejorando la tasa de produccidn versus protedlisis con
un analisis mas profundo del medio de cultivo y las condiciones del crecimiento bacteriano para la
expresion heterdloga. De todos modos, no se puede inferir con certeza lo que pudo provocar el

fenémeno de doble banda debido a que no existen antecedentes respecto a esto.

Una solucién viable para la problematica de la degradacion del péptido es la utilizacién de un sistema
de etiquetamiento proteico tipo “sandwich”, en donde se expresa el péptido de interés con una
proteina de fusidn rio arriba y otra rio abajo, envolviéndolo y evitando su degradacion. Sin embargo,
una de las principales desventajas de usar este sistema SPI es el aumento significativo en el tiempo
necesario para los procedimientos de clonamiento y aislamiento, en comparacién con el clonamiento
y aislamiento de una fusién de proteinas tradicional (106). Esta estrategia podria desarrollarse
incluyendo a HaloTag y adicionando una proteina de fusion diferente rio arriba del péptido, por
ejemplo, la proteina similar a la ubiquitina (SUMO), la proteina de unién a maltosa (MBP), la proteina

de transferencia de glutation (GST) o proteinas inteinas (107).

Por otro lado, el protocolo de purificaciéon de HaloTag sugerido por el fabricante consta de la unién de
la proteina marcada con HaloTag a una resina HaloLink, la elucidn de la proteina objetivo mediante el
tratamiento con la proteasa TEV, y la posterior eliminacion de la proteasa TEV marcada con His-tag
mediante la resina HisLink (105,106). Este proceso permite obtener en la purificacién Unicamente al
péptido de interés, liberandose de la proteina de fusién HaloTag, permitiendo asi, la obtencién del
péptido aun con los problemas de expresidon que se originaron respecto a las dos bandas fluorescentes
visualizadas. No obstante, esta ultima actividad de purificacion afecta el rendimiento de la preparacion,
necesitandose asi, mayores volimenes de cultivo para alcanzar concentraciones del péptido éptimas

para su utilizacion en estudios posteriores. Aun asi, la plataforma HaloTag permite la captura y
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purificacién eficientes de la proteina objetivo, incluso a bajos niveles de expresidon, como en el estudio
de Ohana R. et al. (2011), en donde se logro la purificacion eficiente de quinasas humanas funcionales
a partir de células HEK293T (108). Como también, HaloTag ofrece diferentes herramientas para ser
utilizadas en la purificacion eficiente del péptido como, por ejemplo, las microperlas de
polimetilmetacrilato magnético que al ser utilizadas en un proceso de purificacién experimentan un
acoplamiento covalente que conduce a una inmovilizacién estable y espacialmente definida con el
ligando de HaloTag, logrando inmovilizar aproximadamente 13 pug de proteina por cada 1 mg de

microperlas en minutos segun el estudio de Motejadded H. et al. (2010) (109).

Con la llegada de la secuenciacién completa de los genomas de diferentes especies, la selecciéon de
antigenos basada en el genoma ha desempefiado un papel importante en el descubrimiento de
antigenos y en el disefio de vacunas. Un enfoque que se ha utilizado para explorar los genomas
bacterianos patégenos se denomina vacunologia inversa y permite investigar el repertorio antigénico
potencial completo de un organismo a partir de su secuencia genémica (45). La vacunologia inversa
implica el clonamiento y expresion de todas las proteinas en la secuencia del genoma de un organismo
que se predice in silico que estan expuestas en la superficie o son secretadas. Luego, cada proteina se
examina mediante inmunizacién de alto rendimiento en ratones para determinar su capacidad de
inducir la produccion de anticuerpos capaces de neutralizar al organismo objetivo (45). En base a esto
y buscando una alternativa mas econdmica y en un menor tiempo de obtencidn, es que se realizé una
seleccion de algunas proteinas candidatas a generar una mayor inmunogenicidad en base a su
implicancia en la infeccién y ubicacidn celular. Ademas, una limitacién en el desarrollo de vacunas
basadas en multiples proteinas es la complejidad del proceso de produccién, el tiempo y los costos
involucrados. Una alternativa mds rentable a la mezcla de proteinas es una vacuna basada en epitopos,
que incluye epitopos de diversas proteinas. Estas vacunas basadas en epitopos pueden presentarse
como un conjunto de péptidos o, como alternativa, los epitopos pueden incluirse en un polipéptido.
Estos epitopos pueden abarcar un mayor numero de blancos proteicos y, en consecuencia, la diversidad
inmunogenética de las bacterias (81). Por lo que, podria ser un desafio interesante para futuras
investigaciones, la integracién de las secuencias de los 4 loops o regiones no estructuradas que
presenta la proteina seleccionada en un mismo inserto para el vector de expresion, logrando asi un
polipéptido abarcando toda la zona expuesta al medio extracelular de la proteina. O, es mas, integrar
mas péptidos antigénicos de otras potenciales proteinas inmunogénicas en una misma secuencia

polipeptidica a expresar, para asi probar y evaluar su inmunogenicidad en conjunto para un organismo.
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6. CONCLUSIONES

1) En el presente trabajo de tesis, se realizé un disefio racional de péptidos inmunogénicos con el
objetivo de identificar y expresar un péptido con potencial de ser usado en diagndstico o en el
desarrollo de vacunas dirigidas a P. salmonis. Como resultado se seleccioné un péptido que
corresponde a un loop largo no estructurado de superficie de la proteina barril-beta de membrana
externa de P. salmonis (WP_016209892.1) (denominado como L1). La estrategia experimental incluyd
la revisidon bibliografica de organismos filogenéticamente cercanos, que reportaran proteinas de
membrana externa abundantes, para luego identificar regiones conservadas de ellas para el posterior
modelamiento de la estructura de las secuencias proteicas de P. salmonis y que correspondieran a
dominios expuestos al medio extracelular del organismo.

2) Un avance significativo de este trabajo de tesis es la expresidn del péptido seleccionado en un
sistema de expresiéon heterélogo en E. coli. Este logro es crucial para la generacion de anticuerpos
especificos dirigidos contra esta bacteria posibles de utilizar en el desarrollo de nuevas técnicas de
diagndstico especificas. La capacidad de producir este péptido de en un sistema de expresion
heterdlogo abre la puerta a futuras investigaciones y aplicaciones biotecnolégicas, incluyendo el
desarrollo de kits de diagndstico mds precisos y la potencial creacién de terapias dirigidas contra P.
salmonis. Estos resultados destacan la importancia de la ingenieria genética y la biotecnologia en la

generacion de herramientas clave para abordar problemas de salud en la acuicultura y la microbiologia.
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7. IMPLICANCIAS, RECOMENDACIONES Y/O PROYECCIONES FUTURAS

El trabajo presentado en esta tesis cientifica tiene el potencial de generar repercusiones en diferentes
ambitos. Desde una perspectiva cientifica y de investigacidn, los resultados obtenidos podrian
contribuir al entendimiento de los mecanismos de expresion de proteinas heterdlogas y su relacion con
la degradacion de las proteinas producidas en sistemas de expresion en bacterias E. coli. Ademas, la
posterior generacion de anticuerpos especificos contra los péptidos producidos puede ser valiosa en la
investigacion basica para comprender mejor la funcién de proteinas especificas y los procesos
biolégicos subyacentes. Esto podria desentrafiar nuevos mecanismos celulares y contribuir al avance
del conocimiento cientifico, sobre todo en un organismo con limitadas investigaciones relacionadas al
respecto como P. salmonis. En adicién, la metodologia empleada en este trabajo para el disefio y
generacion de péptidos antigénicos abre puertas hacia la generacidén de vacunas mas eficientes y
especificas, en el escenario que actualmente las vacunas comercialmente disponibles no logran
entregar la proteccién necesaria, lo cual podria tener un impacto notable en el campo de la
inmunizacion y la salud publica. Desde una perspectiva econdmica, la optimizacion de la producciéon de
proteinas recombinantes en sistemas de expresidon y la selecciéon de péptidos inmunogénicos de
manera in silico, podria reducir costos asociados a la investigacion y desarrollo de nuevos productos

biofarmacéuticos.

Por otro lado, la generacién de anticuerpos contra los péptidos inmunogénicos generados podria ser
valiosa para la identificacidn y validacién de biomarcadores. Estos biomarcadores podrian utilizarse en
el diagndstico temprano y seguimiento de enfermedades, mejorando la precision y eficacia de los
tratamientos contra P. salmonis y, de la misma manera, podria permitir la investigacién detallada de
mecanismos inmunoldgicos y respuestas especificas del sistema inmunoldgico de peces infectados por
este patdgeno. Pudiendo contribuir a una mejor comprensién de cémo se desarrollan y regulan las

respuestas inmunoldgicas del pez.

Los péptidos con demostrada inmunogenicidad y capacidad para inducir anticuerpos especificos
podrian ser empleados como objetivos en la concepcién y formulacién de farmacos. Estos péptidos
podrian ser sometidos a modificaciones para optimizar su afinidad de unidon a las metas terapéuticas,
integrandose en tratamientos altamente dirigidos y de gran selectividad. Asimismo, los péptidos
especificos generados podrian ser considerados como candidatos para la elaboracion de vacunas. Los

anticuerpos resultantes podrian brindar inmunidad frente a enfermedades infecciosas, en este caso
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SRS. Ademas, en el ambito de la salud animal, la generacién de anticuerpos especificos podria tener
aplicaciones en la investigaciéon y diagndstico de SRS en poblaciones de peces infectados. Esta
perspectiva cobra relevancia en el dmbito veterinario de los cultivos de salmones, por ejemplo,
contribuyendo a mejorar la salud, bienestar y calidad en el producto final de los animales de la industria

salmonera.

En resumen, la generacién de péptidos para la posterior produccion de anticuerpos tiene un amplio
rango de implicancias en diversos campos, desde la investigacion biomédica hasta la terapéutica y la
salud animal. Su aplicabilidad en el desarrollo de diagndsticos precisos, terapias especificas y farmacos
innovadores hace de esta area una via prometedora para avanzar en la comprension y abordaje de la

infeccion por P. salmonis, como también, para ampliar el conocimiento sobre este patégeno.

A modo de proteccion intelectual, se identifican potenciales productos patentables derivados de esta
investigacion, especialmente relacionados con los péptidos generados y las secuencias nucleotidicas
utilizadas para la generacién de estos. Estos avances podrian tener aplicaciones en la generacion de
anticuerpos especificos, el disefio de vacunas, el diagndstico y la generacién de terapias especificas
contra SRS. Ademas, los resultados obtenidos en este estudio tienen el potencial de ser publicados en
revistas cientificas especializadas, contribuyendo al avance del conocimiento en las dreas de expresion
de proteinas recombinantes, la generacién de péptidos inmunogénicos, la busqueda de proteinas de
superficie de P. salmonis incluyendo sus modelamientos computacionales y las aplicaciones en
biotecnologia que conllevan. Ademds, profundizando el estudio y siguiendo con la investigaciones
planteadas para un futuro, se pueden publicar articulos cientificos que describan el proceso de
generacion de los péptidos, sus propiedades inmunogénicas y su capacidad para inducir la produccién
de anticuerpos especificos. Estos articulos podrian ser publicados en revistas cientificas especializadas

en microbiologia, biotecnologia o inmunologia.

En base a los resultados presentados en este trabajo de tesis, se sugiere considerar las siguientes
recomendaciones para futuras investigaciones. Seria beneficioso explorar en mayor profundidad la
optimizacion de condiciones de cultivo para reducir la degradacion de proteinas en sistemas de
expresion heterdloga, lo que podria resultar en una mayor produccion de proteinas recombinantes de
alta calidad para una posterior purificacion, utilizando las herramientas de la tecnologia HaloTag, por
ejemplo. Asimismo, investigar la aplicabilidad de las técnicas desarrolladas en otros sistemas de

expresion y para diferentes proteinas heterdlogas podria ampliar ain mas el impacto de esta
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investigacion, utilizando la metodologia de busqueda y seleccidn de los péptidos inmunogénicos

utilizada.

Finalmente, el presente trabajo de tesis es un primer paso para la creacién de un sistema colorimétrico
avanzado para detectar de manera especifica la presencia de P. salmonis. Este método se basard en la
interaccion de anticuerpos policlonales monoespecificos con las proteinas superficiales de la bacteria,
basandose en la expresidn y purificacion de los péptidos inmunogénicos generados en este trabajoy la
posterior generacion de los anticuerpos especificos a partir de estos péptidos. Esto establece un punto
de partida esencial para el disefio de un kit de diagndstico que permitira la deteccién inmediata y en el
lugar de la infeccidn por P. salmonis, a través de una reaccion de cambio de color. En la actualidad, los
métodos de diagndstico disponibles no son idéneos para responder rapidamente a brotes infecciosos,
lo que enfatiza la necesidad de estrategias mas accesibles y sencillas que permitan a la industria

monitorizar el estado de salud de sus cultivos de manera constante.

La deteccion temprana de cultivos infectados mediante esta técnica podria optimizar la aplicacion de
antibidticos, utilizandolos de manera eficiente y en el momento preciso para lograr una respuesta
efectiva. Esto contribuiria a reducir el impacto medioambiental y econémico del patégeno en la
industria salmonera. Ademas, esta aproximacién fomenta la prevencidon de infecciones en otros
cultivos de salmén vy facilita el desarrollo de un kit de uso sencillo y sin complicaciones para los
profesionales de la acuicultura. De esta manera, se elimina la necesidad de personal altamente
capacitado y equipos sofisticados, permitiendo un monitoreo agil y efectivo de la salud de los cultivos,

en linea con las demandas de la industria.
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