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Resumen del Trabajo:

Vibrio vulnificus es un patdgeno zoonoético que provoca la muerte del
hospedador por septicemia gracias a la produccion de una capsula protectora.
En esta especie se ha descrito que puede darse la reversion del fenotipo
capsulado (colonias opacas, O) a no capsulado (colonias transltcidas, T) y
viceversa, con una frecuencia muy baja. Desentrafiar las bases genéticas de
la reversion permitiria no solo entender la patogénesis de esta bacteria sino
también disefar estrategias de control. El objetivo de este TFM fue dilucidar
este mecanismo mediante una aproximacion gendmica combinada con una
aproximacion fenotipica usando una cepa clinica no caracterizada. Para ello,
se secuenciaron y compararon los genomas de las variantes O y T de esta
cepa y se realizaron ensayos para relacionar la morfologia colonial con los
fenotipos predichos en la especie. Los resultados obtenidos sugieren que la
cepa estudiada pertenece a una nueva serovariedad dentro del Linaje 1 en la
gue la reversion del fenotipo de O a T y viceversa se debe a fendmenos de
regulacion adn por determinar y no a cambios genéticos reversibles. En este
nuevo serotipo, la produccién de la capsula también confiere capacidad
septicémica pero, a diferencia de los descritos, la frecuencia con la que revierte
la variante T a O aumenta con los pases en medio de cultivo por lo que se
hipotetiza que la reversion se debe a un fendémeno de regulacion
transcripcional relacionado con la adaptacion al medio. Finalmente, el genoma
de ambas variantes presenta un inovirus cuya caracterizacion merece futuros

estudios.




Abstract:

Vibrio vulnificus is a zoonotic pathogen that causes the death of its host by
septicemia due to the production of a protective capsule. Reversion from
capsulated (opaque colonies, O) to non-capsulated (translucent colonies, T)
phenotype and vice versa has been described in this species but with a very
low frequency. Unravelling the genetic basis of the reversion would allow not
only to understand the pathogenesis of this bacterium but also to design control
strategies. The aim of this TFM was to elucidate this mechanism by a genomic
approach combined with a phenotypic approach using an uncharacterized
clinical strain. For this purpose, the genomes of the O and T variants of this
strain were sequenced and compared and, at the same time, assays were
performed to relate colonial morphology to predicted phenotypes in the
species. The results obtained suggest that the strain studied belongs to a new
serovar within Lineage 1 in which the reversion of the phenotype from O to T
and vice versa is due to regulatory phenomena yet to be determined and not
to reversible genetic changes. In this new serotype, the production of the
capsule also confers septicemic capacity but, unlike those described, the
reversion from T to O increases with the passages in culture medium
suggesting that the reversion is due to a transcriptional regulation phenomenon
related to adaptation to the environment. Finally, the genome of both variants

presents an inovirus whose characterization deserves future studies.
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1. Resumen

V. vulnificus es un patégeno que habita zonas calidas y que, debido al cambio
climatico, se estd extendiendo a zonas mas frias. Esta especie puede causar
muerte rdpida por septicemia en distintas especies de animales marinos
(principalmente peces de piscifactoria) y en el ser humano tanto por ingestion
como por contacto. Ademas, se comporta como un patdégeno zoonético porque
la vibriosis animal puede transmitirse directamente del animal enfermo al ser
humano por contacto.

En esta especie se ha descrito que la produccion de una capsula por fuera de la
membrana externa protege a la bacteria de la inmunidad innata en sangre y que
esta produccién esta sometida a un fenomeno de reversion (producciéon vs no
produccion) de base genética desconocida. Hay que destacar que las células
productoras de capsula desarrollan colonias opacas (O) y las no productoras
translicidas (T) y que en el laboratorio se puede dar la reversion de O a Ty
viceversa con una frecuencia inferior a 10°. Desentrafiar las bases genéticas de
la reversion permitiria no solo entender la patogénesis de esta bacteria sino
también disefiar estrategias de control.

En consecuencia, el objetivo de este TFM fue dilucidar la base genética de la
reversion bajo la hipotesis de que se debe a cambios genéticos reversibles que
afectan al operdn biosintético de la capsula (cps) usando una aproximacion
gendmica combinada con una aproximacion fenotipica. Para ello, se
secuenciaron y compararon los genomas de las variantes O y T de una cepa
clinica no caracterizada y, al mismo tiempo, se realizaron ensayos para
relacionar la morfologia colonial con los fenotipos predichos en la especie. En
primer lugar, se determind cudl era la mejor técnica de ensamblado de las
lecturas fruto de la secuenciacion, a continuacion, se mape6 el genoma de la
variante T frente al genoma cerrado de la variante O, y finalmente se anotaron
ambos genomas. Una vez ensamblados los genomas, se posiciond la cepa
objeto de estudio en el arbol filogendmico de la especie constatando que
pertenece al Linaje 1, descrito como el de mayor relevancia en salud publica. A
continuacion, se comparo el operdn cps y las zonas aguas-arriba y abajo de este
en los genomas O y T de la cepa seleccionada usando como referencia el
genoma de la una cepa de serotipo CPS-1, el serotipo en el que se ha estudiado
el fenomeno de la reversién. No se identificd ningln elemento genético mavil ni
tampoco cambios de secuencia significativos entre las variantes Oy T y solo se
detectd un anico cambio nucleotidico no sinbnimo en el gen wlaL que dificilmente
podria explicar la reversion. Las regiones cps de la cepa objeto de estudio
difirieron de la utilizada como referencia lo que sugiere que la cepa seleccionada
no pertenece al serotipo CPS-1. Finalmente, con varias herramientas de
busqueda de virus (o fagos), se encontro la secuencia de un inovirus en los
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genomas de ambas variantes y en la misma posicion, por lo que tampoco se
pudo relacionar con el fenémeno de la reversion.

En paralelo, se analiz6 in vitro la reversion capsular en este nuevo serotipo.
Primero, se constatd que las células de las colonias O estaban rodeadas de
capsula al microscopio electronico de transmisién, al observar una capa
altamente electrodensa por fuera de la membrana externa. A continuacién, se
determind la frecuencia de reversion de las variantes O a Ty T a O y se constato
gue se producia la reversion capsular del fenotipo T a O con una frecuencia que
aumentaba a lo largo de los pases en medios de cultivo, llegando a un 50%.
Finalmente, se correlaciond la produccion de la capsula con la resistencia al
complemento del suero sanguineo y, por tanto, con el potencial septicémico.

En conclusién, los resultados obtenidos sugieren que la cepa estudiada
pertenece a una nueva serovariedad dentro del Linaje 1 en la que la reversion
del fenotipo de O a T y viceversa se debe probablemente a fendmenos de
regulacion aun por determinar y no a cambios genéticos reversibles. En este
nuevo serotipo, la produccién de la capsula también confiere capacidad
septicémica, pero, a diferencia de los descritos, la frecuencia con la que revierte
la variante T a O aumenta con los pases en medio de cultivo por lo que se puede
hipotetizar que la reversion se debe a un fenédmeno de regulacion transcripcional
relacionado con la adaptacion al medio. Finalmente, el genoma de ambas
variantes presenta un inovirus cuya caracterizacion merece futuros estudios.
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2. Introduccion
2.1. Contexto y justificacion del Trabajo

Vibrio vulnificus es una bacteria Gram negativa, anaerobia facultativa y movil por
un flagelo polar. La especie pertenece al género Vibrio y habita en ecosistemas
de agua salobre localizados en zonas templadas, tropicales y subtropicales.
Debido al calentamiento global, esta bacteria se encuentra en expansion a zonas
tradicionalmente mas frias, como el mar Baltico . Se considera un patégeno
multi-hospedador, capaz de causar enfermedad (vibriosis) en distintas especies
de animales acuaticos y en el ser humano. Ademas, se considera un patdgeno
zoonotico ya que la vibriosis puede transmitirse de animales enfermos al ser
humano 2.

La vibriosis de los peces se presenta en dos modalidades relacionadas con la
ruta de infeccion: contacto o ingestion. En ambos casos, puede derivar en
septicemia y muerte. Cuando infecta por contacto, la bacteria coloniza las
mucosas de la piel y las branquias e ingresa directamente en sangre resistiendo
el sistema inmunitario y causando la septicemia 3.

La vibriosis humana también se produce por contacto o ingestion. Cuando la
bacteria se ingiere con marisco o pescado crudo o poco cocinado, causa
gastroenteritis y cuando infecta por contacto, causa graves lesiones en la
epidermis y la dermis que pueden requerir intervencion quirdrgica.
Independientemente de la ruta de infeccion, el patbgeno puede pasar a la sangre
y la enfermedad progresar a septicemia y muerte en menos de 48 horas si el
paciente presenta elevados niveles de hierro en sangre debido a patologias
subyacentes como la hemocromatosis o la cirrosis *.

En términos generales, la virulencia de V. vulnificus es multifactorial
dependiendo tanto de la produccién de mudltiples toxinas y exoenzimas, que
dafian los tejidos, como de una envoltura protectora rica en cépsula y en
antigeno O de cadena larga °. La capsula, en concreto, destaca porque protege
a la bacteria del sistema inmunitario innato del ser humano y su expresion es
6ptima a altas concentraciones de hierro 6. Asi, solo las cepas que producen
capsula son capaces de resistir el sistema inmunitario y causar septicemia en el
ser humano.

Desde hace tiempo se sabe que la produccion de capsula es reversible, de
manera que variantes capsuladas de la misma cepa pueden revertir a no
capsuladas y viceversa /. Ambas variantes pueden reconocerse en los medios
de cultivo solidos porque la capsulada desarrolla colonias opacas a la luz (O) y
la no capsulada, translicidas (T). No obstante, a pesar de la importancia de la
capsula en la virulencia de la especie, el mecanismo molecular de reversion se
desconoce. Nuestra hipétesis, basada en los estudios realizados en el serotipo
capsular CPS-1, es que esta reversion se debe a cambios genéticos reversibles,
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por lo que analizando los genomas de las variantes O y T de una misma cepa,
esos cambios podrian identificarse y el mecanismo dilucidarse.

Por todo ello, es relevante realizar un estudio tanto genémico como fenotipico
que clarifique el mecanismo de reversion de fenotipo capsulado a no capsulado
y viceversay su papel en la virulencia de esta especie de Vibrio. Con ello, podrian
disefiarse métodos de control de la actividad virulenta de estas bacterias,
impidiendo que la invasion en los seres vivos que infectan pueda llegar a causar
vibriosis y, en definitiva, septicemia.

2.2.
2.2.1.

2.2.2.

Objetivos del Trabajo
Objetivos generales

1. Identificar el mecanismo molecular de induccion de la
formacion/pérdida de la capsula a partir de la informacion genémica de la
cepa CECT91009.

2. Identificar las diferencias fenotipicas en cuanto a la
formacion/pérdida de la capsula en las variantes opaca/translicida de la
cepa CECT9109.

Objetivos especificos

1. Identificar el mecanismo molecular de induccién de la
formacién/pérdida de la capsula a partir de la informacion genémica de la
cepa CECT9109.

1.1. Clasificar la cepa a nivel de patovar mediante PCR.

1.2. Secuenciar los genomas de las variantes O y T de la cepa
CECT9109; realizar el ensamblaje hibrido de novo y el mapeo.
Anotar los genomas.

1.3. Determinar el linaje filogenético de la cepa en estudio.

1.4. Identificar los loci cps (codificantes de la capsula) mediante
llamado de variantes (detectar posibles InDel o SNP).

1.5. Identificar in silico la presencia de profagos.

2. Identificar las diferencias fenotipicas entre las variantes O y T de
la cepa CECT9109.

2.1. Observar la cdpsula al microscopio Optico mediante tincion
de cépsulas y al microscopio electronico de transmision (TEM).
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2.2. Calcular la frecuencia de la reversiéon O-T y T-O en medio
basal.

2.3. Relacionar la produccion de capsula con la resistencia al
suero humano con/sin hierro.

2.3. Enfoque y método seguido

El objetivo principal del presente Trabajo Fin de Master (TFM) era averiguar cual
es la base genética del fendmeno de la reversion de fenotipo virulento (capsulado)
a no virulento (no capsulado) y viceversa en el patégeno zoonético V. vulnificus
usando herramientas gendmicas y bioinformaticas. Esta aproximacion constituye
una novedad puesto que no existe ningun trabajo parecido en esta y en otras
especies bacterianas que sufren el fendmeno de la reversion. Este objetivo
entrafia una dificultad afiadida y es que esta especie, a diferencia de la mayoria
de las bacterias, posee dos cromosomas con distinta informacion genética en
vez de uno, lo que dificulta el ensamblado de los genomas.

El laboratorio de la Dra. Amaro dispone de cientos de cepas de la especie
V. vulnificus de entre las cuales se eligié la cepa CECT9109 para el estudio y la
cepa CECT4999 (también llamada R99) como control. La cepa CECT9109 fue
aislada en Suecia a partir de un caso de septicemia primaria humana tras
consumo de ostra y se escogi6é porque revertié de capsulada a no capsulada de
forma espontanea en el laboratorio. La cepa R99 se aislé en Espafia de anguila
enferma, pertenece al Linaje 2, a la patovariedad (pv.) piscis, (engloba las cepas
virulentas para peces), y al clado zoon6tico (agrupa las cepas de la patovar que,
ademas, son zoondticas). Se desconoce tanto el linaje al que pertenece la cepa
CECT9109 como si se trata de una cepa de la pv. piscis.

2.3.1. Metodologia in silico

Las secuencias genOmicas de la cepa CECT9109 se obtuvieron usando las
tecnologias de ultrasecuenciacion lllumina MiSeq @ y Pacific Bioscience o
PacBio °. El uso combinado de ambas tecnologias es muy comin ya que la
tecnologia Illumina permite obtener lecturas de secuencias (reads) cortas (200
pb) de alta calidad (pocos errores nucleotidicos) y la PacBio, reads muy largos
(més de 10 kpb) aunque con un mayor numero de errores, por lo qgue ambas
tecnologias se complementan. Normalmente, se realiza una primera
aproximacion mediante lllumina y una segunda con PacBio y, asi, se ensamblan
los contigs para conseguir un genoma cerrado, en este caso, cada cromosoma
en un solo contig. En otras palabras, la combinacion de estas dos tecnologias
ofrece un resultado de alta calidad y precision.
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Una vez obtenidas las secuencias por ambas tecnologias, se analiz6 la calidad
de las lecturas mediante programas informaticos como FastQC y se filtrd
mediante PrinSeq 1°. A continuacion, el ensamblaje de novo de estas lecturas y
el ensamblaje hibrido (cadenas cortas y largas) se realiz6 usando diferentes
programas informaticos, como son SPAdes genome assembler !y Unicycler 2,
entro otros, y comparando los resultados obtenidos.

Para la obtencion del arbol filogenético se utilizé el modelo neighbour-joining (NJ)
con el programa PARSNP 13y para la visualizacion del arbol la herramienta iTOL.

Las comparaciones entre las secuencias de ambas variantes se realizaron
usando BLASTn y se representaron graficamente usando la herramienta
informatica Bandage '*. Finalmente, el andlisis de regiones cps y de profagos se
llevé a cabo usando otras herramientas informaticas como son Clustal Omega y
Phaster, entre otras .

2.3.2. Metodologias in vitro

En primer lugar, se procedi6 a determinar si la cepa objeto de estudio pertenecia
a la pv. piscis para lo que se realiz6 una amplificaciébn de ADN por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) dirigida al gen plasmidico vep07, gen que
codifica una lipoproteina de membrana externa que confiere resistencia a la
fagocitosis y al complemento (conjunto de proteinas del suero sanguineo que es
capaz de lisar bacterias) de los peces ¢17, La cepa R99 se us6é como control
positivo.

En segundo lugar se procedi6 a la visualizacion de la capsula par lo que se
realizaron preparaciones de cultivos bacterianos que se procesaron para su
observacién mediante microscopia electrénica de transmision (TEM) * usando
el servicio de Microscopia de los servicios generales de la Universitat de Valencia
(UV). Esta técnica es muy utilizada para observar estructuras biolégicas micro y
nanoscopicas. Ademas, también se realizaron tinciones negativas en
portaobjetos que permiten la visualizacibn de ciertas capsulas con un
microscopio éptico convencional *°.

Finalmente, para determinar el potencial septicémico de cada variante de la cepa
CECT9109 se hicieron crecer en suero humano comercial, adicionado o no con
FeClz 10 uM y se calculé el porcentaje de supervivencia tras 4 y 24 h de
incubacion a 37 °C 20, La adicién de hierro al medio es esencial puesto que
favorece la formacion de la capsula por la bacteria y, en consecuencia, su
resistencia al suero.
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2.4. Planificacion del Trabajo
2.4.1. Tareas

Tabla 1. Tareas planificadas junto con su duracion en dias para la realizacion del TFM.

Tarea Duracion (dias)
Obtencidén del cepario (cepas de estudio y controles) 7
Cultivo de las cepas, y extraccion y purificacién del ADN 7
Andlisis de las cepas a nivel de patovar mediante PCR 2
Secuenciacién de los genomas de las cepas de estudio 19
Filtraje, ensamblaje hibrido y mapeo 8
Anotacién de los genomas 7
Determinacion del linaje filogenético de la cepa CECT9109 15
Identificacion de los loci cps 21
Identificacion de la presencia de profagos 17
Observacién de la capsula al TEM 2
Tincién de la capsula 3
Calculo de la frecuencia de reversion capsular 10
Relacion de la capsula con laresistencia al suero humano 3
Redaccién de la memoria 13
Elaboracién de la presentacion 6

2.4.2. Hitos

El primero fue la secuenciacion de los genomas de las variantes Oy T de la cepa
en estudio y su analisis in silico, el cual ha comprendido la mayor parte del tiempo
del presente TFM. Una vez los genomas estuvieron ensamblados y mapeados,
se destind gran parte del tiempo a la identificacién de los loci cps y, en menor
medida, al analisis de la presencia de profagos en ambos genomas.

Dado que a simple vista ya se distinguian diferencias en cuanto a la morfologia
colonial de las cepas en estudio (presencia/ausencia de capsula), el visionado
por microscopia, la tincién e inmunotincion de la capsula y los experimentos in
vitro, asi como el calculo de la frecuencia de reversion capsular se pudieron
realizar de manera paralela al estudio bioinformético.

Por ultimo, se realiz6 la escritura de la memoria de este TFM con su posterior
presentacion para la defensa del mismo.

Asi pues, los hitos de este trabajo fueron:

e Obtencion de las secuencias de los dos cromosomas de las variantes O
y T de la cepa en estudio mediante secuenciacion, mapeo y ensamblaje.

e |dentificacion de las posibles causas de la reversion mediante la
busqueda de diferencias en los loci relacionados con la biosintesis de la
capsulay la identificacién de profagos.

e Correlacionar la presencia o ausencia de capsula con fenotipo
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e Escritura de la memoria.
e Elaboracion de la presentacion.

2.4.3. Andlisis de riesgos

El riesgo mas importante que se identifico para la realizacion de este trabajo era
la posible falta de tiempo disponible para la consecucion de todos los objetivos
planteados. Al tratarse de un trabajo sobre todo bioinformético, aunque también
con varios puntos practicos en el laboratorio de experimentacion, se previé que
existian factores que podian llegar a ralentizar la obtencién de los resultados,
como eran:

- Infraestructura informatica: poca capacidad de rendimiento del ordenador,
por lo que los analisis bioinforméticos pueden ir lentos.

v" Solucion: disponer de infraestructura de la propia Universitat de
Valéncia para el ensamblado y mapeado de los genomas, y para la
deteccion de los cps.

- Disponibilidad del servicio de secuenciacién contratado, y tiempo de
espera hasta la obtencion de las secuencias de las cepas de estudio.

v' Solucion: adelantar otros ensayos previstos a realizar mas adelante.

- No identificacion de diferencias a nivel nucleotidico entre las secuencias
de ambas variantes de la cepa de estudio, debido a la posibilidad de que
estas diferencias se encontraran a nivel de cantidad de ARN.

v" Solucion: analisis de la expresién diferencial entre ambas variantes
mediante microarrays y PCR cuantitativa.

- Compra y llegada de los fungibles y reactivos necesarios para la
realizacion de la parte experimental en el laboratorio.

v Solucion: planificacion de los experimentos y compra del material con
tiempo de antelacion y a comerciales o distribuidores de la region.

- Disponibilidad del servicio de microscopia electronica de la Universitat de
Valéncia.

v Solucidon: contratacion de los mismos servicios en la Universitat
Politécnica de Valéncia.

Teniendo en cuenta estos factores de riesgo se considerdé que los objetivos
especificos 1.1 a 2.2 eran los objetivos primarios (de imperativo cumplimiento
para el trabajo) mientras el objetivo especifico 2.3 era secundario y solo se
realizaria siempre que se dieran los factores de tiempo y recursos necesarios.
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2.4.4. Calendario

Name

PECO. Definicion del frabajo
PEC1. Plan de trabajo

PEC2. Desarrollo del frabajo
PEC3. Desarrollo del frabajo (2)
PEC4. Memoria

PECSa. Presentacion

PECSb. Defensa

0. Obtencién del ceparic

= 1. Estudio medianie gendmica comparada

1.1 Gultive de las cepas, y exfraceion y puri.

1.2 Andlisis de las cepas a nivel de patovar ...

1.3. Secuenciacién de los genomas
1.4. Filtrado, ensamblzje hibrido y mapeo
1.5. Anotacidn de los genomas
1.6. Determinacion del linaje filogenéfico
1.7. Idenfificacion de los loci cps.
1.8. Idenfificacion de profagos
= 2. Estudio fenotipico
2.1. Observacien de la capsula (TEM)

2.2 Tincidn de la capsula

2.3 GCaleulo de la frecuencia de reversion ca..

2.4 Andlisis de la resistencia al suero humano

Start ... i

Feb 16, 2022
Feb 24 2022
Mar 08, 2022
Apr12,2022
May 17, 2022
May 30, 2022
Jun 13, 2022
Feb 16, 2022
Feb 23, 2022
Feb 282022
Mar 09, 2022
Mar 08, 2022
Apr 05, 2022
Apr 15,2022
Apr 13,2022
Apr 13,2022
Apr 11,2022
Mar 14, 2022
Mar 14, 2022
Mar 14, 2022
Mar 142022

Mar 23, 2022

End Date

Feb 23, 2022
Mar 07, 2022
Apr 11, 2022
May 18, 2022
Jun 02, 2022
Jun 08, 2022
Jun 24, 2022
Feb 24, 2022
May 13, 2022
Mar 08, 2022
Mar 10, 2022
Apr 04, 2022
Apr 14, 2022
Apr 25, 2022
Apr 29, 2022
May 13, 2022
May 03, 2022
Mar 30, 2022
Mar 15, 2022
Mar 18, 2022
Mar 25, 2022

Mar 30, 2022

1

Feb, 2022

13 Feb

20 Feb

Mar, 2022

27 Feb

06 Mar

13 Mar

20 Mar

27 Mar

Apr, 2022

03 Apr

~8
e

Figura 1. Diagrama de Gantt de las tareas a desarrollar en este TFM.
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2.5. Breve sumario de contribuciones y productos obtenidos

Con la realizacién del TFM se consiguio conocer la secuencia del genoma de las
variantes O y T de la cepa CECT9109 de V. vulnificus y cerrar los dos
cromosomas. A partir de las secuencias, se realizo el analisis bioinformatico en
busqueda de los loci codificadores de capsula y de profagos, comparando los
resultados obtenidos en ambas variantes. Con ello, se pretendié encontrar
diferencias que explicaran el proceso de reversion (i.e., identificacion de
inversiones, inserciones o fagos).

De manera paralela, se obtuvieron evidencias fenotipicas de la produccion de la
capsula observando las cepas al microscopio 6ptico y electronico.

Finalmente, se ha realizado una memoria de todo el trabajo realizado, que
incluye una introduccion del tema tratado, los materiales y la metodologia
empleada, los resultados obtenidos y las conclusiones de este. A modo de
simplificacion, se mostrarda el trabajo mediante una presentacion virtual.

Asi pues, hemos obtenido:

A) resultados cientificos:

e El genoma cerrado de los dos cromosomas de las dos variantes de la
cepa de estudio.

e Evidencias de la causa de la reversion

e Evidencias de que la capsula es esencial en la cepa CECT9109 para
la resistencia al suero y la septicemia

B) resultados entregables:

e El plan de trabajo, documento en el que se definieron los objetivos y
calendario a seguir para completar el TFM.

e La memoria de todo el trabajo realizado, introduciendo el tema tratado,
los materiales y la metodologia empleada, los resultados obtenidos y
las conclusiones de este.

e La presentacion virtual que a modo de simplificacion mostrara el
trabajo realizado.

2.6. Breve descripcion de los otros capitulos de la memoria

Los siguientes puntos de este TFM constituyen el desarrollo de este. En primer
lugar, se presenta el estado del arte, es decir, el conocimiento actual sobre las
tecnologias de secuenciacion y analisis de genomas, asi como sobre la
importancia de la capsula en la virulencia de V. vulnificus y lo que se conoce
sobre el mecanismo de reversién. También se muestra la metodologia empleada
a lo largo de todo el trabajo, siguiendo con los resultados obtenidos y su analisis
critico. Finalmente, se explican las conclusiones del TFM, junto con la bibliografia
y los anexos existentes.
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3. Estado del arte

Desde el desarrollo de las nuevas tecnologias de secuenciacién (NGS por sus
siglas en inglés), se han implementado multitud de herramientas bioinformaticas
que ayudan al procesamiento, andlisis y comprension de los datos
proporcionados por estos sistemas. El uso de una aplicacion informatica u otra
depende, en gran medida, del tipo de dato a analizar, de la precision requerida
en el estudio y, en definitiva, de la manera de trabajar de la persona.

A continuacion, se presenta un listado de parte de estas herramientas
informaticas especializadas en las NGS.

3.1. Ensamblaje

En la actualidad, coexisten multitud de herramientas para el ensamblaje de los
genomas. Unicycler 122! es, por excelencia, una de las mas utilizadas, pero esta
especializada sobre todo en el ensamblaje a partir de lecturas cortas. No
obstante, existen otras aplicaciones, como SPAdes que también resultan utiles
para el ensamblaje con lecturas cortas .

Para el ensamblaje con lecturas largas, ensambladores como Canu, Flye o
Shasta, entre otros, son buenos candidatos 2223, cabe destacar que PacBio
posee sus propios ensambladores, como por ejemplo HGAP 24,

En el caso de Unicycler, también puede funcionar como ensamblador hibrido,
donde primero genera un grafo de ensamblado a partir de las lecturas cortas de
lllumina, y utiliza el alineamiento de las lecturas largas (PacBio) para realizar un
scaffolding de los contigs hasta dar con un genoma completo y cerrado.

Por lo general, estas herramientas informaticas son de facil uso, pero pueden
necesitar un alto tiempo computacional o requisitos concretos de hardware.

En definitiva, se puede decir que Unicycler ofrece un buen resultado en cuanto
a ensamblaje de lecturas de lllumina, pero también para ensamblaje hibrido
(combinacién de lecturas cortas y largas). Si se dispone de lecturas largas,
herramientas como Flye o HGAP (en caso de disponer del sistema PacBio)
pueden ser buenas candidatas.

3.2. Mapeo

Una de las posibilidades para obtener un genoma cerrado sin un coste
econdémico muy elevado consiste en mapear lecturas cortas de lllumina sobre un
genoma ya cerrado.
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Existen diferentes programas capaces de realizar mapeos de genomas enteros,
obteniendo buenos resultados. Estos pueden ser Bowtie, BWA, Novoalign, entre
otros 226, Aunque BWA ofrece resultados buenos incluso con lecturas largas,
Bowtie presenta un mapeo con mayor precision y cobertura del alineamiento.

Por otro lado, Snippy %/, del gestor de paquetes Conda, es otra herramienta de
mapeo de codigo abierto que alinea lecturas cortas sobre genomas cerrados,
obteniendo ademas un fichero de llamado de variantes (VCF), en el que se
identifican los cambios producidos en el genoma resultante respecto del genoma
de referencia. Este archivo resulta de gran interés cuando se pretende estudiar
diferencias entre genomas de diferentes bacterias.

3.3. Deteccion de profagos

Finalmente, la deteccién de regiones gendmicas pertenecientes a bacteriéfagos
dentro del genoma estudiado es relevante para este estudio porgue la inserciéon
de un profago, o su cambio de posicion en el genoma, puede llevar consigo la
pérdida de capsula o su ganancia. La deteccion in silico se puede realizar con
muchas herramientas informaticas, mas o menos precisas, 0 que se han
desarrollado de manera especifica hacia tipos de fagos concretos.

Aplicaciones genéricas pueden ser Phaster, PHISDetector, VirSorter o
Prokaryotic virus Host Predictor (PHP por sus siglas en inglés) 28-32, Estas se
basan en bases de datos de fagos descritos en la bibliografia, normalmente
detectando regiones parecidas con estas bases de datos.

En cambio, para la identificacion de tipos de fagos menos descritos, como por
ejemplo los inovirus, existen otras herramientas mas especializadas, como es el
caso de Inovirus detector 5.
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4. Metodologia

4.1. Obtencion de las muestras a analizar
4.1.1. Cultivo bacteriano

En este TFM se ha empleado la cepa CECT9109 de V. vulnificus, cepa de origen
clinico que se aislé de un caso de septicemia primaria humana en Suecia tras
consumo de ostra. De manera espontanea, esta cepa revertio de capsulada (O)
a no capsulada (T) en un experimento realizado en el laboratorio, por lo que se
disponia de cultivos puros de las variantes O y T. Se desconocia al inicio de este
TFM a qué linaje filogenético pertenecia esta cepa y si era 0 no de la pv. piscis.

La cepa CECT4999, también llamada R99, es la cepa que se usa como modelo
en el laboratorio de la Dra. Amaro por lo que se incluyé como cepa control. Esta
cepa pertenece al Linaje 2, a la pv. piscis y al clado zoonético de la especie. Se
aislé de anguila enferma en Espafia y es virulenta para ratones (modelo animal
de la vibriosis humana).

El Anexo 2 muestra el listado de medios de cultivo empleados y como se
prepararon.

4.1.2. Obtencion del cepario

Una vez preparados los medios de cultivo, las cepas se descongelaron y se
cultivaron en 5 mL de medio liquido durante 24 h a 28 °C en agitacion (120 rpm).
A continuacion, se sembraron placas con medio sélido mediante triple estria para
la comprobacion de la pureza del cultivo y la morfologia colonial (Figura 2).

Figura 2. Imagen ejemplo del cultivo de la cepa CECT4999 en medio sélido mediante triple estria
tras 24 h de cultivo a 28 °C.

Tras 24 h de cultivo a 28 °C, se resuspendi6 una colonia de cada cepa/variante
en 5 mL de medio liquido y se incubd otras 24 h a 28 °C en agitacion. Pasado
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este tiempo, las células se criopreservaron con 20 % de glicerol estéril (Panreac,
EE.UU.) hasta su uso.

4.1.3. Extraccion, purificacion de ADN y secuenciacion

El siguiente paso consistio en extraer y purificar el ADN a partir de cultivos de
24 h de ambas variantes. La purificacién se realizé utilizando microparticulas
(microbeads) magnéticas (MagAttract HMW DNA; Quiagen, Alemania) segun el
protocolo descrito por la empresa fabricante y se obtuvo un ADN de gran pureza.

El ADN purificado se secuencié mediante lllumina MiSeq System (lllumina,
EE.UU.) en los servicios de secuenciacion del FISABIO (Generalitat Valenciana)
y mediante PacBio (Pacific Biosciences, EE.UU) en los servicios de la Universitat
de Valéncia, El uso combinado de ambas tecnologias es muy comudn ya que la
tecnologia Illumina permite obtener lecturas de secuencias (reads) cortas
(150-250 pb) de alta calidad (pocos errores nucleotidicos) y la PacBio, lecturas
muy largas (mas de 10 kpb) aunque con un mayor nimero de errores, por lo que
ambas tecnologias se complementan. Por ello, para conseguir cerrar un genoma,
es decir, tener en un Unico contig un cromosoma en concreto, habitualmente se
realiza una primera aproximacion mediante Illumina y una segunda con PacBio
y, asi, se ensamblan las lecturas para conseguir el genoma cerrado (un unico
contig). En otras palabras, la combinacion de estas dos tecnologias ofrece un
resultado de alta calidad y precision.

4.2. Metodologia in silico
4.2.1. Filtrado de las lecturas, ensamblaje primario y visualizacién

Por un lado, se obtuvieron las lecturas de lllumina MiSeq @ en formato FASTQ
de las variantes O y T de la cepa CECT9109. Este formato presenta las
diferentes lecturas obtenidas, y cada una de ellas consiste en una primera linea
que se corresponde con su encabezado iniciado por “@” con la descripcién de
la lectura, una segunda linea con la secuencia de nucleétidos, una tercera linea
con el simbolo “+”, y una cuarta linea con una sucesién de caracteres ASCII que
se corresponden a la calidad de cada nucleoétido en su propia posicion.

Con este fichero, se analiz6 la calidad de las lecturas con FastQC del entorno
Galaxy Europe (https://usegalaxy.eu/). FastQC tiene como objetivo proporcionar
un informe de control de calidad que permite detectar problemas en la
secuenciacion, debido al secuenciador o al material de la libreria realizada.

Tras este primer analisis de la calidad, se decidié filtrar las lecturas mediante
PrinSeq (http://prinseq.sourceforge.net). Esta aplicacion permite filtrar,
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reformatear y recortar lecturas de secuencias, proporcionando a Ssu vez
estadisticos resumidos de los datos de secuencia. Para el filtrado, se decidio
seleccionar aquellas lecturas con un minimo de 50 pb y, ademas, con una calidad
media de 20 puntos. De igual manera, el fichero que proporciona esta
herramienta informatica también es un FASTQ de lecturas con su calidad.

A continuacion, se volvié a analizar la calidad de estas lecturas filtradas con
FastQC, corroborando que el filtrado se habia realizado correctamente.

Finalmente, se realizé el ensamblaje primario con los dos archivos (forward y
reverse) de las lecturas filtradas de lllumina. Para ello, se emplearon dos
programas informaticos, comparando los resultados: SPAdes 3.15 ! y
Unicycler 0.5 2, En ambos casos, se obtuvo un Unico fichero ahora en formato
FASTA, el cual presenta los diferentes contigs obtenidos tras el ensamblaje.
Estos contigs presentan un encabezado (iniciado por el simbolo “>”) en la
primera linea y la secuencia de nucleotidos del contig en la segunda; en este tipo
de fichero no se dispone de la calidad de los nucleétidos de la secuencia
obtenida.

Para visualizar el resultado del ensamblaje en un grafico, se utilizaron los
ficheros GFA (fichero de grafo) en la herramienta informatica Bandage 4, con los
pardmetros por defecto.

Por otro lado, el sistema de secuenciaciéon PacBio ° presenta dos tipos de
ficheros con las lecturas: un unico fichero con las lecturas crudas y otro fichero
con las lecturas filtradas (lecturas Hi-Fi) por el propio sistema. Tras la
visualizacion de la calidad de las lecturas Hi-Fi (CECT9109(0)) mediante el
programa NanoPlot 34 del gestor de paquetes Conda (el cual esta optimizado
para el control de calidad de lecturas largas), se ensamblaron mediante 2
metodologias diferentes: ensamblaje como tal y scaffolding (a partir de dos
ficheros FASTA; esto permite pulir el ensamblado obtenido solo con las lecturas,
mejorando la cobertura del ensamblado). Asi pues, se utilizaron las siguientes
herramientas informaticas:

e HGAP4 24 ensamblador propio del sistema PacBio. Esta herramienta
utiliza el fichero FASTQ con las lecturas Hi-Fi).

e Flye 3: utiliza también el fichero FASTQ anterior.

e Quickmerge %6: se trata de una herramienta que realiza scaffolding a partir
de dos ficheros FASTA (en este caso, tras el ensamblaje con HGAP4 y
Flye)

Tras estos ensamblajes, se compararon los resultados de calidad obtenidos
usando las herramientas QUAST 5.0.2 3 y BUSCO 5.3.2 3. Por un lado, la
herramienta QUAST permite obtener un resumen del ensamblado, en concreto
el nUmero de contigs, la N50 (longitud de los contigs que, usando contigs de igual
0 mayor tamafio, produce la mitad de la longitud del genoma), la L50 (nimero
mas pequeio de contigs cuya suma de sus longitudes constituye la mitad del
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tamafio del genoma), la longitud total del genoma y el numero de genes
predichos. Por otro lado, el anélisis con BUSCO muestra como de completo esta
un ensamblado; por ejemplo, determina si las regiones génicas control estan bien
ensambladas o muestran errores, comparandolas con su propia base de datos
(vibrionales_0db10 caso del género Vibrio).

4.2.2. Ensamblaje hibrido

Otra metodologia mas precisa para el ensamblaje de genomas es utilizar lecturas
tanto cortas como largas; esto se denomina ensamblaje hibrido. Ademas, existen
dos metodologias diferentes para este tipo de ensamblaje: el uso exclusivo de
ficheros FASTQ (de lecturas cortas y largas) y el uso de estos ficheros FASTQ
de manera combinada con un fichero FASTA (lecturas ya ensambladas) de alta
fidelidad. Esta ultima metodologia sirve para refinar el ensamblado final.

El programa informatico para el ensamblado hibrido fue Unicycler, que permite
combinar lecturas tanto cortas como largas, como también un ensamblado ya
realizado previamente 3°40, Se realizaron diferentes combinaciones de ficheros
en Unicycler para el ensamblaje hibrido del genoma de la variante O. Asi se
combinaron los archivos FASTQ:

e con las lecturas filtradas de lllumina y con las lecturas Hi-Fi.

e con las lecturas filtradas de lllumina y con las lecturas Hi-Fi y archivo
FASTA obtenido tras el ensamblaje con HGAPA4.

e con las lecturas filtradas de lllumina y con las lecturas Hi-Fi y archivo
FASTA obtenido tras el ensamblaje con Flye.

e con las lecturas filtradas de lllumina y con las lecturas Hi-Fi y archivo
FASTA obtenido tras el scaffolding con Quickmerge.

e con solo las lecturas filtradas de lllumina y archivo FASTA obtenido tras el
ensamblaje con HGAP4.

e con solo las lecturas filtradas de lllumina y archivo FASTA obtenido tras el
ensamblaje con Flye.

e con solo las lecturas filtradas de lllumina y archivo FASTA obtenido tras el
scaffolding con Quickmerge.

Como en el punto anterior, se comparo la calidad de estos ensamblados hibridos
mediante el uso de QUAST y BUSCO.

Finalmente, y sumado al estudio de calidad mostrado anteriormente, también se
realiz6 un pulido del genoma ensamblado definitivo usando la aplicacion
informatica Pilon 1.23 4%, Para ello, se utiliz6 el fichero FASTA junto con los
ficheros filtrados FASTQ de lllumina (de mayor calidad en general).
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4.2.3. Mapeo

El mapeo de la variante T (ficheros FASTQ filtrados de Illumina) de la cepa en
estudio se realiz6 utilizando el genoma cerrado de la variante O (ensamblado
pulido obtenido anteriormente; fichero FASTA) como referencia. Para ello, se
empled la aplicacion informética Snippy 2’ del gestor Conda, con los valores por
defecto. Esta herramienta ofrece tanto el fichero FASTA con el genoma mapeado
como también un fichero informe sobre el llamado de variantes (VCF), el cual
muestra las diferencias nucleotidicas entre la secuencia ensamblada (variante T)
respecto de la de referencia (en este caso el genoma de la variante O).

4.2.4. Anotacion de los genomas

La anotacion de ambos genomas, O y T, de la cepa en estudio se realizd
mediante Prokka 1.14.6 %2, que ofrece diferentes ficheros, siendo el fichero con
las extension GBK (fichero GenBank) el de mayor interés.

4.2.5. Determinacién del linaje filogenético de la cepa CECT9109

con las secuencias cerradas de los genomas de las variantes O y T de la cepa
en estudio, se procedid a realizar un estudio filogenémico. En la actualidad se
distinguen 5 linajes filogenéticos dentro de la especie V. vulnificus, de los que los
linajes 1y 3 son los mas relevantes desde el punto de vista de la salud publica #3.

Para este analisis se usaron los 81 genomas incluidos en el estudio previo de
Roig et al. # junto con los genomas de las variantes O y T. Se tom6é como
referencia la cepa YJO16, perteneciente al linaje 1. Esta cepa se seleccion6 por
ser la primera cuyo genoma se secuencio y cerré y por ser la mas usada como
referencia en este tipo de estudios.

Se empled la herramienta informatica PARSNP 1.2 13, la cual da como resultado
un arbol del tipo NJ, con formato Newick.

Tras este analisis, el arbol se visualiz6 con la herramienta de la pagina web iTOL
(Interactive Tree of Life; https://itol.embl.de/).

4.2.6. ldentificacidon de los loci cps

En primer lugar, se realizé una busqueda bibliografica sobre la region codificante
de la cépsula en la especie V. vulnificus, obteniéndose el operén en cuestiéon
descrito en la cepa MO6-24/0 (operdn cps: NCBI Nucleotide DQ360502.1
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[GenBank: DQ360502.1] 7; genoma de la cepa M0O6-24/0: NCBI Assembly
ASM18658v1 [GenBank assembly accession: GCA_000186585.1]).

Para determinar la region exacta donde se sittan los genes del operdn en estudio
en los genomas de las variantes O y T se utiliz6 la herramienta BLASTn
(ejecutado desde Ubuntu, el cual se descarg6 desde la pagina oficial del NCBI).
Los ficheros CSV de interés indicaron la posicion exacta de inicio y fin del operén
de estudio. A continuacion, la extraccion de la region de interés en cada genoma
se realizé mediante un script propio del grupo de investigacion de la Dra. Amaro,
implementado en Python 2.0 y se corroboro la correcta extraccion mediante la
visualizacion con Bandage.

Estas regiones se anotaron mediante Prokka, y se volvieron a representar junto
con la cepa de referencia mediante Easyfig de Python 2.0.

Para encontrar diferencias a nivel nucleotidico entre las variantes O y T se
procedié a un analisis mas fino mediante “llamado de variantes” (VCF) obtenido
tras el mapeo.

Finalmente, las secuencias afectadas por el cambio nucleotidico encontrado se
analizaron mediante Clustal Omega, observando similitudes y diferencias con la
proteina en cuestion obtenida de Uniprot (0 KEGG).

4.2.7. ldentificacion y analisis de la presencia de profagos

Los programas informaticos utilizados para la identificacion in silico de profagos
en los genomas ensamblados a patrtir de las lecturas de lllumina fueron: Phaster,
Inovirus detector y VirSorter2. En el caso de los resultados obtenidos con esta
dltima aplicacion informética, el resultado se complement6 con la herramienta
CheckV para eliminar falsos positivos y secuencias demasiado cortas para ser
consideradas profagos.

En los tres casos, las aplicaciones comparan secuencias detectadas en el fichero
de estudio con bases de datos de fagos ya identificados y publicados. Ademas,
mientras que los programas Phaster y VirSorter2 detectan la presencia de fagos
(profagos) en general, Inovirus detector esta especializado en inovirus. Este
género de fagos pertenece a los Inoviridae, los cuales se caracterizan por ser
una familia de fagos de cadena de ADN sencilla (de 9-10 kpb) que requieren de
un intermediario de ADN de doble cadena para su replicacion y transcripcion, y
ademas no poseen envoltura viral.

Asi pues, se analizo la presencia de profagos en los genomas de ambas
variantes de la cepa en estudio (CECT9109) y también en el de la cepa 95-8-161,
ya secuenciada y ensamblada por el grupo de investigacion de la Dra. Amaro; el
uso de esta ultima cepa fue debido a que en estudios anteriores ya se detecto la
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presencia de profagos con otros programas informaticos, por lo que fue
considerada como control positivo de efectividad de la metodologia empleada.

4.3. Metodologia in vitro
4.3.1. Extraccion rutinaria de ADN, PCR y electroforesis

La deteccidon de los genes de interés se realizé mediante extraccion de ADN,
amplificacion por PCR vy visualizacion del amplicon tras electroforesis. En
concreto, se analiz6 la presencia de los genes vvha (hemolisina de la especie
V. vulnificus) y vep07.

La metodologia usada en este apartado se detalla en el Anexo 3. La extraccion
del ADN bacteriano se realiz6 mediante ebullicion y el ADN obtenido se guardo
a -20 °C hasta su uso. Tras la amplificacién por PCR de los genes de interés, se
realiz6 una electroforesis en un gel de agarosa donde se corrié simultdneamente
un marcador de pesos moleculares. Al término de la electroforesis, la
visualizacion del gel al transiluminador permiti6 comprobar si la PCR habia
amplificado o no la secuencia correspondiente al gen estudiado.

4.3.2. Tincion capsular

Para la visualizacion directa de la cdpsula mediante microscopia 6ptica, se
realiz6 una tincion negativa con nigrosina o tinta china (Sigma-Aldrich, EE.UU.).
Para ello, se deposité una gota de 10 uL procedente de una colonia resuspendida
en PBS en un portaobjetos y se dej6 secar al aire. A continuacién, se coloc6 una
gota de nigrosina en un extremo del portaobjetos y se extendié con otro
portaobjetos. Se dejo secar al aire nuevamente.

Las muestras tefiidas se observaron con un microscopio de campo claro Leica
DM4000 B conectado a una camara Leica DFC420 (Leica Biosystems,
Alemania), tomandose imégenes a 100 aumentos.

4.3.3. Microscopia electronica de transmision (TEM)

El detalle de la estructura celular se observé mediante microscopia electronica
de transmision (TEM, por sus siglas en inglés) en el servicio de microscopia de
la Universitat de Valéncia. Se partié de una colonia aislada en medio sélido de
ambas variantes de la cepa de estudio y se realizo un cultivo overnight (18 h) en
10 mL de medio liquido. El cultivo crecido se llevo al servicio de microscopia de
la UV para su procesado, que incluyo fijacion en resina, tincion y obtencion de
cortes ultrafinos. Estos se observaron con un microscopio electronico de
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transmision (TEM) JEOL jem 1010 de alto contraste provisto de camara digital
AMT de 8 Mpx (Jeol USA Inc., EE.UU). Se tomaron imagenes a 8.000 aumentos
con una potencia de 80.0 kV.

4.3.4. Célculo de la frecuencia de reversion capsular

V. vulnificus puede revertir su morfologia colonial de manera espontanea o
inducida bajo presion de seleccién como la que representa la exposicion al suero
humano. En términos generales, la bacteria se recupera de las muestras clinicas
con la morfologia O y puede revertir de a T tras sucesivos pases en el laboratorio.
También se ha reportado una tercera morfologia, la rugosa (R), aunque con
mucha menor frecuencia.

La cepa CECT9109 se recibi6 en el laboratorio de la Dra. Amaro como un cultivo
puro de colonias O pero tras sucesivos pases se observaron colonias T. Ambos
tipos se purificaron.

Para el calculo de la frecuencia de reversion capsular hay que contar el nUmero
de colonias de un tipo y de otro y, como esta frecuencia suele ser muy baja, hay
que sembrar maltiples placas.

Asi pues, se partié de una colonia aislada en medio solido de ambas variantes
gue se cultivé por separado en 5 mL de medio liquido y se incub6 a 28 °C durante
24 h en agitacion (120 rpm) (primer pase). A continuacion, se realizaron varios
pases sucesivos sembrando cada vez un volumen de 10 yL a partir del tubo
crecido durante 24 h en un nuevo tubo conteniendo 5 mL de medio fresco. Todos
los tubos de los pases sucesivos se incubaron a 28 °C durante 24 h en agitacion.

En todos los casos, tras las 24 h de incubacion, se sembraron 10 placas de
medio de cultivo solido por pase, con 100 L de cultivo crecido de cada variante
y el cultivo se extendié con asa de vidrio hasta su completa absorcion. Las placas
se incubaron a 28 °C durante 24 h y se contaron las colonias Oy T. La frecuencia
de reversion se calculé como el porcentaje de revertantes con respecto al total.

De las colonias que presentaban reversion, algunas de ellas se pasaron a placas
con medio sdlido para estudiar si la reversion se mantenia tras varios cultivos o
volvian al estado anterior. Y para corroborar que estas colonias con reversion no
eran el producto de una contaminacion espontanea en las placas de cultivo, se
les realizé una identificacion mediante PCR dirigida al gen marcador de especie,
el gen vhA, siguiendo el procedimiento anteriormente descrito.
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4.3.5. Ensayo de resistencia al suero humano con/sin hierro

La produccién de capsula estd intimamente relacionada con la resistencia al
suero sanguineo dado que el hierro activa la transcripcion y la formacion de la
capsula favoreciendo la resistencia al complemento del suero y la supervivencia
del patégeno en sangre (el complemento esta formado por una serie de enzimas
que se activan unas a otras en cascada atacando a las bacterias y matandolas).
En consecuencia, la variante O deberia resistir el efecto bactericida del suero
humano y la T no.

Para demostrarlo, crecimos las variantes O y T en suero humano comercial (HS,
por sus siglas en inglés; Sigma-Aldrich) y en HS con el complemento inactivado
por calor (30 min a 57 °C).

A partir de un cultivo de 24 h de ambas variantes tanto en medio liquido como
en solido, se resuspendieron 102 bacterias en 400 pL de HS, HS+Fe (HS + FeCls
10 pM (Sigma-Aldrich)) o HS inactivado. En paralelo, se repitio el experimento,
pero sembrando en PBS, como control de viabilidad celular. Las muestras se
incubaron a 37 °C y se realiz6é un recuento bacteriano por goteo a tiempo 0, a las
4 hyalas 24 h de incubacion a 37 °C. El recuento por goteo consiste en sembrar
volimenes de 10 uL por dilucion (3X) en vez de los 100 uL que se siembran
normalmente (este procedimiento se usa cuando se trabaja con volimenes de
cultivo menores de 1 mL). Las placas se incubaron a 37 °C y se leyeron a las
24 h.
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5. Resultados

5.1. Resultados in silico
5.1.1. Secuenciacion por lllumina MiSeq, filtrado y ensamblaje primario

En primer lugar, se analiz6 la calidad de las lecturas crudas (tanto forward como
reverse) obtenidas por lllumina para ambas variantes de la cepa CECT9109.
Este andlisis se realizd mediante FastQC, del entorno Galaxy. Las Figuras 3A'y
3B, y 4A y 4B muestras este andlisis previo para ambas variantes, O y T
respectivamente. Se observd una calidad media que bajaba a partir de
posiciones avanzadas en las lecturas (lineas azules en las imagenes).

Por ello, se procedi6 al filtrado de las lecturas mediante PrinSeq, siguiendo los
parametros:

e Longitud minima requerida de las lecturas: 50 pb.
e Calidad media de las lecturas: 20 pb.

Tras el filtrado, se volvié a analizar la calidad de las lecturas, mostrada en las
Figuras 3C y 3D, y 4C y 4D y se observaron lecturas de mayor calidad.
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Figura 3. Imagenes del analisis de calidad mediante FastQC del entorno Galaxy para las lecturas
de lllumina MiSeq de la cepa CECT9109(0O) (A y C: forward; B y D: reverse) previo filtrado con
PrinSeq (A y B) y tras filtrado (C y D). Se obtuvieron 1.125.928 lecturas, con longitud entre 35y
151 pb en el caso de las lecturas crudas (A y B), mientras que tras el filtrado quedaron 1.123.256
lecturas, con longitud entre 50 y 151 pb (C y D).
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Figura 4. Imagenes del andlisis de calidad mediante FastQC del entorno Galaxy para las lecturas
de Illlumina MiSeq de la cepa CECT9109(T) (A y C: forward; B y D: reverse) previo filtrado con
PrinSeq (A y B) y tras filtrado (C y D). Se obtuvieron 703.278 lecturas, con longitud entre 35 y
301 pb en el caso de las lecturas crudas (A y B), mientras que tras el filtrado quedaron 585.226
lecturas, con longitud entre 50 y 301 pb (C y D).

Con las lecturas filtradas, se procedié a su ensamblaje primario usando las
herramientas informaticas SPAdes y Unicycler, con los valores por defecto. La
visualizacion del resultado se realizé mediante Bandage, utilizando los ficheros
GFA (ficheros grafo). La Figura 5 muestra los ensamblados obtenidos para
ambas variantes con las dos aplicaciones utilizadas.

La Figura 5A y 5B muestra el ensamblado con SPAdes, donde se obtuvieron
627 nodos para la variante O y 353 nodos para la T; esto indica un gran volumen
de contigs por lo que el genoma no se consiguiod cerrar en ningln caso.

Por otro lado, la Figura 5C y 5D muestra este ensamblado, pero con la
herramienta Unicycler, la cual produjo 120 nodos para la variante O y 122 para
la T; en definitiva, un nimero muy reducido de nodos comparado con el uso de
SPAdes. No obstante, tampoco se consiguio cerrar el genoma de las variantes
de la cepa en estudio.
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Figura 5. Ensamblado de las lecturas obtenidas mediante Illumina MiSeq de las variantes O (A y
C)y T (By D) de la cepa CECT9109. El ensamblaje de las lecturas filtradas se realiz6 mediante
SPAdes (A y B) y Unicycler (C y D), obteniéndose los grafos (representacion visual) con la
herramienta informatica Bandage.

5.1.2. Secuenciacién por PacBio, filtrado y ensamblaje primario

PacBio presenta lecturas largas tanto crudas como filtradas por el propio sistema,
las cuales pasan a llamarse lecturas Hi-Fi. Tras el analisis de la calidad de estas
lecturas filtradas mediante NanoPlot (Figura 6), se observé una calidad muy alta
(minima calidad media de 20 pb), llegando a tener lecturas de hasta 25 kpb. Por
ello, se decidido mantener y utilizar estas lecturas Hi-Fi para los siguientes puntos.
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Figura 6. Grafico de calidad obtenido mediante NanoPlot de las lecturas Hi-Fi de PacBio de la
cepa CECT9109(0). Se obtuvieron 93.423 lecturas, con longitud entre 512 y 29.089 pb.

Las lecturas Hi-Fi se ensamblaron utilizando dos ensambladores diferentes:
HGAP4 (propio de PacBio) y Flye. Y, ademas, se realizo un scaffolding con los
ensamblados anteriores mediante Quickmerge. Tras los ensamblados, se
estudiaron varios parametros con QUAST, mostrandose en la Tabla 2. Se analizé
el nimero de contigs, la longitud total del ensamblado, la N50 (longitud de los
contigs que, usando contigs de igual o mayor tamafio, produce la mitad de la
longitud del genoma), la L50 (niumero méas pequefio de contigs cuya suma de
sus longitudes constituye la mitad del tamafio del genoma) y el nimero de genes
predichos. También se analizé la calidad del ensamblado mediante la
herramienta BUSCO.

Las herramientas Flye y Quickmerge mostraron ensamblados con 2 contigs,
mientras que HGAP4 dio como resultado 3. En cuanto a la longitud total obtenida,
las tres herramientas rindieron un resultado parecido, en torno a 5 Mpb. Para los
3 casos, tanto la N50 y la L50 fueron el mismo (el primer contig en concreto).
Ademas, el numero de genes predicho también fue parecido. Finalmente, la
mejor calidad del ensamblado la obtuvo Flye, con casi un 100%.

Tabla 2. Resultado de la comparativa entre los diferentes ensambladores (HGAP4 y Flye) y la

herramienta de scaffolding (Quickmerge) para el ensamblado de las lecturas largas Hi-Fi de
PacBio.

ne longitud n°genes BUSCO

contigs total NS0 150 predichos (%)
HGAP4 3 | 5.016.306 = 3.242.516 1 4362 | 99,7 (4)*
Flye 2 4.993.744 | 3.232.464 1 4.345 99,9 (1)*
Oulelnere ‘ 2 ‘ 5.003.796 = 3.242516 1 4.352 99,7 (4)*

(HGAP4 + Flye)
*nimero de genes patrdn no encontrados de los 1.445 genes en la base de datos empleada por
BUSCO.
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Tras la representacion con Bandage del grafo obtenido con Flye (mejor
ensamblado) se observo el segundo contig cerrado y circularizado (Figura 7).
Por tamafo (1.761.280 pb) se considero que representaba el cromosoma 2 de
la bacteria en estudio. Por el contrario, el contig primero (3.232.464 pb,
correspondiéndose al cromosoma 1) no se consiguio cerrar.

Figura 7. Imagen del ensamblado del genoma de la cepa CECT9109(0), obtenido mediante la
herramienta informéatica Flye, utilizando el fichero FASTQ con las lecturas Hi-Fi de BacBio, y
representado con Bandage. Contig 1 en morado, y contig 2 en turquesa.

El resultado anterior demuestra la necesidad de realizar un ensamblaje hibrido
con las lecturas cortas de Illumina y largas de PacBio.

5.1.3. Ensamblaje hibrido

Dado que los puntos anteriores no dieron lugar a un ensamblado perfecto para
la variante O, con los genomas cerrados con solo 2 contigs y circularizados, se
procedio al ensamblaje hibrido empleando las lecturas cortas filtrada de lllumina
y las lecturas Hi-Fi de PacBio. Para ello se utiliz6 Unicycler, con las diferentes
combinaciones expuestas en el punto de Metodologia.

La Tabla 3 muestra los resultados tras el uso de QUAST y BUSCO para los
diferentes parametros estudiados en los resultados del ensamblaje hibrido.

El mejor resultado se obtuvo con Unicycler empleando solamente los archivos
FASTQ filtrados de lllumina y PacBio, dando lugar a 2 contigs; el resto de las
combinaciones dieron lugar a 4 contigs, de igual manera que ocurria en el
ensamblado primario de las lecturas Hi-Fi con HGAP4 y Quickmerge.

La longitud total del genoma rondoé los 5 Mpb, siendo el N50 y el L50 el mismo
en todos los casos (primer contig). En cuanto al nimero de genes predichos,
solo con los archivos FASTQ se obtuvieron 4.340 genes, mientras que con las
combinaciones con ficheros FASTA se obtuvieron 4 genes mas.

Finalmente, la herramienta BUSCO dio lugar a una calidad de casi el 100% para
todos los casos.
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Tabla 3. Resultado de la comparativa entre las diferentes técnicas de ensamblaje hibrido,
combinando las lecturas cortas filtradas de Illumina y las lecturas largas Hi-Fi de PacBio. En
naranja se muestran los ensamblados todos los ficheros FASTQ y el fichero FASTA
correspondiente, y en azul, los ensamblados con los ficheros FASTQ de lllumina y el fichero
FASTA correspondiente.

ne longitud n°genes BUSCO
contigs total NS0 150 predichos (%)
Unicycler 2 4.991.244 3.229.973 1 4.340 99,9 (1)*
4 4.986.148 3.162.969 1 4.344 99,9 (1)*
4 4.986.148 3.162.969 1 4.344 99,9 (1)*
4 4.986.148 3.162.969 1 4.344 99,9 (1)*
Unicycler + .
HGAP4 4 4.986.148 3.162.969 1 4.344 99,9 (1)
Unicycler + Flye 4 4.986.148 | 3.162.969 1 4.344 99,9 (1)*
SIMEEIED 4 4.986.148 | 3.162.969 1 4344 99,9 (1)*

Quickmerge
*numero de genes patrén no encontrados de los 1.445 genes en la base de datos empleada por
BUSCO.

Asi pues, observando los resultados anteriores se decidio que el ensamblado de
Unicycler empleando solamente los ficheros FASTQ resultd ser el de mayor
calidad, por lo que se representé su grafo mediante Bandage (Figura 8). Se
observaron los 2 contigs circularizados, por lo que sus secuencias estaban
cerradas. El primer contig, de 3.229.975 pares de bases, se correspondio al
cromosoma 1 de la cepa, mientras que el segundo, de 1.761.272 pb, al
cromosoma 2.

Figura 8. Imagen del ensamblado del genoma cerrado de la cepa CECT9109(0O), obtenido
mediante la herramienta informatica Unicycler, empleando solamente los ficheros FASTQ de
lllumina y de PacBio (Hi-Fi), y representado con Bandage. Contig 1 en morado, y contig 2 en
verde.

Finalmente, se realiz6 el pulido de este genoma cerrado mediante la herramienta
Pilon, donde en la primera ronda se realizaron 16 cambios y en la segunda y
Gltima, un dnico cambio. ElI genoma resultante tiene 4.991.247 pb,
manteniéndose los 2 contigs.
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5.1.4. Mapeo de los genomas

Con el genoma cerrado y pulido de la variante O, se realiz6 el mapeo de la
variante T mediante la aplicacion informatica Snippy del gestor Conda. Para ello,
se utilizaron los archivos FASTQ filtrados de la variante T y el archivo FASTA
resultante de la O.

El mapeo dio como resultado el genoma cerrado de la variante translicida de la
cepa de estudio (Figura 9A), con 2 contigs con una longitud total de 4.991.247 pb
(3.229.975 pb el primer contig o cromosomay 1.761.272 pb el segundo).

Ademas del fichero FASTA de la variante T obtenido, esta herramienta también
ofrece un fichero informe sobre llamado de variantes (VCF), el cual muestra las
diferencias nucleotidicas entre la secuencia ensamblada de la variante T
respecto de la de referencia (variante O) (Figura 9B). Se distinguieron 6 cambios
significativos, 5 de ellos fueron de un unico nucleétido y otro de una secuencia
de 5 nucledtidos. Los cambios se identificaron en las posiciones 432.913,
1.017.680, 1.174.955, 1.348.474, 2.822.622 y 2.964.050 del cromosoma 1.

LLAMADO DE VARIANTES (VCF) TRANSLUCIDA

fileformat=VCFv4 2
FILTER=<ID=PASS,Description="All fiters passed™>
ource=treeBayes vi.3.6

reference=referencefref.fa

contig=<ID=CECT91090p_chrom/.length=3229975>

contig=<ID=CECT91096p_chrom2 length=1761272:

CHROM POSITION ID  REF (op) ALT ()  QUALITY  FILTER INFO FORMAT CECT9108tr_mapeo_definitivo
CECT910%0p_chrom1 432013 . A T 271945 AB=0:A0=85DP=85,QA=3062,:QR=0;RO=0;TYPE=snp GT:DP:RO:QR:ACIQA:GL  1/1:85:0:0:85:3062:-275.774,-25.5676,0
CECT91090p_chrom1 1017680 . A C 1504,28 . AB=0y 0—49 DP=48,QA=1704.QR=0;RO=0,TYPE=snp GT.DP:ROQRACQAGL  1/1:48:0:0:48:1704:-153.628.-14.7505.0
CECT91090p_chrom1 1174855 T A 183421 =5 = X X GTDP:-RO.QRAC-QAGL  1/1:57:0:0:57:2075:-186 998 -17.1587 0
CECT91090p_chrom1 1348474 c A 1506,98 AB= O,AO-AT DP-47 QA=1704,QR=0,RO=0,TYPE=snp GTDP-ROQRACQAGL  1/1:47:0:0:47:1704:-153 629,-14 14840
CECT91090p_chrom1 2822622 . TAATT AAATA 2288,52 . AB=0:A0=71:DP=72:QA=2581:QR=0;RO=0TYPE=complex GT:.DP:RO:QR:AC:QA:GL  1/1:72:0:0:71:2581:-232,348,-21.3731.0
CECT91090p_chrom1 2964050 . A [ 1968,99 AB=0:A0=62,DP=62,QA=2224,QR=0;R0O=0,TYPE=snp GT:DP:RO.QRAC:QA'GL  1/1:62:0:0:62:2224:-200.4,-18.6639,0

Figura 9. Imagen del ensamblado del genoma cerrado de la cepa CECT9109(T) a partir del
mapeo de las lecturas filtradas de lllumina (archivos FASTQ) con el genoma cerrado de la cepa
CECT9109(0). La imagen obtenida con Bandage (A) muestra los dos cromosomas circularizados.
Con el mapeo se obtuvo el llamado de variantes tras filtrado por calidad de cambio nucleotidico
(B), donde se aprecian en total 6 diferencias en el genoma de las dos variantes de la cepa
CECT9109.
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5.1.5. Anotacion de los genomas

Finalmente, ambas secuencias (O y T) se anotaron mediante el programa
informéatico Prokka que ofrece diferentes ficheros, siendo el fichero con la
extension GBK (GenBank) el de mayor interés (Figura 10A y 10B).

A B

Locus CECT91090p_chroml 3229975 bp DNA Locus CECT9109tr_chroml 3229975 bp DNA
DEFINITION Genus V.vulnificus strain CECT91090p. DEFINITION Genus V.vulnificus strain CECT9109tr.
ACCESSION ACCESSION
VERSION VERSION
KEYWORDS . KEYWORDS .
SOURCE Genus V.vulnificus SOURCE Genus V.vulnificus
ORGANISM Genus V.vulnificus ORGANISM Genus V.vulnificus
Unclassified. Unclassified.
COMMENT Annotated using prokka 1.14.6 from COMMENT Annotated using prokka 1.14.6 from
https://github.com/tseemann/prokka. https://github.com/tseemann/prokka.
FEATURES Location/Qualifiers FEATURES Location/Qualifiers
source 1..3229975 source 1..3229975
/organism="Genus V.vulnificus" /organism="Genus V.vulnificus"
/mol_type="genomic DNA" /mol_type="genomic DNA"
/strain="CECT91090p" /strain="CECT9109tr"
CDs 28..1407 s 28..1407
/gene="dnaA" /gene="dnaA"
/locus_tag="PAJDHCDP 66001" /locus_tag="FNENIFKE 00001"
/inference="ab initio prediction:Prodigal:002006" /inference="ab initio prediction:Prodigal:002006"
/inference="similar to AA sequence:UniProtKB:P03004" /inference="similar to AA sequence:UniProtKB:P03004"
/codon_start=1 /codon_start=1
/transl_table=11 /transl_table=11
/product="Chromosomal replication initiator protein DnaA" /product="Chromosomal replication initiator protein DnaA"
/db_xref="C06:C066593" /db_xref="C0G:C0GO593"
/translation="MQRLQEELPATEFSMWVRPLQAELNDNTLTLFAPNRFVLDWVRD /translation="MQRLQEELPATEFSMWVRPLQAELNDNTLTLFAPNRFVLDWVRD
KYLNSINRLLQEYCGHDIPNLRFEVGSRPVAAPKPAPTRTPADVAAESSAPAQLQARK KYLNSINRLLQEYCGHDIPNLRFEVGSRPVAAPKPAPTRTPADVAAESSAPAQLQARK
PVHKTWDDDAQAIADI! NNFVEGKSNQLGL. NPL PVHKTWDDDAQAIADI NNF YNPL
FLYGGTGLGKTHLLHAVGNAIVDNKPNAKVVYMHSERFVQDMVKALQNNAIEEFKRYY FLYGGTGLGKTHLLHAVGNATVDNKPNAKVVYMHSERFVQDMVKALQNNAIEEFKRYY
RSVDALLIDDIQFFANKERSQEEFFHTFNALLEGNQQIILTSDRYPKEISGVEDRLKS RSVDALLIDDIQFFANKERSQEEFFHTFNALLEGNQQIILTSDRYPKEISGVEDRLKS
RFGWGLTVAIEPPELETRVAILMKKAEDHQIHLADEVAFFIAKRLRSNVRELEGALNR RFGWGLTVAIEPPELETRVAILMKKAEDHQIHLADEVAFFIAKRLRSNVRELEGALNR
VIANANFTGRPITIDFVREALRDLLALQEKLVTIDNIQKTVAEYYKIKVADLLSKRRS VIANANFTGRPITIDFVREALROLLALQEKLVTIDNIQKTVAEYYKIKVADLLSKRRS
RSVARPRQLAMALAKELTNHSLPEIGDAFGGRDHTTVLHACRKIEQLREESHDIKEDY RSVARPRQLAMALAKELTNHSLPEIGDAFGGROHTTVLHACRKIEQLREESHDIKEDY
SNLIRTLSS" SNLIRTLSS"

Figura 10. Imagenes de los ficheros GenBank de la anotacion mediante la herramienta
informatica Prokka de las variantes O (A) y T (B) de la cepa en estudio. Se muestra el primer gen
en ambos genomas (dnaA), no observdndose diferencias en este caso, ya que por llamada de
variantes no se observé ninguna diferencia de calidad en esta primera region de los genomas.

5.1.6. Deteccion del linaje filogenético

Para determinar a qué linaje filogenético pertenece la cepa CECT9109 se
procedi6 a un analisis filogendmico usando la herramienta PARSNP e incluyendo
en el andlisis 81 genomas de la misma especie, pertenecientes a los 5 linajes
existentes. Uno de estos genomas, el de la cepa YJO016 (linaje 1), se tomd como
referencia.

El arbol NJ resultante, con formato Newick y visualizado con iTOL, mostré que
la cepa objeto de estudio pertenece al linaje 1 (Figura 22 del Anexo 4). Como se
esperaba, ambas variantes (O y T) resultaron idénticas.

5.1.7. Identificacién de los loci cps

En primer lugar, se realizo una busqueda bibliografica sobre la region codificante
de la capsula en la especie V. vulnificus, obteniéndose el operén en cuestion
descrito en la cepa MO6-24/0 (Figura 11A), como ya se ha descrito en el
apartado de Metodologia.
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TRANSPORT REGION BIOSYNTHETIC REGION

A) V. vuinificus MO6-24/0 (allele 1):

m m m il m Il Egﬂliwecc wbpP wzx HP3 HP4 rfaG whjB rmiD whjD wbuB wbfT wbfU woryX.w
R1—VR1 VYR3

m|

I
/ /
| |

Figura 11. Operén cps (codificador de la capsula) descrito en la cepa MO6-24/0 (A, obtenido de
Chatzidaki-Livanis et al. 7) y representado con Bandage (B, genoma obtenido des NCBI Assembly
ASM18658v1 [GenBank assembly accession: GCA _000186585.1]). También se localizé esta
region cps en el genoma cerrado de las variantes O (C) y T (D) de la cepa CECT9109, con
Bandage.

Mediante la herramienta Bandage, se observé que los genes cps se disponian
en el cromosoma 1 de la cepa MO6-24/0, uno tras otro, donde se apreciaron
regiones intergénicas solo entre alguno de los genes (Figura 11B). A
continuacion, se identificaron estos genes también en los genomas de las
variantes de la cepa en estudio, observandose que se localizaban en un mismo
operdn del cromosoma 1 (Figura 11C y 11D). Por lo tanto, se extrajo esta region
del operon mas 1.000 nucledtidos aguas-arriba y aguas-abajo del operén a partir
de los genomas de las dos variantes de la cepa CECT9109. Para determinar la
region exacta a extraer, se localizaron los genes en estudio en los genomas
mediante BLASTn. Los ficheros CSV de interés indicaron la posicion exacta de
inicio y fin del operdn de estudio.

Tras la extraccion de la region de interés en cada genoma, se corroboré la
correcta extraccion de la region del operén usando Bandage (Figura 12).
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Figura 12. Region del operon cps con 1.000 nucledtidos agua-arriba y aguas-abajo. Los genes
que forman este operén se indican con diferentes colores, correspondiéndose con los genes
descritos en la Figura 11. Cepas MO6-24/0 (A), CECT9109(0) (B) y CECT9109(T) (C).

Tras la anotacion de estas regiones con Prokka, se observé que las variantes de
la cepa CECT9109 (Figura 12B y 12C) solo presentaban 8 de los 18 genes
descritos en el locus cps de la MO6-24/0 (Figura 12A), lo que significa que el
tipo de cdpsula que producen es distinto.

Dado que en los 1.000 nucledtidos aguas-arriba y aguas-abajo del operén de los
genomas estudiados no habia ningun otro gen relacionado con la capsula, se
repitieron los pasos anteriores, extrayendo esta vez solo la regién del operén cps
(Figura 13).

A

ugd * » mshA » » wbpA wzb

pglF gnu wbplcapD * wbgl wzc =+

B ugd wbpl wbhgU wzc *
palF wbpA wzb
C
ugd wbpl wbgU  wzc *
PglF wbpA wzb

Figura 13. Region del operdn cps, con los diferentes genes indicados mediante el programa de
anotacién Prokka, para las cepas MO6-24/0 (A), CECT9109(0O) (B) y CECT9109(T) (C).

Mediante Easyfig, se represento esta region cps de los tres genomas de estudio.
No se observaron grandes diferencias entre la cepa CECT9109 y la cepa de
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referencia y, por su parte, las dos variantes O y T de la cepa CECT9109
aparentaban ser idénticas (Figura 14).

Figura 14. Imagen obtenida con el programa informatico Easyfig, donde se representan los genes
de interés en la regién del operén cps, viendo similitudes entre los tres genomas de estudio
(A: MO6-24/0; B: CECT9109(0), y C: CECT9109(T)) mediante colorimetria. Se observan en
morado los genes descritos en la figura anterior, y en gris aquellos genes de las variantes de la
cepa CECT9109 que no son idénticos con los de la cepa de referencia. El color azul de la leyenda
indica el grado similitud entre las secuencias analizadas; el color rojo indica el grado de inversién,
gue en este caso no se presenta.

Para encontrar diferencias a nivel nucleotidico entre las variantes O y T, se
procedié a un analisis mas fino mediante “llamado de variantes” (VCF). Solo se
observo una posicién diferente en el operon en estudio (posicion 2.963.187 sobre
el genoma entero (cromosoma 1) de la variante T). El cambio observado fue de
O: A > T: C, el cual es no sindnimo, lo que supone un cambio aminoacidico.

Tras la traduccion a aminod&cidos y su visualizacion mediante Clustal Omega, se
identificé un cambio en la posicion 364 de la proteina: mientras que en la variante
O habia una "Y" (tirosina; UAU), en la T habia una "D" (acido aspartico; GAU), lo
cual se corresponde con el cambio nucleotidico en la secuencia (O: A > T: C).
A continuacion, se realiz6 un BLASTp con esta proteina resultante y se identifico
con una proteina codificada por el gen wlaL. Este gen se ha descrito en
Helicobacter pylori y codifica esta proteina que interviene en la sintesis de
polisacaridos de superficie con actividad UDP-N-acetyl-alpha-D-glucosamine C6
dehydratase y que también esta relacionada con la sintesis del flagelo 444°. Si el
cambio nucleotidico es el responsable de que la variante T sea acapsulada
guedaria pendiente de posteriores estudios.

Se realizé un nuevo Clustal Omega con la secuencia obtenida de Uniprot
(referencia: 086159) o KEGG (referencia: C8J 1061) para la bacteria
Campilobacter jejuni, y con las secuencias de aminoacidos de las variantes O y
T y se encontro que eran muy similares (Figura 23 del Anexo 4).
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5.1.8. Identificacion de la presencia de profagos

La presencia de profagos en los genomas cerrados de la cepa CECT9109 se
analizé usando los programas informaticos Phaster, Inovirus detector y
VirSorter2 (con comprobacion del resultado mediante CheckV), estos ultimos del
gestor Conda. Para verificar el funcionamiento de estas herramientas, se utilizé
como control positivo el genoma de la cepa de V. vulnificus 95-8-161 que
presenta un profago, segun estudios previos del grupo de la Dra. Amaro.

El andlisis revelo la presencia de una region altamente conservada relacionada
con genomas de profagos en la misma posicion del cromosoma 2 de los
genomas de ambas variantes (Tabla 4). Debido al tamafio de dicha region (9-
10 kb), se puede afirmar que se trata de un inovirus. Ademas, el programa
Inovirus detector lo corrobord, ya que mientras que Phaster y VirSorter2 son
genéricos (buscan en bases de datos de fagos en general), Inovirus detector esta
especializado en inovirus (menos descritos en bases de datos). Por lo tanto,
aungque Phaster mostré que la regién detectada codificaba para la capside del
profago, realmente se trataria del recubrimiento proteico de un inovirus, fagos
que carecen de capside sensu stricto.

Tabla 4. Comparativa de los diferentes buscadores de profagos en las secuencias de los
genomas de las variantes O y T de la cepa CECT9109.

Opaca regir:;nes Ior(lkgki)t)ud integridad estructura region
s 1 ‘ 9,7 ‘ intacto capside ‘ chrg&?;(l)%%—
:_/ig’]%rctﬁ\r/z 1 ‘ 11,3 ‘ parcial-alto lineal ‘ chréé%gfs(ﬁl—
:jnec;\éicrtlgsr 1 ‘ 10,1 ‘ intacto recubrimiento ‘ Chrgé%i‘g‘;zgs'
Transllcida .no longitud integridad estructura region
regiones (kb)
alles 1 9,7 intacto capside ‘ chrgéi7751%03—
Yi::Sr]()er(;[E\r/Z 1 11,3 parcial-alto lineal ‘ chréé%gg)%-
:jnec;\éicrttgsr 1 10,1 intacto recubrimiento ‘ chrég%?lggos-

No se apreciaron diferencias nucleotidicas entre las secuencias del inovirus en
ambas variantes tras la consulta del fichero VCF ni al corroborarlo mediante el
uso de BLASTn del NCBI.
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5.2. Resultados in vitro
5.2.1. Clasificacion de la cepa a nivel de patovariedad

Se realiz6 una PCR dirigida al gen vep07, marcador de la pv. piscis. Los
resultados se muestran en la Figura 15. Solo la cepa control positivo (R99)
mostré el amplicon del tamafio esperado. Por lo tanto, la cepa objeto de estudio
no pertenece a la pv. piscis.

CECT 9109
R99 Opac. Trans.

vep07

Figura 15. Resultados de la PCR dirigida al gen marcador de la pv. piscis (vep07). Se tom4 como
control positivo la cepa R99.

5.2.2. Observacion de la cipsula
5.2.2.1. Tincion con nigrosina

Para observar la cpsula al microscopio Optico se realizé una tinciébn con
nigrosina. No se apreciaron diferencias entre ambas variantes. No obstante, este
resultado no significa que la bacteria no tenga capsula, sino que su grosor no es
lo suficientemente alto como para ser visualizada por microscopia Optica. En
consecuencia, se prepararon muestras para su observacion con TEM.

Figura 16. Imagenes de las variantes O (A) y T (B) de la cepa CECT9109 tefiidas con nigrosina.
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5.2.2.2. TEM

La visualizacion de las muestras al TEM mostré que las células de la variante O
tenian un halo electrodenso entorno a su membrana externa que se
corresponderia con la cdpsula (Figura 17A). Células parecidas junto con otras
sin halo electrondenso se observaron en las muestras de la variante T
(Figura 17B).

Figura 17. Imagenes tomadas por microscopia electrénica de transmision de las variantes O (A)
y T (B) de la cepa CECT9109. La flecha verde indica las células sin capsula y la naranja las
células con cépsula. Barra de escala = 500 nm.

5.2.3. Célculo de la frecuencia de reversion capsular

Para averiguar si se producia la reversion de la variante productora de capsula
(O) a la no productora (T) y viceversa, se realizaron pases sucesivos de cultivos
en LB-1. La reversion de la variante T a la O se produjo con una frecuencia
de <107% en los primeros pases, incrementdndose con cada pase hasta
alcanzar valores de entre el 50 y el 60% (Figura 18; Tabla 5).

e v Gp Ry U 1) )
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Figura 18. Imagen tomada de una placa cultivada en césped (8° dia de experimento) de la cepa
CECT9109(T). Las flechas verdes indican la presencia de colonias traslicidas, mientras que las
flechas naranjas indican las colonias opacas.
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Tabla 5. Frecuencia de reversion de la variante T a la O durante los 10 dias de experimento. Las
unidades representadas son n° colonias revertidas/volumen de células sembradas en placa
(10.000 ufc*/placa). (*ufc: unidades formadoras de colonia)

Dias: 1° 2° 3° 4° 5° 6° 7° 8° 9° 1Q°

T->0 0 0 1/10¢  1/10¢ 2/10¢ 3/10* 1/10%  8/10? 1/2 2/3

Sin embargo, no se produjo la reversion completa de la variante O a la T y solo
se observo un caso de una colonia mixta formada por la variante O y T tras
examinar miles de colonias (Figura 19).

Figura 19. Imagen tomada de una placa cultivada en césped (3° dia de experimento) de la cepa
CECT9109(0). La flecha naranja indica la fraccion opaca de la colonia, mientras que la flecha
verde indica la fraccion traslicida.

Sorprendentemente, se detectd una tercera variante de esta misma cepa en
placas de la variante T, cuya colonia tenia un aspecto mucho mas opaco y una
superficie rugosa. La nueva variante podria corresponder a la variante
‘rugosa” (R) (Figura 20A), la cual es muy infrecuente en V. vulnificus.

Figura 20. Variante rugosa (R) de la cepa CECT9109 cultivada en placa (A) y en cultivo
liquido (B). Se observa el aspecto granulado (rugoso) del cultivo de la variante R (parte derecha
del panel A) en comparacion con la variante O (parte izquierda del panel A). La flecha rosa (B)
indica el biofilm formado tras 24 h de cultivo de la cepa CECT9109(R) en agitacién, caracteristico
de este tipo de variantes.
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Se han relacionado alteraciones en la producciéon de biofilm con la morfologia
colonial por lo que se determind la produccion de biofilm de las tres variantes en
tubo de ensayo y se comprobé que la variante R era la que més biofilm formaba
tras 24 h de cultivo (Figura 20B).

5.2.3.1. Clasificacion de las colonias a nivel de la especie V. vulnificus

En todos los casos anteriores de reversion, se obtuvieron los revertantes en
forma de cultivo puro y se comprobd que eran variantes de V. vulnificus y no
contaminantes mediante identificacion por PCR dirigida al gen marcador de
especie vhA, el cual codifica una hemolisina importante en virulencia.

Para ello, se extrajo el ADN de estos revertantes, y se siguid el protocolo de
PCR-electroforesis descrito en el apartado de Metodologia. En todos los casos
se obtuvo el amplicon del tamafio esperado, es decir, todos los revertantes eran
V. vulnificus (Figura 21).

CECT 9109 CECT 9109 RSC

Opac. Trans. Atr 7rg (biofilm) 8rg 110p 120p

vvha

Figura 21. Identificacion de los revertantes por PCR dirigida al gen marcador de especie vvhA.
Los revertantes se nombraron como RSC seguido de un numero y “tr” (si revertio de O a T), “rg”
(sifuede TaR)y “op” (para el caso de T a O). La muestra denominada “biofilm” consisti6 en el
andlisis de este gen marcador en una muestra del biofilm formado tras 24 h de cultivo en agitacion
del revertante RSC7rg. La presencia de este gen corrobora que todas las muestras analizadas
pertenecen a la especie de estudio y que no hubo contaminacién en las placas y cepas de
reversion.

Se comprobo que los tres tipos de revertantes mantenian su morfologia colonial
y se crioconservaron para posteriores estudios fuera del proposito del presente
TFM.

48



5.2.4. Andlisis de resistencia al suero humano con/sin hierro

Estudios previos han demostrado que la resistencia al suero humano esta
relacionada con la produccién de cdpsula, y esta con la concentracién de hierro
en el medio. En consecuencia, se determind la resistencia al suero humano de
las variantes Oy T.

En primer lugar, se realizé un control de viabilidad de ambos tipos celulares en
PBS. Tras 4 h de cultivo, no se observaron diferencias en recuentos bacterianos
con respecto al inicial, lo que sugeria que ambas variantes son estables en
solucién salina (Tabla 6, Figura 24 del Anexo 4).

A continuacion, ambas variantes se sembraron en HS. La variante O resistio en
HS, HS+Fe y HS inactivado con y sin Fe (Tabla 6, Figura 25 del Anexo 4)
mientras que la variante T moria tras 4 h de cultivo en HS con y sin hierro y
sobrevivia en HS con el complemento inactivado (Tabla 6, Figura 26 del Anexo 4).
No se apreciaron diferencias importantes en estos experimentos dependiendo
de si el inéculo procedia de una colonia aislada en medio sélido o de medio
liquido (10 pL).

Tabla 6. Ensayo de resistencia al suero de las variantes O y T de la cepa CECT9109, tanto a
partir de colonia aislada en medio sélido como con 10 pL de cultivo en medio liquido. Se muestran
los valores obtenidos del recuento celular al momento inicial del ensayo (t =0 h) y tras 4y 24 h,
tanto en PBS 1X (control de no toxicidad celular ni de resistencia), en suero humano (HS), suero
humano suplementado con hierro (HS + Fe), suero humano inactivado (HS in) y suero humano
inactivado suplementado con hierro (HS in + Fe). Los valores representan el total de células en
el vial de cultivo.

PBS 1X HS HS + Fe HS in HS in + Fe
o colonia  3,2x103 6,8%x103 8,8x103 6,8%x103 5,2x103
t=0h liquido 1,9%x108 2,9x103 2,3x103 0,4x103 2,7x103
B - colonia 6,4x108 6,4x103 4,4x103 7,2x103 6,4x108
liquido 1,7x108 4,8x103 1,6x103 2,1x103 2,9x108
o colonia  7,6x103 10,0x108 6,0x103 8,8x103 5,6x103
t=4h liquido 3,2x103 2,5%x103 1,5x108 2,33x103 3,0x103
B - colonia 6,0x108 0 0 7,2x103 5,6x108
liquido 3,1x103 0 0 2,0x103 3,3x103

o colonia  2,4x103 Incontable* 0 Incontable* Incontable*
t=24h liquido 1,3x103 0 Incontable*  0,2x103 2,3x108
B T colonia  1,1x103 0 0 incontable 38,8x103
liquido 6,8x103 0 0 88,0x103 72,0x103

*Incontable: debido al gran nimero de colonias crecidas, resulto dificil realizar el recuento.
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6. Discusion

V. vulnificus es un patégeno multi-hospedador que puede llegar a ser zoonético 2,
y que, debido al cambio climatico, se est4 extendiendo desde zonas acuaticas
salobres célidas, de donde era autdctono, a zonas tradicionalmente mas frias,
como el mar Baltico !. Se considera un patdégeno de riesgo porque puede causar
la muerte por septicemia tras ingestion de marisco crudo en menos de 24 h 4. En
consecuencia, resulta de vital importancia conocer coOmo este microorganismo
causa la septicemia para poder disefiar maneras de combatirlo y reducir su
incidencia.

La virulencia de esta especie de Vibrio es multifactorial °, destacando la
produccion de factores lesionales como multiples toxinas y exoenzimas y la de
una capsula externa que protege al patégeno de la inmunidad innata en sangre.
La produccion de la capsula esta controlada por la concentracion de hierro en el
medio siendo méaxima a las concentraciones asociadas al alcoholismo o la
hemocromatosis, enfermedades que predisponen a la muerte por septicemia °.
Curiosamente, se ha descrito en esta especie que la cdpsula puede perderse y
las colonias O revertir a T y viceversa con una frecuencia entre 10y 10° 6.
El fendbmeno que da lugar a esta reversion fue estudiado en la variante que
produce el serotipo capsular CPS-1 pero no se llegd a ninguna conclusion por lo
gue se sugirid que podria deberse a una regulacion transitoria hacia abajo de la
expresion del gen wzb 7. Se desconoce si este fenémeno explica la reversion en
el resto de los serotipos.

En el laboratorio de la Dra. Amaro se produjo esta reversion capsular de manera
espontanea en una cepa clinica capsulada, la CECT9109, no volviendo la
variante T a su estado normal capsulado. El presente TFM se centré en descubrir
el mecanismo de reversion producido en esta cepa bacteriana a partir de
estudios in silico y experimentos in vitro.

En primer lugar, ambas variantes O y T de la cepa CECT9109 se secuenciaron
con lllumina MiSeq &, y la variante O, ademas, con PacBio °. Mientras que la
primera ofrece lecturas cortas de entorno 200 pb y de alta calidad y fiabilidad, la
segunda da como resultado lecturas muy largas, de mas de 10 kpb. Se ha
descrito, pues, que la combinacion de ambos tipos de lecturas permite obtener
un resultado de alta calidad y precision 2140,

Tras testar diferentes herramientas para el ensamblaje, se encontré que
Unicycler 2 es la que rindi6 los mejores resultados, tanto para el ensamblaje de
las lecturas cortas como para el ensamblaje hibrido con ambos tipos de lecturas.
En este dltimo caso, el ensamblado muestra el genoma cerrado, con 2 contigs
circularizados, siendo los dos cromosomas de la bacteria. Por lo que respecta al
ensamblaje Gnicamente con las lecturas de PacBio de la variante O, Flye 35, por
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su lado, consigui6 cerrar y circularizar uno de los contigs, el correspondiente al
cromosoma 2 de la cepa.

En trabajos previos se ha descrito que el uso combinado de tecnologias de
secuenciacion ofrece muy buenos resultados en cuanto a poder cerrar un
genoma 21723, Y es que mientras las lecturas cortas de alta calidad no consiguen
ensamblarse completamente, con las largas se facilita este ensamblaje,
manteniendo la alta calidad de la secuencia.

A continuacion, se procedio al mapeo de las lecturas de Illumina de la variante T
utilizando el genoma cerrado de la variante O como referencia. Esta metodologia
resulta muy Util ya que cuando se esperan pocos cambios nucleotidicos entre
secuencias, la técnica del mapeo abarata los costes econdmicos y permite
obtener igualmente un buen resultado 252646,

Se utilizé la herramienta Snippy del gestor de programas Conda. Esta devolvid
el genoma cerrado de la variante T de la cepa en estudio, como también un
fichero con el llamado de variantes; este fichero indica los cambios significativos
a nivel de nucleétido o de cadena de nucleétidos entre ambas secuencias
estudiadas.

Finalmente, las secuencias de los genomas de la cepa CECT9109 se anotaron
mediante Prokka 4?. Esta aplicacion compara con las bases de datos las
secuencias de los genes identificados en los genomas, y los anota en un fichero
GenBank, facilitando su estudio posterior.

Otro aspecto importante a tener en cuenta cuando se trabaja con patégenos
bacterianos es determinar a qué linaje filogenético pertenecen, ya que ello
permite comprender la evolucién de la especie y predecir la emergencia de
nuevas variantes virulentas 4748,

Tras el uso de la herramienta PARSNP 12 junto con iTOL para la visualizacion
del arbol resultante, se concluyé que la cepa CECT9109 pertenece al Linaje 1,
el linaje que engloba las cepas mas peligrosas en salud publica que son las que
se transmiten oralmente y causan muerte por septicemia primaria *3. Por lo tanto,
la cepa estudiada es relevante desde el punto de vista de salud publica.

Asimismo, se determind si la cepa pertenecia a la pv. piscis y se encontré que
no, por lo que se trataria de un aislado de Linaje 1 avirulento para peces.

A continuacion, se analizé el locus cps y se compar6 con el mismo locus del
serotipo CPS-1 7. Se localizaron 8 genes de los 18 descritos en la cepa
MO6-24/0, todos ellos situados en el cromosoma 1, por lo que el tipo de capsula
producido por la cepa CECT9109 es distinto y, en consecuencia, el serotipo
capsular también es distinto.

No se observaron diferencias importantes en el locus cps de ambas variantes de
la cepa CECT9109 tras la visualizacion mediante Easyfig. Por lo tanto, se
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procedio a realizar un analisis mas fino a partir del llamado de variantes obtenido
tras el mapeo de la variante T.

Se observo un solo cambio nucleotidico en la posicion 2.964.050 en el locus cps
del genoma de la variante T. Esta posicién se encuentra en el gen wlaL y da
lugar a un cambio no sinénimo, es decir, que ambas variantes difieren en un solo
aminoé&cido de la proteina WlaL. Si el cambio mencionado en el aminoacido
afecta a la funcionalidad de la proteina WlaL, deberia demostrarse en posteriores
estudios. Por otro lado, en el caso de las regiones aguas-arriba y abajo del gen
wzb no se observaron diferencias. Estas regiones se han relacionado con un
cambio de fenotipo irreversible de O a T y viceversa por un fenémeno de
variacion de fase 6. Este resultado concuerda con lo observado, dado que se
produjo reversion, aunque en el caso de la O ala T, esa frecuencia fue muy baja.

El dltimo analisis in silico fue la identificacion de profagos en los genomas de la
cepa en estudio. El analisis con los diferentes programas informaticos no mostré
diferencias entre variantes, identificando un inovirus en ambos casos, localizado
en la misma posicién, por lo que la reversion tampoco puede achacarse al
cambio de la posicion del provirus en el genoma.

Se continué con el andlisis fenotipico mediante la visualizacién al TEM que
permitié identificar un halo electrondenso entorno a las células de la variante O,
gue también estaba presente en algunas células de la variante T. Este resultado
indica que el cultivo procedente de la variante T contenia una mezcla de células
O y T. La mezcla de células O y T puede darse en un mismo cultivo si se ha
producido la reversion durante el crecimiento. En consecuencia, la observacion
al TEM deberia repetirse controlando que no se haya producido reversiéon en el
cultivo antes de su procesamiento para microscopia electrénica.

A continuacion, se realizé el ensayo de reversion capsular de ambas variantes.
Encontramos que la tasa de reversion de O a Ty de T a O tras un solo pase era
muy baja, inferior a 1077, pero que se incrementaba considerablemente tras
varios pases y solo en el caso de la variante T hasta alcanzar un valor superior
al 50%. Este resultado es compatible con un fenédmeno transitorio de represion
de la transcripcién de los genes biosintéticos de la capsula en la variante T. Este
patron de transcripcion iria desapareciendo con los pases sucesivos de modo
qgue la bacteria acabaria revertiendo espontdneamente al fenotipo original, el
capsulado. Harian falta estudios de transcriptbmica para demostrar esta
hipétesis. En cualquier caso, este experimento demostrd la tendencia de las
células capsuladas que revirtieron a acapsuladas a volver a su estado
original 450 y, en definitiva, a un estado de mayor proteccion frente al entorno
(cabe recordar que la capsula protege a la bacteria frente al sistema inmunitario
y otros estreses ambientales) 7.

Finalmente, se corroboré que la capsula del nuevo serotipo protege a las
bacterias frente al sistema inmunitario del hospedador dado que la variante O
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resistia en suero, pero no la T, que no sobrevivio tras 4 h de cultivo en suero
humano activo.

En resumen, se ha conseguido cerrar los genomas de la cepa CECT9109, con
un alto grado de precision. A nivel gendémico solo se ha distinguido un cambio no
sinénimo en la region del operdn cps en ambos genomas de la cepa en estudio,
que podria estar relacionado o no con la reversion capsular en la variante T. Sin
embargo, lo mas interesante es que la frecuencia de reversion del fenotipo T al
O original se incrementa considerablemente con cada nuevo pase lo que sugiere
gue el fendbmeno de reversion reside en un fendbmeno regulatorio como ha sido
sugerido para el serotipo CPS-1 de V. vulnificus 7, y que la variante T tiende a
volver a la O original, la protegida frente al estrés ambiental. Finalmente, los
experimentos in vitro demostraron que la capsula de este nuevo grupo capsular
protege frente a la accion del complemento presente en el suero humano
favoreciendo el crecimiento de la bacteria en suero.
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7. Conclusiones

7.1.

Conclusiones

Como resultado del estudio realizado y en relacién con los objetivos planteados,
se han alcanzado las siguientes conclusiones:

1.

Las variantes O y T de la cepa CECT9109 no pertenecen a la pv. piscis,
por lo que esta cepa se consideraria avirulenta para peces.

Tras la secuenciacion y ensamblado o mapeado, se ha conseguido cerrar
los genomas de la cepa CECT9109, con un alto grado de precision.

Ambas variantes O y T de la cepa en estudio pertenecen al Linaje 1, linaje
que engloba las cepas clinicas mas peligrosas ya que se transmiten
oralmente y causan muerte por septicemia primaria, siendo pues
relevante desde el punto de vista de salud publica.

A nivel gendmico solo se ha distinguido un cambio no sin6bnimo en la
region del locus cps, el cual ha dado lugar a un nuevo aminoécido,
pudiendo estar relacionado o no con la reversion capsular en la cepa
CECT9109(T).

El estudio de la presencia de profagos en los genomas de la cepa en
estudio ha revelado la presencia de un inovirus, en la misma region en
ambas variantes, por lo que la reversion capsular no puede relacionarse
con la presencia y posicion de este profago (fago insertado en el genoma).

La visualizacién en microscopia electrénica ha puesto en manifiesto que,
mientras la muestra de la variante O se distinguian exclusivamente células
capsuladas con alto grado de electrodensidad, en la variante T se
observaron bacterias tanto capsuladas como acapsuladas (menos
electrodensas).

La frecuencia de reversion del fenotipo T al O original se incrementa
considerablemente con cada nuevo pase, sugiriendo que el fendmeno de
reversion reside en un fendmeno regulatorio, y que la variante T tiende a
volver al estado capsulado original, protegiéndose frente a factores
ambientales que le provocan estrés.

La capsula de la variante O la protege frente a la accién del complemento
presente en el suero humano, favoreciendo su crecimiento en suero.
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A la vista de todos los resultados obtenidos, se ha conseguido, en primer lugar,
cerrar el genoma de las cepas CECT9109(0O) y CECT9109 (T) con un alto grado
de precision. En segundo lugar, se ha localizado la cepa en estudio en el Linaje 1,
siendo el mas relevante desde el punto de vista clinico. Asimismo, en la region
del operodn cps, el cual es el encargado de la produccion de la capsula, se ha
identificado un Unico cambio no sindnimo, que da lugar a un aminoacido diferente
en la variante T; este hallazgo debe estudiarse con méas detalle en un futuro.
Finalmente, los experimentos in vitro han demostrado, por un lado, que la
variante T tiende a revertir a su estado capsulado original, hecho que le protege
del entorno, tras numerosos pases de cultivo, y por otro, que la capsula protege
a la célula del complemento presente en el suero humano, favoreciendo su
crecimiento.

A lo largo de este TFM se han alcanzado todos los objetivos planteados,
alterando levemente el inicio de algunas de las tareas a realizar para obtener
resultados (identificacion preliminar de profagos) mientras se esperaba a la
finalizacién de otras tareas (en concreto, de la obtencion de las lecturas de
PacBio de la variante O).

7.2. Lineas de futuro

Dado que a nivel genémico solo se ha observado un cambio en la region del
operén cps, el siguiente paso seria realizar un estudio transcriptomico,
identificando qué genes de dicho locus se expresan en determinadas
circunstancias, favorables o no a la produccién de la capsula.

Como se ha identificado una secuencia de profago en estos genomas (inovirus),
seria interesante su induccién, extraccion y purificacién in vitro para observar su
capacidad bacteriéfaga sobre la cepa en estudio y si afecta también a otras
cepas de la misma especie. Ademas, también cabe la posibilidad del uso de
estos inovirus a modo de vector para introducir otros genes en el genoma.

Seria interesante detectar de la fraccion lipopolisacérida (LPS) unida a la capsula
mediante ensayo con antigenos, comparando los resultados obtenidos entre
ambas variantes O y T de la cepa CECT9109, y también con la nueva variante
descubierta en este trabajo (CECT9109(R)).

Es fundamental repetir en ensayo de visualizacion de la capsula al TEM, donde
se obtuvieran muestras puras de las tres variantes (O, T y R) de la cepa en
estudio.

Finalmente, se debe estudiar la influencia del hierro en el crecimiento de esta
cepa.

55



7.3. Seguimiento de la planificacion

A lo largo del desarrollo de este TFM se ha seguido la planificacion para alcanzar
los objetivos planteados. No obstante, como ya se ha comentado, algunas tareas
(como la Identificacion de profagos) se adelantaron a la espera de la finalizacion
de otras (en concreto, la obtencion de las lecturas largas de PacBio de la cepa
CECT9109(0)). Este adelanto de la tarea de Identificacion de profagos permitio
un estudio preliminar de la presencia de estos profagos en el genoma de ambas
variantes O y T a partir del ensamblado primario con las lecturas cortas de
lllumina MiSeq.

En cuanto a la metodologia seguida, ha sido correcta para la obtencion de todos
los objetivos planteados. Ademas, ha permitido comparar los resultados de los
ensamblajes utilizando los diferentes programas informaticos descritos,
consiguiendo, pues, un genoma cerrado de alta calidad y precision.
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8. Glosario

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARN: Acido ribonucleico

CECT: Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (Universitat de Valéncia)
FeCls: Cloruro de hierro

GBK: fichero GenBank

HS: Human Serum (suero humano)

HS+Fe: suero humano suplementado con hierro

Hi-Fi: High-Fidelity (alta fidelidad)

InDel: insercién-delecion

L50: longitud de los contigs que, usando contigs de igual o mayor tamaiio,
produce la mitad de la longitud del genoma

Loci cps: operdn de genes que codifican la produccion de capsula

N50: nimero mas pequefio de contigs cuya suma de sus longitudes constituye
la mitad del tamafio del genoma

NGS: Next Generation Sequencing

NJ: Neighbour-Joining

O: variante opaca de la cepa CECT9109
PacBio: Pacific Bioscience

pb: pares de bases

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
pv.: patovariedad

T: variante transltcida de la cepa CECT9109
R: variante rugosa de la cepa CECT9109
rpm: revoluciones por minuto

SNP: Polimorfismo de nucleétido Unico
TEM: microscopia electronica de transmision
TFM: Trabajo Final de Master

UV: Universitat de Valencia

V. vulnificus: Vibrio vulnificus

VCF: fichero de llamado de variantes
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10. Anexos
10.1. Anexo 1. Comandos (Ubuntu)

Analisis de la calidad

¢ NanoPlot (Conda)

NanoPlot -t 10 -0 <creacion_directorio> -p <prefijo_archivos> --fastq
<lecturas_largas.fastg>

NanoPlot -t 10 -0 <creacion_directorio> -p <prefijo_archivos> --fasta
<secuencia.fasta>

e QUAST 5.0.2 (Python 2.0)

quast.py <creacion_directorio> -t 10 --gene-finding <secuencia.fasta>

e BUSCO 5.3.2 (Python)

BUSCO_v1.1b.py -0 <creacion_directorio> -in <secuencia.fasta> -
vibrionales_0db10 -m genome

Ensambladores

e SPAdes 3.15 (Python)

spades.py -1 <lecturas_cortas_R1.fastg> -2 <lecturas_cortas_R2.fastg>
-0 <creacion_directorio>

e Unicycler 0.5

Unicycler -1 <lecturas_cortas_R1l.fastgq> -2 <lecturas_cortas_R2.fastg>
-l <lecturas_largas.fastg> ( -| <secuencia.fasta>) -t 10 --out <creacién_directorio>

e Flye

flye -t 10 --pacbio-fifi <lecturas_largas.fastq> -p <creacion_directorio>
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Scaffolding
e Quickmerge (Conda)

quickmerge -d <creacion_directorio> -q <secuencial.fasta> -r <secuencia2.fasta>
-p <prefijo_fichero>

Pulido del ensamblado

e Pilon1.23

bwa index <secuencia.fasta> && bwa mem -t 10 <secuencia.fasta>
<lecturas_cortas_forward.fastq> <lecturas_cortas_reverse.fastq> | samtools
view - -Sb | samtools sort - -@10 -o Pilon_polish/mapped.sorted.bam

samtools index Pilon_polish/mapped.sorted.bam

java -Xmx28G -jar pilon-1.23.jar --genome <secuencia.fasta> --fix all --changes
--frags Pilon_polish/mapped.sorted.bam --threads 20 --output
Pilon_polish/roundX | tee Pilon_polish/roundX.pilon

Mapeo
e Snippy (Conda)

snippy --cpus 10 --ram 24 --prefix <prefijo_archivos> --mapqual 60 --mincov 10
--minfrac 0.8 --ref <secuencia_referencia.fasta> --R1 <lecturas_cortas_R2.fastq>
--R2 <lecturas_cortas_R2.fastq> --outdir <creaciéon_directorio>

Anotacion de los genomas

e Prokka 1.14.6

prokka --outdir <creacién_directorio> --prefix <prefijo_archivos>
--species V.vulnificus --strain <cepa> --kingdom Bacteria <secuencia.fasta>

Comparacion de genomas

e BLASTn

blastn -query <secuencial.fasta> -subject <secuencia2.fasta>
-out <fichero_salida.csv> -outfmt 6
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Extracciéon de regiones gendémicas de interés

e Programa desarrollado en el grupo de la Dra. Amaro (Python 2.0)

extract_fasta_from_header.py -f <secuencia.fasta> -header <parte_encabezado>
-b <posicion_inicio> -e <posicién_final> -o <fichero_salida.fasta>

Filogenia
e PARSNP 1.2

parsnp -r YJO16.fasta -d <directorio_donde_estan_las_secuencias> -p 10 -c -X

Deteccion de profagos o regiones viricas

e VirSorter2 (Conda)

virsorter run -w <creacion_directorio> -i <secuencia.fasta> --iclude-groups
“dsDNAphage,NCLDV,RNA,ssDNA,lavidaviridae” -j 10 all

e CheckV (Conda)

”

Checkv end_to_end “<directorio_anterior>/final-viral-combined.fa
“<directorio_anterior>/checkv” -t 2 -d checkv-db-v1.0

e Inovirus detector
while read line
do

Jldentify_candidate_fragments_from_gbk.pl -g "/media/hector/247f3592-a263-
4341-99f5-3c250643c87e/TFM_RSC/12-2_Fagos_Inovirus-detector/$line.gbk" -
p Pfam-A.hmm -sp5 /home/hector/programas/SignalP/signalp-5.0b/bin/ -th
/home/hector/programas/Tmhmm/tmhmm-2.0c/bin/ftmhmm -t 10 &>
/media/hector/24713592-a263-4341-99f5-3¢250643c87e/TFM_RSC/12-
2_Fagos_Inovirus-detector/$line.gbk.log

done < /media/hector/247f3592-a263-4341-99f5-3¢250643c87e/TFM_RSC/12-
2_Fagos_Inovirus-detector/archivos_usados/secuencias

annot="_annot.gff"
nucl="_nucl.fna"
log="_log2"

while read line
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do

/Get_inovirus_prediction_score_from_gff fragments.pl -i
"/media/hector/247f3592-a263-4341-99f5-3c250643c87e/TFM_RSC/12-
2_Fagos_Inovirus-detector/$line$annot” -f "/media/hector/247f3592-a263-4341-
99f5-3¢250643c87e/TFM_RSC/12-2_Fagos_Inovirus-detector/$line$nucl” &>
"Imedia/hector/247f3592-a263-4341-99f5-3c250643c87e/TFM_RSC/12-
2_Fagos_Inovirus-detector/$line$log"

done < /media/hector/247f3592-a263-4341-99f5-3¢250643c87e/TFM_RSC/12-
2_Fagos_Inovirus-detector/archivos_usados/putative_regions_annot

while read line
do

Jldentify_candidate_fragments_from_fna.pl -f "/media/hector/247f3592-a263-
4341-99f5-3c250643c87e/TFM_RSC/12-2_Fagos_Inovirus-detector/$line.fasta"
-p Pfam-A.hmm -sp /home/hector/programas/SignalP/signalp-4.1/signalp -th
/home/hector/programas/Tmhmm/tmhmm-2.0c/bin/tmhmm -t 10 &>
/media/hector/247f3592-a263-4341-99f5-3¢250643c87e/TFM_RSC/12-
2_Fagos_Inovirus-detector/$line.fna.log

done < /media/hector/247f3592-a263-4341-99f5-3¢c250643c87e/TFM_RSC/12-
2 _Fagos_Inovirus-detector/archivos_usados/secuencias

10.2. Anexo 2: Medios de cultivo

Las bacterias, como todo ser vivo, necesitan nutrirse y un medio en el que vivir.
Existen dos posibilidades de medio donde cultivar estas células: medio liquido
(también llamado caldo) y medio sélido (sobre placas recubiertas de agar
suplementado con diferentes nutrientes).

Por lo que respecta al medio liquido, este consistié en Lennox Broth medium (LB;
Laboratorios Conda S.A., Espafia) suplementado con 0,5 % de NaCl (Panreac,
EE.UU.); este suplemento de sodio hace que el medio liquido tenga una
concentracion final del 1 %.

Por lo que respecta al medio sdlido, se utilizo Tryptic Soy Agar (TSA, Liofilchem
srl, Italia), también suplementado con 0,5 % de NacCl, teniendo una concentracién
final del 1 %.

Todos los medios de cultivo se prepararon con agua destilada, y se esterilizaron
mediante autoclave.
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10.3. Anexo 3: PCR y electroforesis

En primer lugar, se extrajo el ADN de las bacterias mediante la técnica de
ebullicién. Tras un cultivo en medio sélido de las variantes O y T de la cepa
CECT9109 y de la cepa R99, se resuspendio una colonia aislada de cada una
de ellas en 100 pL de agua molecular estéril (HyPure Molecular Biology Grade
Water; HyClone Laboratories, EE.UU.), y se llevaron a ebullicion durante 10 min,
enfriando posteriormente en hielo al menos 5 min. A continuacién, se centrifugo
el lisado celular a 10.000 rpm durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante contiene
el ADN, por lo que se guardd a -20 °C hasta su uso.

Para la amplificacion por PCR de los genes de interés, se realizd un preparado
con los diferentes reactivos necesarios y ADN para esta amplificacion.

En la siguiente tabla se listan los componentes necesarios para la realizacion de
la PCR:

Tabla 7. Listado de componentes necesarios para la amplificacion mediante PCR de los genes
vvha y vep07 para la identificacion de V. vulnificus y de la pv. piscis, respectivamente.

Reactivo (empresa) Volumen (uL/muestra)

Agua Molecular (HyClone
Laboratories, EE.UU.)
Speedy Supreme NZYTaq
2x Green Master Mix 12,5
(NZYTech, Portugal)

Primer del gen diana -

11,0

Forward (Idtdna, Bélgica) 0.5
Primer del gen diana - 05
Reverse (ldtdna, Bélgica) ’

ADN de estudio (propio) 0.5

Y los ciclos junto con su temperatura empleados en estas PCR se muestran en
la siguiente tabla. Este programa se establecié a partir de los requerimientos
expuestos por parte de la empresa fabricante de la Master Mix y de los primers.
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Tabla 8. Programa para la ejecucién de la PCR.

Ciclo(s) Tiempo (min:seg) Temperatura (°C)

1 05:00 95,0

00:02 94,0
30 00:05 55,0

00:10 72,0

02:00 72,0
1

00 4

Finalmente, para la realizacion de la electroforesis, se prepar6 un gel de agarosa
al 1,8 % (Agarose D1 Low EEO; Laboratorios Conda S.A.) suplementado con
1 pL/10 pL de Red Safe (Nucleic Acid Staining Solution; iINtRON Biotechnology
DR, Corea del Sur), colorante que permitira la visualizacion de las bandas en el
transiluminador. Una vez el gel de agarosa solidificd, se cargaron 5 uL de
muestra y de marcador de pesos moleculares (GeneRuler de ADN de 1 kb;
ThermoFisher Scientific, EE.UU.) en los pocillos del mismo; el marcador, durante
la electroforesis, se distribuird segun pesos moleculares a lo largo del gel,
permitiendo la identificacion de las bandas aparecidas con su peso molecular
(equivalente al numero de pares de bases).

La electroforesis se realizo a 100 V durante 30 min, visualizando el resultado de
la misma mediante un transiluminador Bio-1000F (Microtek, Taiwan). Gracias al
marcador de pesos moleculares, se pudo hacer la correspondencia de las
bandas observadas con el nimero de pares de bases amplificadas, las cuales
se corresponden con el nimero de pares de bases de la sonda génica utilizada
(el gen de interés). Asi pues, la visualizacién de banda significa la existencia del
gen de estudio.
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10.4. Anexo 4: Imagenes de resultados
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Figura 22. Arbol filogenémico NJ con 81 cepas ya analizadas previamente 43 junto con las
variantes O y T de la cepa CECT9109, obtenido mediante PARSNP y visualizado con iTOL. Se
tomd como cepa referencia la YJO16. Se observa que ambas variantes de la cepa de estudio
pertenecen al linaje 1.
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Figura 23. Imagen obtenida con Clustal Omega en el que se comparan las secuencias de
amino&cidos de la proteina resultante del gen analizado en el que se ha encontrado la diferencia
entre ambas las variantes O y T de la cepa CECT9109 con el llamado de variantes. La flecha
negra indica el aminoéacido resultante diferente en la variante T. Se observa una elevada similitud
entre la secuencia de aminoacidos descrita para este gen y las secuencias obtenidas mediante
la anotacién con Prokka para los genomas estudiados.
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Figura 24. Ensayo de la resistencia al suero de las variantes O y T de la cepa CECT9109; las
imagenes muestran el cultivo de estas bacterias en PBS 1X a modo de control del experimento.
Estas imagenes corresponden a placas sembradas por sectores con muestras cultivadas en PBS
a tiempo 0 (A) y tras 4 h de incubacion (B). En cada sector se sembraron 3 gotas de 10 uL
correspondientes a diluciones decimales diferentes (10° en el caso de la siembra directa a partir
del cultivo en PBS, y 101 y 102 a partir de dicho cultivo).

Figura 25. Ensayo de la resistencia al suero de la cepa CECT9109(0). Imagenes a tiempo cero
de cultivo (Ay B) y tras 4 h de cultivo a 37 °C (C y D), cultivadas en suero humano (HS), suero
humano suplementado con hierro (HS + Fe), suero humano inactivado (HS in) y suero humano
inactivado suplementado con hierro (HS in + Fe). Las imagenes de los paneles Ay C se
corresponden con las bacterias provenientes de una colonia aislada en medio sélido, mientras
gue los paneles B y D se corresponden con las bacterias provenientes de medio liquido (10 pL).
En cada sector se sembraron 3 gotas de 10 pL correspondientes a diluciones decimales
diferentes (10° en el caso de la siembra directa a partir del cultivo en los diferentes sueros, y 101
y 102 a partir de dichos cultivos).
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Figura 26. Ensayo de la resistencia al suero de la cepa CECT9109(T). Imagenes a tiempo cero
de cultivo (Ay B) y tras 4 h de cultivo a 37 °C (C y D), cultivadas en suero humano (HS), suero
humano suplementado con hierro (HS + Fe), suero humano inactivado (HS in) y suero humano
inactivado suplementado con hierro (HS in + Fe). Las imagenes de los paneles Ay C se
corresponden con las bacterias provenientes de una colonia aislada en medio sélido, mientras
que los paneles B y D se corresponden con las bacterias provenientes de medio liquido (10 pL).
En cada sector se sembraron 3 gotas de 10 pL correspondientes a diluciones decimales
diferentes (10° en el caso de la siembra directa a partir del cultivo en los diferentes sueros, y 101
y 102 a partir de dichos cultivos).
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