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Capitulo 1

Género Bordetella
Las bacterias del género Bordetella son cocobacilos gran negativos pertenecientes a la familia

Alcaligenaceae, orden Burkholderiales, clase -proteobacterias.

Actualmente, el género Bordetella comprende 17 especies. Las tres primeras especies de este
género en ser aisladas y caracterizadas fueron B. pertussis, B. parapertussis y B. bronchiseptica. Por su
relevancia como patogenos respiratorios de humanos y otros mamiferos a estas tres especies se las conoce
colectivamente como las Bordetellas clasicas'™.

B. pertussis es un patogeno exclusivo de humanos. Es el agente causal de la tos convulsa, una
enfermedad respiratoria aguda altamente contagiosa que se trasmite de persona a persona a través de gotitas
respiratorias en aerosol®. Es especialmente grave en nifios no vacunados®’. En los lactantes (menores de 1
afo), esta enfermedad puede tomar un curso grave con bacterias que se diseminan a los pulmones causando
bronquiolitis necrosante, hemorragia intraalveolar y edema fibrinoso. En casos severos, ocurre linfocitosis

extrema, que se correlaciona positivamente con hipertension pulmonar intratable, insuficiencia respiratoria

y muerte®. En contraste con la posible fatalidad de la tos convulsa en bebés y nifios pequefios, los
adolescentes y adultos desarrollan tos persistente con menos manifestaciones sistémicas de la enfermedad®~

B A pesar de la vacunacion generalizada, Bordetella pertussis, todavia sigue siendo una preocupacion a
nivel mundial ya que sigue afectando a decenas de millones personas y causando cientos de miles de
muertes por afio, principalmente en nifios menores de 5 afios'*.

En cuanto a B. parapertussis, se puede dividir en dos linajes genéticamente distintos, los que
infectan a los seres humanos (B. parapertusis hu), causando una enfermedad similar a la que causa B.
pertussis pero con una duracién mas corta, y los que causan infecciones cronicas en el tracto respiratorio
de las ovejas (B. parapertussis ov)'>'6.

B. bronchiseptica, objeto de estudio de este trabajo, a diferencia del resto de las Bordetellas
clasicas, presenta un rango amplio de huéspedes. Infecta cerdos causandoles rinitis atrofica, una enfermedad
en la que los cerdos afectados no engordan y desarrollan atrofia de las fosas nasales y cornetes etmoidales
L1719 La infeccion de B. bronchiseptica en estos animales es una de las més estudiadas ya que conlleva a
pérdidas economicas muy grandes. B. bronchiseptica también es capaz de infectar animales domésticos
como perros y gatos. En los perros, la infeccion puede provocar traqueobronquitis infecciosa o tos de las
perreras®. Los perros severamente afectados suelen manifestar una tos seca, ronca, en ocasiones seguida
de vomito, pudiendo el sindrome durar de 1 a 2 semanas. En los casos mas graves, la enfermedad puede
derivar en una neumonia seguida de muerte'. En gatos, la infeccion con B. bronchiseptica genera sintomas
similares a la infeccion en perros. A veces resulta en la muerte particularmente en gatos jovenes cuando la

enfermedad progresa rapidamente a bronconeumonia?'.
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En el laboratorio, la infeccion experimental de ratas, ratones y conejos puede producir desde
secrecion nasal, estornudos, pérdida de apetito y pérdida de peso hasta bronconeumonia y septicemia'*?2,

B. bronchiseptica también es capaz de infectar a humanos, especialmente a personas
inmunocomprometidas, como pacientes con HIV, o personas inmunocompetentes que estuvieron en
contacto estrecho con animales infectados?. Incluso se han reportado casos con transmision de persona a
persona?*. Los individuos infectados presentan una sintomatologia que es similar a la tos convulsa causada
por B. pertussis, aunque mas leve.

Un sello distintivo de las infecciones por B. bronchiseptica es el estado de portador asintomatico a
largo plazo o de por vida. Los animales portadores contintan trasmitiendo la bacteria, infectando asi a los
animales susceptibles®>27.

En contraste con las Bordetellas clasicas estrechamente relacionadas, se han identificado varias
especies de Bordetella con una diversidad genética mas amplia, denominadas colectivamente como
Bordetellas no clasicas: B. holmesii®®, B. trematum®, B. petrii**, B. ansorpii®', B. sputigena®, B.
bronchialis*, B. flabilis**, B. avium®, B. hinzii****, B. pseudohinzii®*®, B. muralis*®, B. tumbae®®, B.
tumulicola®® y B. atropi®’. A diferencia de las Bordetellas clésicas, que infectan y causan enfermedades del
tracto respiratorio de sus huéspedes naturales, las especies no clasicas se asocian con una amplia gama de
enfermedades.Por ejemplo, mientras que B. holmesii y B. avium causan enfermedades respiratorias, B.
trematum'y B. ansorpii se han aislado de infecciones de heridas. B. hinzii causa enfermedades respiratorias
en las aves de corral?*3® y se ha asociado con infecciones en humanos inmunocomprometidos, incluyendo

bacteriemia®*, septicemia, enfermedades respiratorias y colangitis cronica. La Gltima especie de Bordetella

aislada, B. atropi ha sido descripta como un patégeno intestinal de nematodos®’.

Bordetellas clasicas, relacion filogenética

El secuenciamiento a gran escala y la comparacion de los genomas de las Bordetellas clasicas (B.
pertussis cepa Tohama 1, B. parapertussis hu cepa 12822 y B. bronchiseptica cepa RB50) han permitido
profundizar en algunos aspectos relativos a la evolucion y diferenciacion de estas especies®**’. El genoma
de B. bronchiseptica presenta un tamafio mas grande e incluye casi todos los genes presentes en B. pertussis
y B. parapertussis. Su genoma es de 5.3Mb, mientras que, los genomas de B. pertussis Tohama [ y el de B.
parapertussis 12822 son de 4.09Mb y 4,77 Mb, respectivamente. Esta diferencia de tamafios y las
caracteristicas mas sobresalientes de los genomas (Tabla 1.1) respaldan la hipdtesis de que B. pertussis y
B. parapertussis evolucionaron de forma reciente e independiente a partir de un ancestro comun proximo a

B. bronchiseptica®'%.
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Propiedades B.pertussis Tohama I B. parapertussis B. bronchiseptica
12822 RB50
Tamafio de genoma 4.086.186 4.773.551 5.338.400
(pb)
Numero de secuencias 3.816 4.404 5.007
codificantes
Numero de 358 (9,4%) 220 (5,0%) 18 (0,4%)
pseudogenes (%
secuencias
codificantes)
Contenido en G+C (%) 67,72 68,10 68,07
Secuencias de IS481 (238) 1S481 (0) IS481 (1)
Insercion (nimero de 1S1001(0) 1S1001(22) 1S1001(0)
copias) 1S1002 (6) 1S1002 (90) 1S1002 (0)
1S1663 (17) 1S1663 (0) 1S1663 (0)

Tabla 1.1: Caracteristicas gendmicas de cepas de referencia de las Bordetellas clasicas. Tabla adaptada de Julian
Parkhill et. al. 20034

El proceso de evolucion habria estado caracterizado principalmente por la expansion de
secuencias de insercion (IS). Estos elementos IS estan presentes en B. bronchiseptica, pero solo en unas
pocas copias por genoma. En contraste, B. pertussis y B. parapertussis han sufrido una gran expansion en
el nimero de copias de IS, predominantemente IS481 (238 copias) e IS1663 (17 copias) en B. pertussis €
IS1001 (22 copias) e IS1002 (90 copias) en B. parapertussis. Esta expansion de los elementos IS ha
permitido la recombinacion homoéloga a lo largo de estos genomas y dicha recombinacion ha dado como

resultado deleciones y reordenamientos intragenémicos.

La presencia de los elementos IS sumado a mutaciones de corrimientos de marco o de codones de
stop en marco, entre otras, han dado lugar también a la aparicion de 358 y 200 pseudogenes en B. pertussis
y B. parapertussis respectivamente. Todo esto indicaria que B. pertussis, en comparacién con B.
parapertussis, habria experimentado niveles mucho mayores de pérdida de genes y reordenamiento del
genoma, lo que es consistente con que B. parapertussis se separ6 de su antepasado B. bronchiseptica méas

recientemente que B. pertussis*.

A pesar de estas diferencias, estas tres especies comparten gran porcentaje de su genoma y su
estrecha relacion filogenética queda reflejada por la similitud en el conjunto de factores de virulencia que
expresan y por el alto grado de identidad que existe entre estos. Entre los principales factores de virulencia
que comparten estas tres especies se encuentran diferentes adhesinas como la Hemaglutinina Filamentosa
(FHA), pertactina (PRN) y las fimbrias (Fim), y toxinas con diferentes actividades citotoxicas e
inmunomodulatorias como la toxina adenilato ciclasa (CyaA), la citotoxina traqueal (TCT) y la toxina

dermonecrotica (Tdn)** 42,
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B. bronchiseptica como modelo de estudio de las Bordetellas clasicas

Las estrechas relaciones filogenéticas, en combinacion con la conservacion de muchos factores de
virulencia entre las Bordetellas clasicas y el hecho de que B. bronchiseptica sea un patdégeno natural de
animales de experimentacion ha llevado a varios grupos de investigacion, incluido el nuestro, a utilizar la
infeccidon de huéspedes naturales por B. bronchiseptica para estudiar las caracteristicas mas sobresalientes

de la patogenia que son comunes a B. pertussis y B. parapertussis hu®.

Las infecciones con B. pertussis y B. parapertussis hu estan restringidas a los humanos y se
requieren grandes dosis infecciosas para la colonizacion del tracto respiratorio en modelos animales de
laboratorio. Por el contrario, los conejos, ratas y ratones inoculados por via intranasal mediante la
administracion de una gota de 5 pul de un cultivo de B. bronchiseptica se colonizan persistentemente en la
cavidad nasal, la laringe, la traquea y los pulmones. De hecho, la dosis infectiva 50 (DI50) intranasal para
conejos, ratas y ratones es inferior a 200, 25 y 5 unidades formadoras de colonias (UFC), respectivamente,
lo que indica la capacidad de estos sistemas modelo para reflejar con precision las caracteristicas de la

infeccion natural*48,

El estudio de la patogenia de B. bronchiseptica también tiene importancia veterinaria y clinica ya
que, como se mencionaba anteriormente, B. bronchiseptica es un patdogeno comun de los animales

49,50

domésticos***? y ocasionalmente causa enfermedades en humanos?. Estos modelos han revelado funciones

para varios determinantes de virulencia conservados y factores reguladores, y se ha demostrado que varios

31-53 validando el uso

de estos factores son funcionalmente intercambiables entre las Bordetellas clasicas
de B. bronchiseptica como modelo para estudiar la patogénesis de estas especies y su interaccion con el

huésped.

Por lo tanto, B. bronchiseptica ha sido y lo es atin hoy en dia un excelente modelo de estudio de la

interaccion patogeno huésped.

Factores de virulencia
Entre los factores de virulencia que han sido descriptos importantes para la colonizacion de estas
tres especies se encuentran adhesinas, toxinas y sistemas de secrecion. A continuacion, se detallan las

caracteristicas mas sobresalientes.

Adhesinas
Hemaglutinina Filamentosa (FHA)

FHA es considerada como la adhesina més importante de Bordetella spp. Esta codificada en el gen

fhaB. Se sintetiza como precursor llamado FhaB de 367 kDa y luego de una serie de modificaciones post-
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traduccionales en la que es clivado por tres proteasas en los extremos N- y C- terminales termina formando
una proteina madura de 220 kDa>*. Como su nombre lo sugiere, FHA presenta una estructura filamentosa
de 2 nm de diametro y 45-50 nm de longitud, organizada estructuralmente en 19 hojas B-plegadas que
forman una estructura del tipo barril-p que atraviesa la membrana externa de la bacteria®>>®. Exhibe varios
sitios de union diferentes que la implican como una adhesina importante. Presenta un motivo de
aminoacidos RGD (Arginina,R, glicina,G, aspartico,D) que promueve la adhesion a los monocitos,
macrofagos, leucocitos polimorfonucleares (PMNs) y otros tipos celulares®’*°. Entre los residuos 1141 y
1279 de FHA se encuentra un dominio tipo lectina denominado dominio CRD (dominio de reconocimiento
de carbohidratos). Este dominio posee una afinidad particular por carbohidratos y glicolipidos de células
ciliadas y macrofagos lo que permitiria la adherencia a los cilios®. Entre los aminoacidos 442-863 se
encuentra un dominio tipo lectina a través del cual puede unirse a heparina y glicolipidos sulfatados no

cargados que se encuentran en la superficie de las vias respiratorias®'.

Estudios in vitro con FHA han demostrado que ademés de funcionar como una adhesina es capaz
de provocar respuestas proinflamatorias y proapoptdticas en células similares a macroéfagos THP-1,
macrofagos derivados de monocitos (MDM) de sangre periférica humana y células epiteliales bronquiales

humanas BEAS-2B%,

Los ensayos de infeccion en animales demuestran que esta adhesina es requerida para la colonizacion del
tracto respiratorio inferior®®, Adicionalmente, el mutante en FHA induce una respuesta inflamatoria mas
potente, caracterizada por altos niveles de la citoquina proinflamatoria interleucina (IL)-1B, y las
quimioquinas de neutréfilos y macrofagos KC y MCP-1, respectivamente, en los pulmones en los primeros
dias después de la inoculacién en comparacion con bacterias de tipo salvaje®>-%®. Sugiriendo con esto que
FHA seria importante para suprimir la respuesta inflamatoria inicial y facilitar de esta manera la persistencia

de B. bronchiseptica en el huésped.

Fimbrias (Fim)

Son miembros de la familia pili tipo 1. Presentan un didmetro de ~7,5 nm y pueden tener varios
cientos de nanometros de longitud®’. Estas estructuras estin compuestas por una subunidad principal, que
adquiere una estructura tipo varilla, y una subunidad menor, que conforma la punta de la adhesina. Los
genes que codifican las dos subunidades principales fimbriales son, fim2 y fim3 aunque, B. brochiseptica,
expresa también las subunidades principales (FimX, FimN y FimA). Todos los serotipos de fimbria
comparten como subunidad menor a FimD. FimD esta codificada en el operon fimBCD, donde también se

encuentran los genes que codifican para FimB y FimC, los cuales estarian implicados en el ensamblado y
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secrecion de FimD. El operdn fimBCD se encuentra entre los genes fhaB 'y fhaC lo cual sugiere un caracter

co-transcripcional entre la fimbria y la adhesina FHA®,

La ausencia de Fimbrias en cepas de B. pertussis y B. bronchiseptica reduce la capacidad de
colonizacion de estas bacterias en el tracto respiratorio de ratones y provoca una respuesta inflamatoria mas
fuerte respecto de las cepas silvestres, que se caracteriza por un mayor reclutamiento de células

inflamatorias y un nivel mayor de IL-1p en los pulmones de los ratones infectados® 7!,

Pertactina y proteinas autotransportadoras

La familia de autotransportadores incluye proteinas funcionalmente diversas, como proteasas,
adhesinas, toxinas, y lipasas, que parecen dirigir su propia exportacion a la membrana externa’. El primer
miembro de la familia de autotransportadores identificado y caracterizado en Bordetella es la pertactina
(PRN). La PRN madura es una proteina de 68 kDa en B. bronchiseptica’, 69 kDa en B. pertussis’™ 'y 70
kDa en B. parapertussis (hu)”. Al igual que todos los autotransportadores que se encuentran en los
patogenos gramnegativos, PRN tiene tres dominios funcionales: la secuencia sefial N-terminal, el dominio
pasajero y un dominio autotransportador C-terminal. La secuencia sefial guia a los dominios pasajero y
transportador hacia el periplasma, lo que permite que el dominio transportador forme un poro en la
membrana externa para la translocacion del dominio pasajero a la superficie celular. Luego, la proteina es
escindida por una proteasa de la membrana externa, y el dominio pasajero permanece en contacto con la

superficie mediante interacciones no covalentes’®”’.

Se ha propuesto que PRN desempefia un papel en la adherencia, ya que contiene el motivo
tripéptido RGD, asi como varias regiones ricas en prolina y en leucina, motivos cominmente presentes en

moléculas involucradas en la unién a células eucariotas’.

Otras proteinas de B. bronchiseptica con capacidad de autotransporte prevista incluyen BrkA™,
SphB1* y Vag8®!. Todas estas proteinas muestran una similitud de secuencia de aminoécidos significativa

en sus extremos C-terminales y contienen uno o mas motivos tripéptidos RGD.
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Toxinas

La toxina adenilato ciclasa (CyaA)

CyaA es miembro de la familia de citotoxinas formadoras de poros dependientes de calcio
conocidas como toxinas RTX (del inglés repeats in toxin). Estas toxinas comparten un motivo de union de
calcio de repeticiones en tandem de nueve aminoacidos (LXGGXG(N/D)DX) ricos en glicina y

aspartato®>*,

La adenilato ciclasa esta codificada en el gen cyad el cual se encuentra dispuesto en el operon
cyaABDE junto a los genes que codifican para CyaB, CyaD y CyaE implicados en la activacion y secrecion
de CyaA. El polipéptido CyaA se sintetiza como una protoxina inactiva de 1706 aminoacidos que se
convierte en una toxina activa mediante palmitoilacion postraduccional de dos lisinas internas (lisinas 856

y 963)84’85.

Esta toxina presenta dos modulos funcionales distintos: un médulo que comprende la actividad

hemolisina y otro mddulo correspondiente con su actividad adenilato ciclasa.

La region implicada en la actividad hemolisina se dispone en el extremo C-terminal y es
comprendida por aproximadamente 1300 aminoacidos. Esta region es la responsable de formar poros en las
membranas de los eritrocitos desencadenando asi su hemolisis. Este dominio es responsable también de la

adhesion e internalizacion del dominio adenilato ciclasa dentro de la célula eucariota®-®.

La region con actividad adenilato ciclasa se dispone en los primeros 400 aminoacidos del extremo
N-terminal. Una vez traslocado este dominio dentro de la célula del huésped convierte el ATP en AMP
ciclico (AMPc) de una manera dependiente de calmodulina. La actividad adenilato ciclasa conduce a

niveles supra fisiologicos de AMPc y una reduccion masiva del ATP intracelular®® 2,

El aumento en los niveles de AMPc intracelular en neutréfilos o macréfagos conduce a una
inhibicién de la quimiotaxis y funciones bactericidas como la capacidad fagocitica y la generacion de las

especies reactivas de oxigeno, lo cual favorece la sobrevida bacteriana en la interaccion con la célula

96,97 98,99

huésped”*°. Ademas, CyaA puede desencadenar la apoptosis de los macrofagos in vitro e in vivo

Adicionalmente, esta toxina modula la respuesta inmune del huésped actuando sobre distintas
células y afectando la produccion de citoquinas. En células dendriticas y macrofagos en presencia de LPS
estimula la produccion de las citoquinas IL-6 e IL-10 mientras inhibe la produccion de las citoquinas IL-

12, TNF-a y de la quimioquina CCL3'%.
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La toxina dermonecrdtica (Tdn)

Tdn de Bordetella consta de 1.464 aminoacidos y pertenece a la familia de las A-B toxinas. En su
extremo N-terminal se encuentra el dominio de union a células eucariotas mientras que en el extremo C-
terminal se encuentra la actividad catalitica de esta proteina. La toxina es una transglutaminasa que cataliza
la poliamidacion y la deamidacion de las Rho GTPasas, las cuales regulan una variedad de procesos
celulares, incluida la reorganizacion de los citoesqueletos de actina, la transcripcion de ciertos genes y la
diferenciacion celular, entre otros'?""'*.Como resultado de esto, las GTPasas se vuelven constitutivamente
activas y, por lo tanto, hacen que las células intoxicadas expresen de manera aberrante los fenotipos
dependientes de estas enzimas. Hasta el momento, es escaso el conocimiento con respecto al rol de la Tdn
en la patogénesis de las distintas especies del género. No parece desempenar un papel importante en la

105

colonizacion'®, aunque si es responsable de los dafios 0seos en los cornetes nasales caracteristicos de la

rinitis atrofica en cerdos!%°.

Sistema de Secrecion tipo 3 (SST3)

El SST3 es un sistema altamente regulado que les permite a las bacterias Gram negativas translocar
proteinas efectoras dentro de las células eucariotas y alterar diferentes procesos celulares'”’. La maquinaria
del SST3 comprende un cuerpo basal que se extiende a través de la membranas interna y externa, una
estructura similar a una aguja que sobresale de la membrana externa bacteriana, proteinas translocadoras
(que se encuentran en la punta del filamento de la aguja, son translocadas dentro de la célula del huésped y
forman un poro en su membrana) y las proteinas efectoras. A través de este sistema, las proteinas efectoras
son traslocadas desde el interior de la bacteria hacia la célula huésped por el conducto del filamento de
aguja y a través del poro formado por las proteinas translocadoras. Este proceso requiere de energia la cual
es generada por una ATPasa que esta localizada inmediatamente debajo del cuerpo basal. Mientras que los
genes que codifican el aparato de secrecion y las proteinas translocadoras estan relativamente muy
conservados entre los diferentes patdogenos, las proteinas efectoras secretadas por estos sistemas son

altamente diversas!'®,

En las Bordetellas clésicas, el locus que codifica para los componentes del SST3 es el locus bsc, el
cual se encuentra altamente conservado entre las tres especies. Este locus incluye 22 genes que codifican
componentes del SST3 entre los que se encuentran componentes del cuerpo basal, el filamento, las proteinas
translocadoras, la ATPasa BscN y posibles chaperonas. En la figura 1.1 se muestra una representacion del

SST3 en B. bronchiseptica.
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Figura 1.1: SST3 de Bordetella. Se indican las proteinas que componen el cuerpo basal, la aguja'y
las proteinas translocadoras. En la parte inferior del cuerpo basal se sefiala también la ATPasa BscN.
MC, membrana citoplasmatica; OM, membrana externa; PG, peptidoglucano; IM, membrana

interna. Figura adaptada de Kamanova et. al. 2020%'8.

Dentro de las proteinas del locus bsc de B. bronchiseptica que han sido estudiadas y caracterizadas,
ademas de la ATPasa BscN, se encuentran: Bsp22, BopB, BopN y BopD. Las proteinas BopB y BopD
forman los poros en la membrana huésped'”, y Bsp22 forma un canal de conexion largo y flexible que une
el filamento de la aguja con BopD''?. En cuanto a BopN muestra similitud de secuencia con YopN de

Yersinia pestis, y es una de las proteinas efectoras del SST3.

Adicionalmente, se ha identificado una segunda proteina efectora del SST3 codificada por el gen
bteA ubicado por fuera del locus bsc. BteA es requerida para las actividades citotoxicas de la bacteria,

incluida la muerte celular en las células del huésped'!'!.

Recientemente, se identificd un locus adicional situado downstream del locus bsc, el locus btr, el
cual codifica para proteinas reguladoras del SST3 de Bordetella''?. Entre estas proteinas se encuentran BtrS

que es requerida para la expresion del locus del SST3, BtrV que es esencial para la traduccion y/o la
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estabilidad de las proteinas del SST3 y BtrU y BtrW que son importantes para la secrecion del sistema.
Dentro de este locus también esta codificada BtrA, un factor anti-sigma, que podria interaccionar con BtrS
para impedir su accion estimulatoria de la expresion del SST3!%, En este sentido, la delecion de btr4 induce

la sobrexpresion de las proteinas efectoras en B. bronchiseptica'®®.

El SST3 es regulado a su vez por otros sistemas externos al locus propio. El sistema de dos
componentes BvgAS (ver mas abajo) regula la expresion del locus bsc* y, en B. pertussis, también se ha

descripto la participacion de la chaperona Hfq en esta regulacion'!.

In vitro, B. bronchiseptica provoca una muerte celular rdpida en macréfagos y lineas de células
epiteliales de una manera dependiente del SST3!!'*. E1 SST3 también evita la translocacion del factor de
transcripcion NF-kB al nticleo incluso en presencia de la estimulacion de las células con el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a); en cambio, provoca una agregacion aberrante de NF-kB dentro del citoplasma de la

célula huésped''*.

Por otro lado, el SST3 actua junto con la toxina CyaA para modular a las células dendriticas a un
estado semi-maduro, mediante la estimulacion de la produccion de IL-10 y prostaglandina (PGE2) dando
lugar a una respuesta del tipo T regulatoria''®>. Asimismo, CyaA junto con el SST3 inducen en macréfagos
la produccion de IL-17 y de citoquinas antiinflamatorias por parte de células T dirigiendo asi una respuesta

del tipo Th17',

In vivo, el SST3 de B. bronchiseptica contribuye a la colonizacion persistente de la traquea en
modelos de infeccion respiratoria en ratas y ratones**!'*. Las células inflamatorias que se infiltran en los
pulmones durante la infeccion sufren apoptosis en ratones infectados con una cepa de tipo salvaje, pero no
en aquellos infectados con una cepa mutante deficiente en el SST3!''*, Ademas, los ratones infectados con
esta cepa deficiente obtienen titulos mas altos de anticuerpos anti-Bordetella (especificamente IgA sérica)

que los animales infectados con la cepa salvaje!'.

Sistema BvgAS

Los factores de virulencia antes descriptos no se expresan de manera constitutiva, sino que se
encuentran bajo el control de un locus denominado Bordetella virulence gene (bvg) que codifica para el
sistema de dos componentes BvgAS. Los primeros en describir este locus fueron Weiss y colaboradores
quienes observaron que la insercion del transposén Tn5 en el locus bvg abolia de manera simultanea la
expresion de los factores de virulencia, FHA, PRN, CyaA, Tdn y Fim (cuyos genes se denominan vags por

sus siglas en inglés virulence activated genes)'"’.
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El sistema de dos componentes BvgAS pertenece a la subfamilia de sistemas de dos componentes
llamados sistemas no ortodoxos, que son estructuralmente mas complejos que los sistemas de dos
componentes estandar (Histidin quinasa (HK) y regulador de respuesta (RR)) y se caracterizan por una

fosfotransferencia de cuatro pasos: His-Asp-His-Asp, que involucra dominios proteicos adicionales!!3120,

BvgS es una histidin quinasa de 134 kDa ubicada en la membrana citoplasmatica y forma

homodimeros (Figura 1.2)'?!.

Wi f & 8 & §F % § § °§ o
Figura 1.2. BvgS es una histidin quinasa

que contiene, desde el extremo N- terminal hasta el
extremo C- terminal, dos dominios Venus
atrapamoscas ubicados en el periplasma (VFT1 y
VFT2), un dominio transmembrana, un dominio
PAS (PAS), un dominio de histidina quinasa (HK),
un dominio receptor (REC) y un dominio de
transferencia de histidina fosforilo (Hpt). BvgA es
una proteina reguladora de la respuesta con un
dominio receptor N-terminal (Rec) y un dominio C-
terminal hélice-giro-hélice (HTH). BvgS se activa,
se autofosforila en una histidina conservada en el
dominio HK y transfiere el grupo fosforilo al Rec,
al Hpt y luego al dominio Rec de BvgA. Figura
tomada de Cotter PA et. al. 2003 33!

vrgs vags

Como se muestra en la Figura 1.2, el extremo N-terminal de BvgS est4 ubicado en el periplasma y
contiene dos dominios receptores de la sefal del tipo Venus atrapamoscas (VTF). A estos dos dominios le
sigue un dominio transmembrana y un dominio tipo PAS que conectan el dominio periplasmico con tres

dominios citoplasmaticos llamados transmisor (HK), receptor (Rec) y dominio dador de fosfatos (HPt)'*.

El dominio transmisor presenta dos subdominios, un subdominio con un sitio de unién a ATP, que
cuando se activa, cataliza la hidrdlisis del ATP y transfiere el grupo fosfato al residuo de histidina
conservado (H729) ubicado en el otro subdominio. Desde el residuo H729, el grupo fosforilo se transfiere
posteriormente al acido aspartico (D1023) y al residuo de histidina (H1172) en los dominios receptor y HPt,
respectivamente. Por lo tanto, en BvgS se produce una fosfotransferencia intramolecular de varios pasos
tras su activacion. El dominio del receptor BvgS puede desempefiar un papel regulador importante en este

proceso, ya que no solo puede transferir el grupo fosforilo al dominio HPt, sino que también interrumpe la
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transferencia mediante la liberacion hidrolitica del fosfato inorganico retardando asi la activacion de

BvgA!?124 Desde el dominio HPt, el grupo fosforilo se transfiere al regulador de respuesta BvgA 23127,

BvgA es un factor de transcripcion de 23 kDa que contiene en su N-terminal un dominio REC o
receptor y en su region C-terminal un dominio HTH de union a DNA!?%12%, Se fosforila en un residuo de
acido aspartico (D54) ubicado en el dominio receptor y una vez fosforilado se une a las secuencias
promotoras de una manera cooperativa, mostrando una afinidad fuertemente aumentada por sus secuencias

blanco tras la fosforilacion %13,

Dependiendo del estado de fosforilacion de BvgA, este sistema no solo va a regular la expresion
de los genes vags sino que en total regula diferencialmente 4 clases de genes: (I) vags tempranos, (I1I) vags
tardios, (III) genes de fase intermediay (IV) los genes vrgs del inglés virulence repressed genes. Asimismo,
la expresion de estos genes determina al menos tres fases de la bacteria conocidas como fases de virulencia:
(a) Fase virulenta (o Bvg"), (b) fase intermedia (o Bvg'), y (c) fase avirulenta o (Bvg’) (Figura 1.3). A

continuacion, se describe como ocurre esta regulacion.
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Figura 1.3: Niveles de expresion relativos de los genes regulados por el sistema de dos

componentes BvgAS en funcién de los moduladores MgSO4 o acido nicotinico.

Fase virulenta o Bvg". Esta fase se caracteriza por la expresion de los vag tempranos y los vag
tardios. En un escenario experimental en el que los niveles de BvgA~P estan aumentando, los vag
tempranos, como los genes que codifican para las adhesinas FHA y las fimbrias, se activan primero. En
este momento, BvgA~P activa también al promotor del vag temprano bvgR, cuyo producto reprime los vrgs
que se inducen en ausencia de BvgA ~P"!. A medida que aumentan los niveles de BvgA~P, también se
activan las vags tardios, como los genes de la toxina adenilato ciclasa, cyaA. Este control diferencial surge
porque los promotores vags tempranos tienen menos sitios de union a BvgA~P y mas fuertes que los

promotores vags tardios.

La fase intermedia o Bvg'. Representa un estado intermedio, con una concentracion intermedia
de BvgA~P en equilibrio con la forma no fosforilada. En esta condicion los genes vags tempranos, como
fhaB y fim se siguen expresando, sin embargo, los genes vags tardios, como el gen cyaA, no se alcanzan a
expresar. En esta fase también se expresan genes propios de esta fase como es el caso del gen que codifica

para la adhesina BipA, que presentan un tipo de regulacién un poco mas compleja ya que son activados por
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niveles de BvgA~P que activan genes vags tempranos, pero son reprimidos por los niveles mas altos

requeridos para la activacion de los genes vag tardios'*

. Enel caso del gen bipA, se han descripto secuencias
de union a BvgA~P de alta y baja afinidad. Las secuencias de alta afinidad se encuentran upstream del gen
y actuarian de igual manera que en fhaB. Sin embargo, los sitios de union de baja afinidad se encuentran
ubicados downstream del inicio del gen bipA. La unidén de BvgA~P a estos sitios impediria la transcripcion
del gen, probablemente impidiendo de manera estérica la unién de la ARN polimerasa al sitio de inicio de
la transcripcion. El balance entre las formas de BvgA fosforilado y sin fosforilar es lo que permite o no la
expresion de BipA. Cuando la concentracion de BvgA~P es alta tanto los sitios de alta como de baja afinidad
se encuentran ocupados, por lo que el gen bipA4 no se expresa. Al descender el nivel de BvgA~P los sitios
de baja afinidad son liberados y el gen de fase intermedia es expresado. Finalmente, una vez que la cantidad

de BvgA~P haya descendido notablemente los sitios de alta afinidad seran liberados y el gen deja de ser

expresado.

La fase avirulenta o Bvg". Representa niveles muy bajos de BvgA~P. En estas condiciones, no se
expresan los genes vags tempranos, vags tardios y los genes de fase intermedia. Tampoco se produce el
represor BvgR y en consecuencia si se expresan los genes vrgs* 133, La expresion de los vrgs resulta en la
expresion méaxima del locus de movilidad, los genes necesarios para la produccion de ureasa'** y varios

genes implicados en procesos metabolicos y el transporte de aminoacidos.

Si bien no se conocen cudles son las sefiales naturales que activan al sistema BvgAS, en el
laboratorio se puede modular este sistema empleando la temperatura, o concentraciones milimolares de
acido nicotinico (AN) o de sulfato de magnesio. Analisis experimentales han demostrado que el crecimiento
a 37 °C en bajas concentraciones de AN o sulfato de magnesio inducen a la bacteria a la fase virulenta.
Temperaturas por debajo de 26 °C o la presencia de concentraciones milimolares de AN o sulfato de
magnesio inducen la fase avirulenta. Mientras que la adicion de sulfato de magnesio o AN a concentraciones
mas bajas que las necesarias para inducir plenamente la fase Bvg", inducen la fase Bvg ' (Figura 1.3).

Mediante analisis mutacionales en el sistema BvgAS se ha analizado su implicancia in vivo. Estos
estudios han demostrado que cepas mutantes en el sistema BvgAS que permanecen bloqueados en la fase
virulenta (Bvg"), es decir, que expresan constitutivamente los factores de virulencia, muestran una
capacidad de infeccion y colonizacion del tracto respiratorio en diversos animales indistinguible a la cepa
silvestre. Mientras que, cepas mutantes en el sistema BvgAS bloqueados en fase avirulenta (Bvg’) son
eliminados rapidamente del tracto respiratorio de los animales. Esto demuestra que la fase Bvg" es necesaria
y suficiente para la colonizacion del tracto respiratorio por B. pertussis y B. bronchiseptica®13%13¢,

Si bien la vinculacion de la fase virulenta con la colonizacion ha sido estudiada y establecida por

la comunidad cientifica, la literatura reciente ha demostrado que la regulacion in vivo de los factores de
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virulencia no es tan simple. Las condiciones a las que esta sometida la bacteria dentro del huésped van
cambiando y la bacteria se enfrenta continuamente a nuevos entornos con cambios de temperatura y
condiciones de escasez de nutrientes, diferentes pHs y cambios de osmolaridad a los cuales la bacteria debe
ir adaptandose y otros sistemas de dos componentes pueden participar de forma diferente en la regulacion
del sistema BvgAS para trabajar conjuntamente en la adaptacion de Bordetella spp. a estos ambientes.

Se ha identificado el sistema de dos componentes RisAS (del inglés regulator of intracellular
response) compuesto por la histina quinasa sensora (RisS) y el regulador de respuesta (RisA). Se ha visto
que este sistema, cuya expresion es independiente del sistema BvgAS, es importante para la sobrevida
intracelular de B. bronchiseptica y para la activacion de los vrgs'*”1*8, Se ha postulado que RisA podria
actuar de manera antagoénica a BvgR en la regulacion de los vrgs. BvgR podria estar reprimiendo la
expresion de los vrgs impidiendo la unién de RisA a las regiones promotoras de dichos genes ya sea de
forma directa compitiendo por la secuencia promotora o indirectamente mediante la union a RisA 3713,

Adicionalmente, se ha descripto otro sistema de dos componentes, el sistema PIrSR (del inglés
persistance in the low respiratory tract), el cual responde a CO» y es importante para lograr la persistencia
de B. bronchiseptica en el tracto respiratorio inferior. Se ha demostrado que este sistema es importante para
activar y mantener activo al sistema BvgAS en los pulmones del raton, pero no en la cavidad nasal 40141,
Sin embargo, el mecanismo por el cual ocurre esta activacion es ain desconocido.

Por ultimo, el regulador BvgR, inhibidor de la expresion de los genes vrgs, presenta en su estructura

un dominio EAL que podria estar implicado en la regulacion a través del segundo mensajero c-di-GMP'37.

Patogenia de Bordetella
Infeccion en animales

La colonizacién de las vias respiratorias del huésped por parte de B. bronchiseptica transcurre a
través una serie de etapas: adhesion, evasion del sistema inmune, proliferacion dentro del huésped, y

persistencia de la bacteria en el huésped*!4>!143,

En principio, las bacterias ingresan por las vias aéreas del huésped mediante gotitas o acrosoles que
contienen al patdgeno y una vez dentro del mismo se adhieren a los cilios de las células epiteliales de las
vias respiratorias'**'%*. Esta fase de adhesion constituye, como en toda infeccion, la etapa inicial y critica
de la colonizacion. Se han identificado varios factores implicados en la facilitacion de la adhesion como
son FHA, FIM, Vags8, el lipololisacarido (LPS), y PRN, lo que evidencia una redundancia de proteinas
adhesinas que pueden contribuir a este proceso. Como consecuencia de esta redundancia, las funciones
adhesivas individuales a menudo quedan enmascaradas y ha sido dificil designar una proteina como
adhesina primaria. Varios sistemas de modelos animales y sistemas de cultivo de tejidos dan diferentes

resultados con respecto a la importancia de las diversas proteinas en el proceso de union. Sin embargo, los

23



Capitulo 1

ensayos de union in vitro con una variedad de lineas celulares establecen que la FHA es una adhesina

importante, al menos en condiciones de laboratorio®-146,

Una vez adherida a la superficie ciliada del epitelio respiratorio, B. bronchiseptica provoca
paralisis ciliar y dafio en el epitelio respiratorio. Esto provoca que las vias respiratorias no eliminen las
secreciones mucosas y permanezca la bacteria en el tracto respiratorio. Las subespecies de Bordetella
muestran una union diferencial a las células ciliadas de diferentes huéspedes. Toumanen y colaboradores
demostraron que B. pertussis se adhiere preferentemente a las células ciliadas del tracto respiratorio
humano, mientras que B. bronchiseptica se adhiere preferentemente a las células ciliadas de conejos,
ratones y hamsteres, lo que sugiere que la especificidad del huésped puede depender en parte de la

interaccion de las adhesinas bacterianas con los receptores del huésped'*’.

Ademads de presentar tropismo por las células epiteliales ciliadas, B. bronchiseptica se adhiere a
otros tipos celulares como los macrofagos alveolares, las células dendriticas y diferentes lineas de células

epiteliales no ciliadas'*®.

El dafio tisular local de las células epiteliales ciliadas provocado por B. bronchiseptica se debe a la

presencia de sus toxinas como TCT, Tdn, CyaA y SST3%.

El pulmén infectado presenta una inflamacion generalizada, con un gran nimero de células
infiltrativas con predominio de los granulocitos polimorfonucleares distribuidas en todo el pulmoén. Las
células inflamatorias que se infiltran en los pulmones durante la infeccion sufren apoptosis en ratones
infectados con cepas de tipo salvaje, pero aquellos ratones infectados con una cepa mutante deficiente en
el SST3 o CyaA dan como resultado una inflamacion y una histopatologia respiratoria significativamente
menores*’!!*, destacando la importancia de estos dos factores en la generacion del foco inflamatorio. Estos
dos factores no solo estan implicados en causar inflamacion sino también que interaccionan con
componentes del sistema inmune para modular la respuesta adaptativa del huésped permitiendo la

permanencia de la bacteria dentro del mismo.

Luego de este periodo agudo de la infeccion, B. bronchiseptica, es capaz de persistir dentro del huésped
durante estadios cronicos y asintomaticos de infeccion posiblemente como consecuencia de su capacidad

de formar biofilm en el tracto respiratorio y de invadir y sobrevivir en células epiteliales y fagociticas'1%,
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Sobrevida intracelular

Las bacterias del género Bordetella son capaces de superar la respuesta del huésped y establecerse
dentro del mismo por periodos prolongados de tiempo. Uno de los mecanismos moleculares que les
permitiria a estas bacterias protegerse frente a distintos efectores inmunes y permanecer dentro del huésped
es la capacidad de sobrevida intracelular. De hecho, se ha demostrado que son capaces de sobrevivir dentro
de células epiteliales, dendriticas y macrofagos!>*!3, Los mecanismos que permitirian a estas bacterias
sobrevivir dentro de las células inmunes difieren entre las especies de este género. Mientras que B. pertussis
seria capaz de evitar la fusion fagolisosomal dentro de los macrofagos, B. bronchiseptica no seria capaz de

hacerlo y permaneceria dentro de la bacteria en un compartimento acidico'*,

Para poder sobrevivir dentro de las células, las bacterias tendran que adaptarse al entorno
desfavorable al que estan sometidas. El pH letal, la falta de nutrientes y la generacion de intermediarios
reactivos de oxigeno y nitrégeno son algunas de las amenazas a las que se enfrentaran las bacterias
intracelulares al entrar en las células huésped, lo que a menudo provoca dafios en la integridad de las

proteinas y el ADN y la deprivacion de nutrientes.

En B. bronchiseptica, se ha observado que la cepa silvestre y los mutantes que carecen del gen
bvgS, que codifica para el componente sensor del sistema BvgAS, presentan una viabilidad similar en las
células dendriticas durante mas de 72 h después de la infeccion. Esto indica que la supervivencia intracelular
puede ser independiente del sistema BvgAS o que participan genes que se transcriben activamente en la
fase Bvg-1>!%, De hecho, la evaluacién de la expresion de genes de B. bronchiseptica durante la
supervivencia intracelular en macrofagos apoyo estas observaciones. Tras la captacion por los macréfagos,
B. bronchiseptica activa la expresion de genes implicados en la reparacion de proteinas, reparacion del
ADN, respuesta al estrés oxidativo, homeostasis del pH, chaperonas y activacion de vias metabdlicas

especificas.

En particular, varios genes expresados durante la supervivencia intracelular son similares a los
expresados en respuesta a la exposicion a un pH bajo (pH inferior a 4) después de una previa adaptacion al
acido (pH 5,5)'Y. Entre estos genes se pueden mencionar los que codifican para proteinas ribosomicas
(proteina ribosomica L1, L4 y L5), chaperonas moleculares (GroEL, HSP 90 y DnaK), proteasas (BB3293
y BB1248) y proteinas del metabolismo relacionadas entre si (succinato-semialdehido deshidrogenasa,

aconitato hidratasa y arginina succinato sintasa).

Adicionalmente, los estudios de transcriptomica de macréfagos infectados muestran que, B.
bronchiseptica inhibe la expresion de genes implicados en la virulencia bacteriana. Ninguno de los factores
de virulencia conocidos, incluidos los sistemas de secrecion SST3 y SST6, la toxina CyaA, las adhesinas

PRN y FHA, y otros 205 genes de fase Bvg", fueron encontrados transcripcionalmente activos en esta
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condicion!®15° Recientemente se informé un patrén de expresion similar para B. pertussis dentro de los
macrofagos, donde la expresion de genes que codifican factores de virulencia como el SST3, CyaA, PRN,
Fim (Fim2) y la proteina de resistencia sérica BrkA, entre otros también se encontraban inhibidos en esta

condicion'®,

En la busqueda de sistemas de dos componentes que pudieran estar implicados en la persistencia
de B. bronchiseptica dentro de los macrofagos, ademas del sistema BvgAS, Jungnitz y su grupo de trabajo
identificaron y describieron al sistema RisAS previamente mencionado. Una mutacién por transposon en
este operdn produjo una menor sobrevida de B. bronchiseptica en los macréfagos y una menor capacidad

de la bacteria de colonizar el tracto respiratorio de ratones'*®

. Ademas, el mutante es incapaz de resistir a la
acidificacion fagolisosamal y a la presencia de especies reactivas de oxigeno'®'. Como se menciond
anteriormente, RisA puede activar la expresion de los genes vrgs y regula ademds otros genes diferentes a
los vrgs que podrian estar también implicados en la sobrevida intracelular.

Mas alla de los avances aqui resefiados, los mecanismos que le permiten a B. bronchiseptica
persistir dentro de las células eucariotas siguen sin comprenderse en su totalidad. Probablemente existan

mecanismos aun no descriptos que permitan este comportamiento.

Formacion de biofilm en B. bronchiseptica
Otro mecanismo que permitiria a B. bronchiseptica infectar, evadir mecanismos de la respuesta

inmune y persistir por largos periodos de tiempo en el huésped es su capacidad de formar biofilm.

Una de las definiciones de biofilm con mas aceptacion en la actualidad establece que es una
comunidad microbiana sésil, caracterizada por células adheridas a un sustrato o interfase, o unas con otras,
las cuales estan contenidas en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares producidas por ellas
mismas y que expresan un fenotipo propio'®®. El desarrollo de un biofilm microbiano tiene lugar mediante
una serie de etapas: 1) adhesion de células a una superficie bidtica o abidtica; 2) crecimiento y agregacion
de células formando microcolonias; 3) maduraciéon y mantenimiento de la estructura del biofilm; 4)
desprendimiento de células de la estructura para colonizar otros ambientes. Estas etapas, en general, se
encuentran conservadas en un amplio rango de microorganismos. Sin embargo, los mecanismos
moleculares involucrados en la regulacion de la formacion de biofilms pueden diferir de un organismo a

otro.

Varios trabajos realizados durante los ultimos afios por distintos grupos de investigacion han
demostrado que tanto B. bronchiseptica como B. pertussis son capaces de formar biofilm sobre superficies
abidticas, como vidrio, polipropileno, poliestireno, y sobre superficies bidticas como la cavidad

nasofaringea y la traquea de raton'4¢-13-195 Se han visualizado biofilms en el tracto respiratorio de animales
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infectados con B. bronchiseptica hasta 38 dias post-inoculacion, y de 19 dias en B. pertussis, lo que sugiere

que la formacion de biofilms permite la persistencia bacteriana en el tracto respiratorio4%166,

Asi como en otras bacterias, la formacion de biofilm en B. bronchiseptica puede ser visualizada
microscopicamente como un proceso secuencial con caracteristicas distintivas en cada una de las etapas. El
proceso inicia con la unién de las células bacterianas a la superficie, seguido por la formacién de una
monocapa que cubre casi toda la superficie (Figura 1.4). En esta etapa, los biofilms de Bordetella no
muestran atributos estructurales tridimensionales. En estadios posteriores, los biofi/ms se caracterizan por
clusters de células separados por células individuales, seguido de la formacién de macrocolonias maduras
encerradas en una matriz opaca compuesta por una o mas macromoléculas, como acidos nucleicos,
proteinas y polisacéaridos (Figura 1.4). En el caso de biofilms formados en sistemas de flujo continuo
también se pueden observar estructuras de apoyo (pillar-likes structures), canales de agua y/o
microcolonias de forma irregular. Estos pilares de bacterias rodeados por canales de agua, al igual que en
otras bacterias, se cree que les permite a las bacterias del biofilm acceder a los nutrientes y ayudar en la

difusion de productos de desecho del metabolismo fuera del biofilm'46195-168,

12h 24h

Figura 1.4: Diferentes etapas del desarrollo de biofilm en B. bronchiseptica examinadas por Microscopia
Electronica de Barrido (SEM). A las 6hs: union inicial de células individuales dispersadas en la superficie. A las
12 hs, mas células se adhieren a la superficie. Hay interaccion célula-célula pero sin ninguna organizacion

estructural. A las 24 horas, son evidentes los grupos de células, evolucionando a macrocolonias maduras encerradas

en una matriz extracelular a las 48hs. La figura fue adaptada de Nicholson et.al. 2012 172,

Dada la complejidad del proceso de formacion de biofilm no es sorprendente que participen
numerosas proteinas en las distintas etapas, y que estén involucrados varios sistemas de regulacion. Sin
embargo, a diferencia de otras bacterias en las que la regulacion de la formacion de biofilm estd muy
estudiada, como Escherichia coli o Pseudomonas aeruginosa, son pocos los factores descriptos hasta el

momento que regulan la formacion de biofilm de Bordetella spp.
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Los primeros estudios de biofilm en Bordetella estuvieron focalizados en analizar el rol del sistema
BvgAS en la regulacion de este fenotipo. Estos estudios, e incluso los realizados en nuestro laboratorio,
documentan que, en condiciones del crecimiento estatico, en presencia de concentraciones intermedias de
4cido nicotinico que modulan a la bacteria a una fase de virulencia intermedia (Bvg') dan como resultado
las mejores condiciones para promover la formacion de biofilm. Mientras que, en la fase avirulenta (Bvg’)

se obtiene la menor formacion de biofilm (figura 1.5)'%-171,

S8 S8
4.0 mM NA

Figura 1.5: Formacion de biofilm de B. bronchiseptica en las distintas fases de virulencia. Se emplearon diferentes
concentraciones de acido nicotinico (AN) para modular a la bacteria a la fase virulenta (OmM de AN), intermedia (1,0

mM de AN) o avirulenta (4,0 mM AN). Figura tomada de Sisti et. al. 2013'7",

_Sin embargo, el rol del sistema de BvgAS puede ser diferente en distintas etapas del proceso de
formacion de biofilm. Nicholson y colaboradores revelaron que muchos de los genes activados por BvgAS
se reprimen durante las primeras 6 horas, mientras que genes reprimidos por este sistema estan expresados
durante esta etapa. Especificamente, los genes implicados en la movilidad (cheW, flid, flgB, flaA) estan
regulados positivamente, mientras que bvgR y los genes regulados positivamente por BvgAS (bopD, fimA,
cyad, fimD, fimB, fimC, fhaC, fhaB, fim3, bvgsS, bcfA y fim2) estan inhibidos. Con lo cual, B. bronchiseptica
expresaria el flagelo durante el desarrollo temprano del biofilm y posteriormente lo reprimiria.
Adicionalmente, los mismos autores mostraron que las cepas de B. bronchiseptica incapaces de producir el
flagelo no lograron unirse a una superficie en las primeras etapas de formacion de biofilm. Sin embargo,
este defecto inicial se vio superado con el tiempo, ya que las cepas que carecen de produccion de flagelo
pudieron formar biofilm maduros de manera similar a la cepa silvestre en las tltimas etapas de la formacion

del biofilm'"™.

En etapas avanzadas del proceso de formacion de biofilm hay un aumento de la expresion de genes
regulados positivamente por el sistema de BvgAS. Entre los componentes regulados por este sistema se ha
descripto la participacion de FHA y fimbria, dos adhesinas que se expresan tanto en fase virulenta como
intermedia. Las mutaciones en fim afectan la formacion de biofilm principalmente en fase virulenta mientras

que FHA es clave en la formacion de biofilm en fase intermedia promoviendo las interacciones bacteria-
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sustrato y bacteria-bacteria'’%!4¢, CyaA también participa en la formacion de biofilm pero de una manera
negativa. Hoffman y colaboradores demostraron que CyaA actia interaccionando con FHA y bloqueando
las interacciones bacteria-sustrato y bacteria-bacteria en las que FHA esta comprometida. Dado que cyad
se deja de expresar en fase intermedia mientras que FHA se sigue expresando, el rol de FHA cobra mas

relevancia en la formacion de biofilm en fase intermedia'”>.

Nishikawa y colaboradores describieron otra adhesina, la proteina BrtA, que es importante para la
formacion de biofilm en la fase avirulenta ya que esta adhesina esta regulada negativamente por el sistema
BvgAS!'7*. Nuestro grupo de trabajo confirm¢ la importancia de esta adhesina en la formacion de biofilm y
amplio el conocimiento acerca del mecanismo de regulacion de la localizacion de BrtA en la superficie
celular. En este mecanismo participan la proteasa periplasmatica LapG y la proteina transmembrana LapD.
Cuando la proteasa LapG se encuentra libre en el espacio periplasmatico cliva a BrtA y la libera de la
membrana. Sin embargo, LapD es capaz de interaccionar y secuestrar a LapG para evitar que clive a BrtA
de una manera dependiente de un segundo mensajero, el c-di-GMP. En presencia de este segundo
mensajero, LapD une a c-di-GMP, secuestra a LapG y evita que BrtA sea clivada. De esta manera, BrtA
permanece anclada a la membrana y contribuye a la formacion del biofilm. Mientras que, en ausencia de c-
di-GMP, LapG es liberada al espacio periplasmatico y cliva a BrtA disminuyendo de esta manera la

formacion de biofilm'™.

Como se ha encontrado para otros organismos formadores de biofilm, otro componente importante
en la estructuracion y maduracion del biofilm de Bordetella spp. es la matriz extracelular. En Bordetella
esta matriz contiene polisacaridos, LPS, ADN extracelular y proteinas. EIl ADN extracelular es importante
tanto para las etapas iniciales de formacion de biofilm como para mantener la estructura de los biofilm

maduros in vitro (en cultivos estaticos) e in vivo (en el tracto respiratorio del raton)!’¢.

Por otro lado, el contenido de azicar de la matriz del biofilm de B. bronchiseptica esta compuesto

por xilosa y poli-B-1-6-N-acetil-D-glucosamina (PNAG)'¢%!77.178,

El PNAG originalmente se llamaba Bsp (del inglés Bordetella polysaccharide) pero recientemente
se volvid a anotar como pga por la similitud del operén pgaABCD de Bordetella, con el locus pga de otras
bacterias Gram negativas como por ejemplo el pga de E. coli o el locus ica de Staphylococcus''". Este
locus codifica para los productos implicados en la produccién, modificacion y exportacion de este
polisacarido. PNAG no solo es esencial para el desarrollo de biofilm in vitro, sino también para la
colonizacidn persistente del tracto respiratorio por B. bronchiseptica y para la colonizacion temprana de la

nariz y la trdquea por B. pertussis'®*'6.
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Su produccion es iniciada por el complejo PgaC y PgaD que sintetizan y transportan PNAG a través
de la membrana citoplasmatica. Seguidamente, PgaA y PgaB lo unen y lo translocan a través del espacio

periplésmiCOISO,181,182—186

La regulacion de la expresion del locus pgaA-D en B. bronchiseptica se encontrd que no esta
regulada por BvgAS!'® pero si se encuentra regulado negativamente por el factor transcripcional BpsR, que

es homologo a la familia de reguladores transcripcionales del tipo MarR '87:188:166,

Adicionalmente, se ha descripto otro factor implicado en la regulacion de la formacion de biofilm
en Bordetella, el segundo mensajero (p)ppGpp. Esta molécula es una alarmona implicada en la regulacion
de respuestas a diversos estreses, en el crecimiento celular y la virulencia en una variedad de bacterias'®.
El rol de este segundo mensajero ha sido determinado en B. pertussis, pero no en B. bronchiseptica. En B.
pertussis la sintesis y la degradacion de este segundo mensajero esta mediada por las proteinas RelA y
SpoT. RelA es capaz de sintetizar (p)ppGpp, mientras que SpoT es bifuncional, sintetiza y degrada
(p)ppGpp. La delecion de estas dos enzimas en B. pertussis generd defectos en la formacion de biofilm
redujo la viabilidad de la bacteria en condiciones de limitaciéon de nutrientes y generd una mayor la

susceptibilidad al estrés oxidativo'®.

Por ultimo, como se describira en el proximo apartado, nuestro grupo de trabajo se ha enfocado en
estudiar el rol del segundo mensajero ¢c-di-GMP en la formacion de biofilm en B. bronchiseptica. Asi como
en otras bacterias, la presencia de ¢c-di-GMP favorece la formacion de biofilm en esta bacteria. Como se
describioé anteriormente, uno de los mecanismos por los cuales podria estar el ¢c-di-GMP involucrado es a
través de la union de c-di-GMP a la proteina LapD favoreciendo de esta manera la localizacion de BrtA en
la membrana de la bacteria. Sin embargo, en ausencia de la adhesina BrtA, la formacion de biofilm sigue
siendo mayor cuando aumentan los niveles de ¢-di-GMP indicando que otros mecanismos dependientes de

c-di-GMP auin desconocidos estan implicados en la regulacion de este fenotipo!7!!73,
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Sistema de seiializacion por c-di-GMP
Como se describi6 anteriormente, las bacterias del género de Bordetella emplean diversos factores

de virulencia y mecanismos de patogénesis para poder colonizar, evadir la respuesta inmune y permanecer
dentro del tracto respiratorio de diversos mamiferos. De qué manera logran hacerlo sigue quedando aun por
comprender en su totalidad. Numerosos trabajos se han focalizado en estudiar la regulacion de todos estos
procesos mediante el sistema de dos componentes BvgAS. Sin embargo, existe evidencia clara que muestra
que en el control de estos procesos intervendrian otros sistemas de regulacion en respuesta las diversas
sefales del entorno a la que esta sometida la bacteria. En nuestro grupo de trabajo nos enfocamos en estudiar
el sistema de regulacion mediado por c-di-GMP, el cual se describira a continuacion.

El ¢-di-GMP o diguanilato ciclico fue descripto por primera vez en el afio 1987 por Benziman y

3

colaboradores como “un inusual nucleétido ciclico” capaz de activar la celulosa sintasa de la Alpha
proteobacteria Acetobacter xylinum (también conocida como Gluconacetobacter xylinus, y mas
recientemente nombrada como Komagataeibacter xylinus)'*!.

El reconocido trabajo de estos autores, publicado en la revista Nature, significd el final de la
busqueda del activador de bajo peso molecular de la celulosa sintasa in vitro, y al mismo tiempo, marco el
comienzo de una nueva area de investigacion del rol de este segundo mensajero en los procesos celulares.

Actualmente, el c-di-GMP se considera un segundo mensajero casi ubicuo en bacterias, implicado
en la regulacion de diversos procesos bacterianos como es la transicion entre diferentes estilos de vida:
promueve el estilo de vida sésil o de formacién de biofilm mientras que inhibe la movilidad en las
bacterias'®?. Para esto, el c-di-GMP estimula la biosintesis de adhesinas y diversos componentes de la matriz
extracelular a la vez que inhibe diversas formas de movilidad'. Ademas, el c-di-GMP controla la
progresion del ciclo celular, la supervivencia a largo plazo y la respuesta a diversos estreses ambientales,
la produccion de antibidticos e incluso, regula mecanismos implicados en la virulencia de determinados
patégenos como son la adherencia e invasion de células huésped, citotoxicidad, infeccion intracelular,
secrecion de factores de virulencia, resistencia al estrés oxidativo y modulaciéon de las respuestas
inmunitarias'®*1%.

Este segundo mensajero se sintetiza a partir de dos moléculas de GTP gracias a la accion de
diguanilato ciclasas y se hidroliza a 5’-fosfoguanilil-(3"-5")-guanosina (pGpG) o GMP por accion de
fosfodiesterasas especificas!**!°. La actividad diguanilato ciclasa est asociada con el dominio GGDEF, el
cual recibe este nombre por los aminoacidos conservados en su sitio activo: GG [D/E]EF. Por otro lado, la
actividad especifica fosfodiesterasa esta asociada a dominios EAL o HD-GYP, que también reciben estos
nombres por los aminoacidos conservados del sitio activo. Por lo tanto, los niveles intracelulares de este

segundo mensajero se encuentran controlados por la actividad enzimatica antagonista de diguanilato

ciclasas y fosfodiesterasas.
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La secuenciacion a gran escala de los genomas bacterianos ha afiadido una pieza interesante, ya
que ha permitido conocer que el nlimero de proteinas bacterianas con dominios GGDEF, EAL y HD-GYP
codificadas en los genomas es muy variable. Unas pocas especies no tienen ninguna (por ejemplo,
Helicobacter pylori), la mayoria presentan un nimero intermedio (por ejemplo, E. coli que cuenta con 19
proteinas con dominios GGDEF y 17 con dominios EAL) y otras como Vibrio vulnificus codifican hasta
100 de estas proteinas. Esta gran cantidad de genes presentes en un dado genoma parece ser una
redundancia, sin embargo, como se describira mas adelante, tanto las diguanilato ciclasas como las
fosfodiesterasas son capaces de responder a distintas sefiales ambientales y regular la produccion del c-di-
GMP permitiendo que éste pueda actuar a nivel transcripcional, postranscripcional y/o postraduccional

regulando diversos procesos celulares especificos.

Diguanilato ciclasas
Las diguanilato ciclasas sintetizan el c-di-GMP a través de sus dominios GGDEF, a partir de dos

moléculas de GTP y la coordinacion de cationes Mg*? o Mn*? para su funcién. Estos dominios GGDEF
presentan un plegado tipo: Blala2p2p3a3p4 con dos hojas f antiparalelas centrales conectadas por un S-
harpin portando el motivo GGD[D/E]F correspondiente a los aminoacidos del sitio activo (Figura 1.6).
Los dos primeros residuos de este motivo (G) estan implicados en la union a GTP. El aspartato (D),
que a veces es glutamato (E) junto con otro aspartato (D) conservado del f1 estan, en ambos casos,

coordinando los dos iones metélicos criticos para la catalisis'’.

% '(" Figura 1.6: Estructura del dominio
o < GGDEF (codigo PDB: 2vOn; Pfam:
B0 BO' P ad 00990). En azul se muestra el B-harpin
-

o o~ O & ) correspondiente al sitio activo GGDEF.
N v | ((— . En Amarillo se muestran las 4 hojas -
E ) (%4 J“‘}35 plegadas centrales. En rojo la hélice

03 ¥ / : )
¢ \ involucrada en la unién de fosfato.
: ) \ < i Figura adaptada de Schirmer T et. al,

ir ) 2/) c 2016197,

Se ha podido conocer que un requisito clave y un paso regulado en la catalisis del c-di-GMP es la
dimerizacion de los dominios GGDEF. Esto permite que se produzca el acercamiento de las dos moléculas
de GTP unidas a cada uno de los mondmeros y se produzca un ataque nucleofilico intermolecular del grupo
3'-hidroxilo de una molécula de GTP sobre los atomos de fosforo de la molécula de GTP adyacente dando

lugar a la formacion de una molécula de c-di-GMP y la liberacion de dos moléculas de pirofosfato (PP)!7.
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Sin embargo, estos dominios GGDEF son incapaces de dimerizar por si solos y presentan muy poca
o nula actividad cuando se realizan ensayos de actividad in vitro e in vivo. En general, la capacidad de
dimerizar y el estado cataliticamente activo de estas enzimas viene dado por los dominios accesorios al
dominio GGDEF que se encuentran sobre sus regiones N-terminales, y se conectan a estos a través de un
segmento helicoidal o motivo coiled coil rico en leucinas'’.

Estos dominios N-terminales, son dominios regulatorios o de sensado de la sefial, capaces de
responder a diferentes sefales intra o extracelulares. Entre estos se pueden mencionar: los dominios REC,
PAS, GAF, GLOBIN, etc. Las proteinas de sefializacion que combinan los dominios GGDEF con los
dominios REC son reguladores de respuesta de los sistemas de traduccion de sefiales de dos componentes.
Estos reguladores de respuesta se fosforilan o no en respuesta a las sefales extracelulares o intracelulares
recibidas por su sensor afin. Entre las sefiales que detectan los dominios PAS, por ejemplo, se encuentra el
oxigeno, la luz, el voltaje, el potencial redox y los hidrocarburos aromaticos. Los dominios GAF, tienen
una estructura similar a los dominios PAS y se caracterizan por tener una estructura de bolsillo que pueden
albergar pequefias moléculas como el GMPc o AMPc, mientras que en el caso de los dominios GLOBIN

sensan oxigeno!?3196:198.199,

Mecanismos de activacion e inhibicién
El estado cataliticamente activo de estas enzimas estd determinado por los rearreglos

conformacionales que se produzcan dentro del dimero de manera tal que las moléculas de GTP unidas en
cada uno de los mondémeros queden enfrentadas para que se produzca la reaccion. Hasta la fecha se han
dilucidado dos mecanismos de activacion. En el caso de las enzimas que poseen los dominios REC, se debe
producir la fosforilacion para que luego se produzca la dimerizacion y el estado competentemente activo.
Por otro lado, las enzimas que presentan dominios GLOBIN, PAS, GAF y HAMP parecen ser dimeros o
tetrameros constitutivos, pero necesitan la sefial para ser activadas. Cuando sensan la sefial se producen
rearreglos en el dimero para pasar del estado inactivo al estado cataliticamente activo'’.

En cuanto a los mecanismos de inactivacion de estas enzimas, se conoce que la mayoria de los
dominios GGDEF presentan cerca de su sitio activo, a unos cinco aminoacidos de distancia, un sitio de
inhibicion o sitio 1. Este sitio estd compuesto por el motivo RxxD, donde x es cualquier aminoacido y
establece un modo de inhibicion de tipo feedback negativo: cuando dos moléculas de c-di-GMP intercaladas
interaccionan con la arginina y el aspartato de este sitio se genera un aumento en la rigidez en la proteina y
secuestra el sitio catalitico del dimero, impidiendo asi la catalisis. Este mecanismo evita el consumo
excesivo de GTP y controla la cantidad de c-di-GMP disponible!®>.

Otro mecanismo de activacion/ inhibicion que se ha sido dilucidado es el de la diguanilato ciclasa

DgcZ dependiente de Zinc de E. coli. Esta enzima presenta un dominio catalitico GGDEF fusionado a un
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dominio CZB (dominio de unién a zinc). DgcZ es un dimero constituido y su actividad es alostéricamente
controlada por el dominio CZB. En presencia de Zinc, los dominios GGDEF del dimero DgcZ no estan
posicionados en una conformacion cataliticamente competente, con lo cual la enzima no es capaz de
sintetizar c-di-GMP. Mientras que, en ausencia de Zinc, DgcZ puede ser activada a través del

reposicionamiento de los dominios GGDEF%.

Fosfodiesterasas
La actividad fosfodiesterasa de las enzimas que degradan c-di-GMP estd asociada a los dominios

EAL y HD-GYP, dos familias de dominios no relacionadas. Las fosfodiesterasas de tipo EAL hidrolizan c-
di-GMP en presencia de Mg™ o Mn*? para producir pGpG y son fuertemente inhibida por Ca** y Zn*2.
Mientras que, las fosfodiesterasas que presentan dominios HD-GYP hidrolizan el c-di-GMP en dos
moléculas de GMP en una reaccion de un solo paso’.

Los dominios EAL, al igual que los dominios GGDEF suelen estas asociados a dominios
sensoriales o regulatorios que modulan la actividad fosfodiesterasa. A diferencia de los dominios GGDEF
que deben funcionar como dimeros, los dominios EAL parecen tener actividad como monémeros. Sin
embargo, la vasta mayoria de los dominios EAL caracterizados hasta la fecha forman dimeros u oligdémeros
de mayor orden in vitro. El estado del dimero parece ser critico para la activacion de las fosofodiesterasas
por estimulos ambientales. Por lo tanto, el dimero es la unidad mas probablemente comprometida en la
hidrolisis de c-di-GMP in vivo®®.

El dominio HD-GYP es un subconjunto de la familia HD mas grande, cuyos miembros poseen
actividades hidroliticas hacia diversos sustratos?*>2%, Los primeros en identificar a los dominios HD-GYP
como un dominio involucrado en la degradacién de c-di-GMP fueron Ryan y colaboradores quienes
utilizaron la proteina RpfG con dominio HD-GYP de Xanthomonas campestris (XC_2335) para probar esta
hipotesis. La expresion heterologa de RpfG reemplazé funcionalmente una fosfodiesterasa con dominio
EAL y mediante andlisis in vitro con la proteina RpfG purificada demostraron que tenia actividad

fosfodiesterasa especifica de c-di-GMP>*.

Proteinas con dominios GGDEF y EAL o HD-GYP
Analisis genémicos demuestran que existen proteinas “duales”, las cuales presentan dominios

GGDEF y EAL o HD-GYP formando parte de una misma proteina. De hecho, las primeras diguanilato
ciclasas y fosfodiesterasas descriptas de K. xylinus contenian dominios GGDEF y EAL organizados en

tandem?2%°

. La existencia de este tipo de proteinas podria explicarse considerando que ambos dominios estan
regulados diferencialmente, ya sea por sefiales ambientales o intracelulares. De esta forma, a pesar de ser

ambos dominios enzimaticamente activos, una de las actividades prevalece sobre la otra en un momento
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dado. Un ejemplo es la proteina BphG1, una proteina fotosensible de Rhodobacter sphaeroides que tiene
actividad fosfodiesterasa pero que al ser sobreexpresada en E. coli sufre proteolisis sitio-especifica, dando
como resultado un fragmento con actividad diguanilato ciclasa?”’. Otra posibilidad, que es la que se
encuentra con mayor frecuencia en este tipo de proteinas, es que uno de los dos dominios sea inactivo. Este
tipo de dominios degenerados pueden cumplir otras funciones, como son funciones regulatorias,

estructurales o estar participando de interacciones proteina-proteina?%%2%,

Receptores de c-di-GMP
Aunque el control coordinado de la sintesis y degradacion de c-di-GMP explica como son

controlados los niveles celulares de este segundo mensajero, el efecto final de su regulacion dependera del
receptor respectivo al que se una y de los componentes celulares regulados por el mismo.

Actualmente se han identificado cuatro familias de receptores de c-di-GMP con una caracterizacion
estructural y funcional bien conocida. Estos receptores son las proteinas que contienen dominios PilZ?!%!!]

213

proteinas que contienen dominios GGDEF o EAL degenerado?!?, factores transcripcionales®' y receptores

basados en ARN: los riboswitches*'*'3.

Los primeros receptores en ser descriptos fueron los dominios PilZ los cuales unen c-di-GMP a
través de los motivos RxxxR y DxSxxG*'. La union de c-di-GMP a estos dominios presentes en
determinadas proteinas puede provocar la activacion de esta y permitir que funcione a través de
interacciones proteina-proteina. Por ejemplo, Morgan y colaboradores observaron que la activacion de la
celulosa sintasa BecsA-BesB de K. xylinus se produce a través de la union del c-di-GMP al dominio PilZ de
BcesA favoreciendo de esta manera la produccion del exopolisacarido'®>?!. También, los dominios PilZ
regulan la movilidad en varias especies bacterianas como en Caulobacter crescentus*'®y P. aeruginosa®"’,
ademas de regular la virulencia en Vibrio cholerae®™.

El segundo tipo de receptores son las proteinas que contienen dominios GGDEF y EAL
degenerados, es decir, que carecen de los aminoacidos GGDEF y EAL esenciales para su actividad

221 Aunque estas proteinas no pueden participar en la

diguanilato ciclasa y fosfodiesterasa respectivamente
sintesis o degradacion de c-di-GMP, pueden funcionar como receptores de c-di-GMP al unirse a GTP o c-
di-GMP para modular alostéricamente la actividad de una proteina o dominio asociado. Por ejemplo, la
unién de GTP a la proteina PdeA de C. crescentus que contiene el dominio GGDEF degenerado puede
afectar la actividad del dominio EAL C-terminal, regulando indirectamente el nivel celular de c-di-GMP?2,
Las proteinas que contienen el dominio GGDEF degenerado, pero atin conservan su sitio I intacto, también
puede funcionar como efectores a través de la union del c-di-GMP a este sitio. Un ejemplo destacado es la
proteina PelD de P. aeruginosa que contiene un dominio GGDEF degenerado, pero utiliza un sitio [ intacto

para unirse a c-di-GMP y regular la formacion de biofilm en esta bacteria’®’. Simultaneamente al
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descubrimiento de diguanilato ciclasas degeneradas que pueden actuar como efectores, Newell y
colaboradores identificaron una proteina que contiene un dominio EAL degenerado, LapD, como un
receptor c-di-GMP. Dado que el primer paso que debe dar una fosfodiesterasa es unirse a c-di-GMP, quizés
no sea sorprendente que un dominio EAL degenerado pueda participar en la unioén de ¢-di-GMP. Desde
entonces, LapD de P. fluorescens se ha convertido en el ejemplo prototipo de una proteina degenerada que
contiene un dominio dual GGDEF/EAL que puede unirse a c-di-GMP a través de su dominio EAL
degenerado®?*?%,

El tercer tipo de receptor de c-di-GMP es una familia de factores de transcripcidon, como proteinas
sensibles a AMPc y miembros de reguladores de respuesta, que pueden unirse a c-di-GMP a través de
interacciones ligando-efector’*®*’. Un ejemplo tipico de este tipo de receptores son las proteinas con
dominios ATPasas. Por ejemplo, FleQ de P. aeruginosa presenta un dominio REC N-terminal, un dominio
ATPasa AAA+ y un dominio de uniéon al ADN C-terminal **’. Los estudios estructurales indicaron que el
dominio ATPasa AAA+ puede unir c-di-GMP en un sitio distinto al sitio de union de ATP e inhibir la

actividad enzimatica ATPasa'®?

. Ciertos homologos de FleQ también pueden actuar como efectores de c-
di-GMP. Por ejemplo, MshE, una AAA+ ATPasa en V. cholerae,® y el factor de transcripcion VpsT
también de V. cholerae que es capaz de unirse a c-di-GMP a través de un motivo W[F/L/M][T/S]R, lo que
da como resultado un cambio en la oligomerizacion que permite que este factor de transcripcion regular la
formacion de biofilm y la movilidad®®.

Finalmente, el c-di-GMP es un ligando para un receptor basado en ARN, el riboswitch. En términos
generales los riboswitches son secuencias de ARN no codificantes localizadas en el extremo 5° del ARNm
que adopta estructuras secundarias especificas y une pequefias moléculas de ligandos®*°. Tras la union del
ligando, cambia la estructura secundaria, lo que resulta en un cambio en la transcripcion, la estabilidad de
ARNmMm o la traduccion de los genes downstream.

Algunos ejemplos de bacterias que presentan este tipo de regulacion génica son Clostridum difficile
y Geobacter uraniumreducens™'. Sin embargo, este tipo de receptores no ha sido tan estudiado como los

anteriores.

Mecanismos de regulacion
La accion de las diversas enzimas antagonicas no se suma y converge para determinar el nivel

global de c-di-GMP celular. En cambio, este sistema de sefializacion es aun mas complejo e implica
mecanismos de sefializacion “locales” y “globales” de ¢c-di-GMP que permiten dar respuestas especificas y
coordinadas frente a diferentes entornos y/o sefiales.

En cuanto a los mecanismos de sefializacion locales de ¢c-di-GMP, varios trabajos han demostrado

que existen interacciones directas proteina-proteina entre diguanilato ciclasas, fosfodiesterasas y sus
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sistemas efectores especificos. Si bien una diguanilato ciclasa y una fosfosdiesterasa pueden cooperar como
un par especifico al asociarse con un efector particular, generalmente no vienen en pares afines. Mas bien,
algunas parecen actuar solas, mientras que en otros casos mas de un par pueden unirse a conjuntos de
proteinas mas grandes o supermodulos**#233, Estas interacciones pueden acercar a los actores moleculares
entre si, de modo que las diguanilato ciclasas y las fosofodiesterasas involucradas pueden actuar como una
fuente local y un sumidero para c-di-GMP, respectivamente, justo al lado del sistema efector. Un ejemplo
bien estudiado es el control del complejo de celulosa sintasa BesA/BesB de E. coli*'7%4. Aqui, la sintesis y
la transferencia de celulosa al periplasma depende de la uniéon de c-di-GMP al dominio PilZ de la
glucosiltransferasa BesA?!7-2, El ¢-di-GMP es suministrado especificamente por la diguanilato ciclasa
DgcC que se acopla, junto a la fosfodiesterasa PdeK, a la subunidad BcsB para activar la biosintesis de
celulosa in vivo. Las mutaciones puntuales en los motivos GGDEF y EAL de DgcC y Pdek,
respectivamente, dan como resultado fenotipos nulos, es decir, que su funcioén unica pero crucial parece
proporcionar y degradar ¢c-di-GMP justo al lado del complejo Bes>.

En contraste, las interacciones de estas proteinas sobre sus efectores también puede tener efectos
regulatorios tal como ha sido descripto para la fosfodiesterasa PdeR de E.coli. PdeR se une e inhibe tanto a
la diguanilato ciclasa DgcM como al factor transcripcional MIrA?72%, Sin embargo, cuando PdeR se une
y degrada c-di-GMP, que es proporcionado especificamente por DgcE, se liberan DgcM y MIrA. Como
consecuencia, DgcM ahora también puede producir c-di-GMP (que proporciona una retroalimentacion
positiva en este circuito) y el complejo DgcM-MIrA activa el inicio de la transcripcion en el promotor csgD,
es decir, impulsa la expresion del regulador requerido para producir la matriz de biofilm que consta de fibras
curli y pEtN-celulosa. Por lo tanto, aunque PdeR es una fosofodiesterasa, esta funcion enzimatica es una
actividad secundaria que le permite operar como un efector sensible a c-di-GMP en este sistema?!.

La especificidad de las diguanilato ciclasas y fosfodiesterasas con sus efectores también estaria
regulada por los niveles globales de c-di-GMP. Segun los estudios realizados por Hengge en E. coli, los
niveles globales de c-di-GMP se mantendrian bajos, sustancialmente més bajo que el Kd del efector para
la unién de c-di-GMP. De esta manera solo el aumento local establecido por la/s diguanilato ciclasas a fines
pueden producir un cambio sobre la vecindad de su efector. Esta hipotesis es avalada por la observacion de
fenotipos especificos provocados por la desactivacion de una diguanilato ciclasa o fosfodiesterasa en
particular en ausencia de cambios concomitantes en los niveles celulares de ¢-di-GMP?*,

En E. coli, el nivel extremadamente bajo de c-di-GMP celular se establece mediante una
fosofodiesterasa "maestra" citosolica fuertemente expresada, PdeH (Figura 1.7). PdeH elimina de manera
eficiente las contribuciones globales de muchas diguanilato ciclasas, que se expresan y activan al mismo
tiempo, lo que permite y restringe que estas enzimas activen localmente su sistema efector especifico. En

ausencia de la fosfodiesterasa maestra, el nivel celular de c-di-GMP es mucho mayor y puede activar estos
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sistemas globalmente, es decir, que las diguanilato ciclasas contribuyen de manera redundante a los niveles

de c-di-GMP globales?*.

pdeH* ApdeH

A | t 1

PdeH
Dgc1 . Dgc1 .

Figura 1.7: Seializacion local de c-di-GMP en E. coli. En las células de E. coli silvestre la fosfodiesterasa
PdeH actiia como un drenaje para mantener los niveles de c-di-GMP bajos, con una produccion localizada por
parte de ciertas diguanilato ciclasas (las "fuentes") que permiten la activacion del efector/objetivo directamente
asociado a cada sistema. En ausencia de PdeH, la sefializacion local se pierde ya que las actividades de las
diguanilato ciclasas se combinan para aumentar los niveles globales de c-di-GMP. Figura adaptada de Sarenko

et. al..2017 232,

Mecanismos de regulacion de c-di-GMP en B. bronchiseptica
Dentro de los genomas de las Bordetellas clasicas, se pueden identificar, mediante analisis

bioinformaticos, la presencia de numerosos genes que codifican para posibles diguanilato ciclasas o
fosfodiesterasas. En el genoma de B. bronchiseptica, se encuentran presentes diez genes que codifican para
proteinas con dominios GGDEF, cinco genes que codifican para proteinas con dominios EAL, dos para
proteinas con dominios HD-GYP y cuatro genes que codifican para proteinas duales con dominios GGDEF-
EAL.

En el afio 2013 nuestro grupo de investigacion se inicio en la descripcion del rol del c-di-GMP en
la biologia de esta bacteria. Mediante el empleo de una cepa que sobreexpresa una diguanilato ciclasa activa
propia de B. bronchiseptica (BB3576) demostraron que altos niveles de c-di-GMP conducen a una mayor
formacion de biofilm mientras que disminuyen la movilidad respecto de la cepa parental. La diguanilato
ciclasa BB3576 empleada para estos ensayos fue renombrada BdcA (por Bordetella diguanylate cyclase
A). Estudios posteriores, mostraron que una mutacion en el sitio activo GGDEF de BdcA por GGAAF no
condujo al aumento en la formacion de biofilm caracteristico de la sobreexpresion de bdcA, y la delecion
de bdcA no afect6 los niveles de biofilm formados por B. bronchiseptica®®. A su vez, se demostrod que la

inhibicion de la movilidad debido a la sobreexpresion de BdcA podria deberse a cambios en la expresion
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de la flagelina, ya que esta cepa presentd una disminucion en la sintesis de flagelina incluso en una cepa
bloqueada en fase avirulenta'”!-?¥,

En la busqueda de efectores sobre los que BdcA pueda actuar, hallamos que en ausencia de la
proteina GGDEF-EAL degenerada, BB2109, la sobreexpresion de bdcA no inhibe movilidad ni aumenta la
formacion de biofilm, sugiriéndonos que BdcA y este supuesto receptor de c-di-GMP probablemente
participen en una via comun. Adicionalmente, mediante ensayos de infeccion en ratones por via intranasal
utilizando dosis de desafio bajas hemos demostrado que se requiere una dosis mayor de la cepa delecionada
en bdcA respecto a la cepa silvestre para lograr una colonizacion eficiente de la cavidad nasal, la trdquea y
los pulmones sugiriendo que BdcA podria cumplir un rol en las primeras etapas de la infeccion®.

Como describimos en el apartado anterior, unos de los mecanismos por los cuales el c-di-GMP
promoveria la formacion de biofilm en B. bronchiseptica es a través del sistema Lap. la uniéon de LapD a c-
di-GMP proporcionado por diguanilato ciclasas especificas permite mantener secuestrado a la proteasa
LapG y evitar que la adhesina BrtA sea clivada y libertada de la membrana. La presencia de BrtA en la
membrana favoreceria a la adherencia de la bacteria y promoveria la formacion de biofilm'™.

Por otro lado, el ultimo trabajo realizado por nuestro grupo se enfoco en estudiar qué proteinas
estan reguladas por c-di-GMP en B. bronchiseptica. Para este fin se realizaron estudios transcriptomicos y
protedomicos empleando una cepa que sobreexpresa BdcA y una cepa que sobreexpresa una fosfodiesterasa
(BB2664).

En términos generales, se encontré que numerosas proteinas relacionadas con el estrés oxidativo,
el plegamiento de proteinas, el metabolismo de aminoacidos y del acido nicotinico e incluso factores de
virulencia estaban regulados por c-di-GMP. Resulto interesante encontrar que el aumento en los niveles de
c-di-GMP reprimi6 el SST3 de B. bronchiseptica a nivel transcripcional. Mediante ensayos de
citotoxicidad, midiendo la liberacion de LDH en la linea celular de macrofagos murinos J774.A se observo
que la cepa de B. bronchiseptica Bb-pbdcA resultd menos citotoxica que la cepa silvestre. Adicionalmente,
ensayos de infeccion empleando un modelo murino demostraron que la cepa Bb-pbdcA también presenta
una virulencia atenuada dado que se recuperaron menos bacterias viables del tracto respiratorio de los
animales infectados 7 dias post infeccion en comparacion con la cepa parental®?®. Asimismo, la respuesta
inmune de los animales infectados con Bb-pbdcA fue mas débil que la de los animales infectados con la
cepa control, ya que estimuld una menor secrecion de citoquinas proinflamatorias y reclutdé una menor
cantidad de neutrofilos al sitio de la infeccion. Este resultado concuerda con los reportes en otras bacterias,
en las que altos niveles de ¢c-di-GMP correlacionan con una disminucion en la virulencia de la bacteria®®.

En sintesis, este segundo mensajero parece estar implicado en la regulacion de varios procesos

celulares como la formacion de biofilm, la movilidad y la virulencia en B. bronchiseptica.
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Queda atin un extenso trabajo por hacer a fin de avanzar en la comprension de cuales son los actores
que participan en la sefalizacion por este segundo mensajero B. bronchiseptica, cual es el rol de cada una
de las diguanilato ciclasas y fosfodiesterasas que intervienen, los efectores asociados y las vias de
sefalizacion implicadas. Asi como también entender las sefiales a las que responden y como esas sefiales

se integran dentro de esta compleja via de sefalizacion.

Hipatesis, objetivo general y objetivos especificos
El presente trabajo de Tesis Doctoral posee como objetivo general profundizar el conocimiento de

la interaccidn bacteria- huésped de forma de establecer las bases que ayuden al desarrollo de estrategias de
prevencion y eventual erradicacion de las enfermedades causadas por las bacterias del género Bordetella.
Con el fin de avanzar sobre los objetivos generales del proyecto, es que se proponen avanzar sobre la
determinacion del rol de una diguanilato ciclasa presente tanto en B. bronchiseptica como en B. pertussis.

A fin de entender mejor el rol de c-di-GMP en la patogénesis de B. bronchiseptica elegimos estudiar
el rol de BdcB (BB3903) en la regulacion de fenotipos asociados a colonizacién e infeccion en el género
Bordetella. Nuestra hipotesis de trabajo es que BdcB es una diguanilato ciclasa activa que participa de
alguna de las etapas de la infeccion por B. bronchiseptica.

Para ello nos propusimos los siguientes objetivos especificos:

-Analizar mediante analisis in silico e in vitro la posible actividad diguanilato ciclasa de BdcB.

-Determinar si BdcB participa en la formacion de biofilm y en la movilidad de B. bronchiseptica

-Analizar el rol de BdcB en otros fenotipos relacionados a la patogénesis de la bacteria.

-Describir el rol de BdcB en el modelo de infeccién murino.
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Introduccion
En este capitulo iniciamos el estudio de la posible diguanilato ciclasa BB3903 de B. bronchiseptica

a la cual a partir de aqui la denominaremos BdcB por su denominacion en inglés Bodetella diguanilate
cyclase B.

Como se describio en la introduccion general, las diguanilato ciclasas estdn implicadas en la
sintesis del segundo mensajero c-di-GMP. Estudios de estructura y secuencia de diguanilato ciclasas activas
como WspR de P.aeruginosa y PleD de C. crescentus, las dos primeras en ser cristalizadas, han permitido
obtener una extensa informacion acerca de la estructura de los dominios GGDEF presentes en estas
enzimas, de los aminoacidos importantes para su actividad y sobre los mecanismos de regulacion de estas.
Se ha determinado que los dominios GGDEF presentan un plegamiento del tipo Blala2B2B3a3p4 y
aminoacidos conservados importantes para su actividad, tales como es el motivo GGDEF del sitio activo,
que son fundamentales tanto para la union a GTP como para la coordinacion de cationes Mg*™ o Mn*2. La
cristalografia de PleD en presencia de c-di-GMP ha permitido demostrar también la presencia de un motivo
RxxD a una distancia de 5 aminoacidos upstream del sitio activo que es importante para ejercer una
regulacion negativa en la sintesis de c-di-GMP. El dimero de c-di-GMP intercalado unido a este sitio
bloquea el movimiento del dominio GGDEF e inhibe la formacion del homodimero cataliticamente
competente. El estudio no solo de WspR y de PleD, sino también de un extenso numero de diguanilato
ciclasas ha demostrado que los dominios GGDEF generalmente no se encuentran aislados, sino que estas
proteinas presentan, en sus regiones N-terminales, diversos dominios de sensado de las sefiales (por
ejemplo, dominios REC, PAS, GAF, HAMP, entre otros) que les permiten responder a distintos estimulos
ambientales y regular su actividad diguanilato ciclasa. Estos dominios estarian vinculados con los dominios
GGDEF a través de un segmento helicoidal o motivo coiled coil®*'’.

A partir de este conocimiento y empleando herramientas bioinformaticas, tales como BLAST?*!,
UniProt** y AlphaFold2?*, en este capitulo analizamos las caracteristicas a niveles de estructura primaria,
secundaria y terciaria de la proteina BdcB identificando los motivos y dominios presentes en ésta. Ademas,
alineamos y comparamos, empleando los servidores ClustalW?* y Weblogo®*, la secuencia de BdcB con
otras diguanilatos ciclasas activas, tales como WspR y PleD, a fin de poder realizar predicciones sobre su
posible actividad diguanilato ciclasa.

Con el objetivo de determinar si BdcB es una diguanilato ciclasa activa y evaluar la importancia de
cada una de sus regiones para su funcionamiento, realizamos una serie de clonaciones con la secuencia de
bdcB completa y con diferentes deleciones, y las empleamos para llevar a cabo ensayos in vitro de
formacion de biofilm en una cepa P.fluorescen que carece de 4 diguanilato ciclasas, y de formacion de

biofilm y movilidad en B. bronchiseptica.
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Analisis in silico de BdcB
Comenzamos con la caracterizacion de esta proteina mediante un andlisis in silico. En primer lugar,

realizamos una busqueda utilizando la base de datos de dominios CDD de NCBI (CCD: conserved Domain
Database) y UniProtKB sobre la secuencia de BdcB (BB3903). En NCBI se observa que BdcB presenta
una longitud de 251 aminoécidos con un dominio GGDEF en la region C-terminal (figura 2.1.A). Sobre
éste se sefiala la presencia del sitio activo, el sitio de unidon a metal que coincide con el sitio activo y el sitio
I de inhibicion. En la base de datos UniProt, ademas de identificar al dominio GGDEF en la region C-
terminal, se reconoce, entre la posicion de 60-80, un motivo coiled coil y sobre la region N-terminal, entre
los aminoacidos 1 y 25, una region desordenada (figura 2.1.B).

Ninguna de las dos bases de datos identifico regiones transmembrana en BdcB, lo que nos sugiere

que BdcB tendria una localizacion celular citoplasmatica.

A.

Query seq,

1 5 58 £ e 125 15 175 20 25 251
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active site 4 04 4 A AL
metal binding site 4 A
T-site | A
Specific hits
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Family & Domains

Domains and Repeats

Domain* 110 - 246 GGDEF & InterPro annotation « @ Add % BLAST 137
Region

Region® 1 - 25 Disordered & Sequence analysis ~ & Add % BLAST 25
Coiled coil

Coiled coil* 60 - 80  # Sequence analysis « & Add % BLAST 21

Figura 2.1: Dominios y regiones de BdcB. A. resultado de la busqueda de dominios de BB3903 (gen bdcB) en la base de

datos NCBI. B. Resultado de la busqueda en UniProt de los dominios y regiones de la secuencia BB3903.

Seguidamente realizamos la prediccion de la estructura terciaria de BdeB empleando el predictor
de estructura AlfhaFold2 y visualizamos dicha prediccion empleando el programa UCFS Chimera®¥. El
modelo obtenido se muestra en la figura 2.2.A, donde se puede ver el dominio GGDEEF, el motivo coiled
coil y la region desordenada en el extremo N-terminal de BdcB que identificados previamente con el

servidor UniProt.

43




Capitulo 2

El predictor AlfhaFold2 arroja como resultado 5 modelos. Cada uno de esos modelos presenta un
score global como indicador de la calidad del modelo predicho, cuanto mayor es ese score global mas
cercana es la prediccion del modelo comparado con la estructura por cristalografia obtenida para otras
proteinas similares®¥’. En este caso el modelado con mayor score es el modelo 5, el cual presenta un score
global de 79,25, que es el que se empled para representar la estructura de BdcB de la figura 2.2.A. Le sigue
el modelo 1 con un score de 79,22, luego el 2 con 79,20 y por ultimo los modelos 4 y 3 con scoress globales
de 78,73 y 78,07, respectivamente (los modelos del 1 al 4 no se muestran).

Para cada modelo, ademas, este servidor arroja un grafico de pLDDT en funcién de la posicion del
residuo (figura 2.2.B). El pLDDT es un valor que se asocia con la calidad del modelo por residuo. Este
valor va entre 0 a 100, donde un pLDDT entre 90 y 100 significa que el modelo es confiable, mientras que
valores de pLDDT menores a 80 significan que la prediccion en esa posicion es de baja calidad. Para el
caso de BdcB vemos que los valores de pLDDT obtenidos para la region N-terminal, comprendida entre
los residuos 1 a 50 son menores a 40. Esta region coincide con la region de BdcB que el servidor Uniprot
caracteriz6 como desordenada. Por otro lado, entre las posiciones 55 a 240 (correspondiente a las regiones
del motivo coiled coil y del dominio GGDEF), los valores de pLDDT van entre 80 y 100, con algunos picos
con valores de pLDDT bajos que coinciden con los loops de la proteina: uno en la posicion 100 que coincide
con el comienzo del dominio GGDEEF, otro en la posicion 151 que se corresponde con el sitio de inhibicion
RxxD y otro loop en la posicion 165 que se corresponde con el sitio activo GGDEF.

Otra forma de analizar la calidad del modelo predicho por este programa es evaluar la calidad de
las distancias y orientaciones relativas entre cualquier par de aminoacidos de la proteina. Para evaluar esto,
el programa asigna colores que van del rojo al azul en funcién de una baja o alta calidad de prediccion. El
resultado obtenido para la prediccion de BdcB se muestra en la figura 2.2.C. En este caso, el eje “x”
presenta valores de 0 a 251 por la secuencia de aminoacidos de la proteina y de 0 a 251 en el eje de las “y”
para comparar cada uno de los residuos con el resto de los residuos de la proteina. En rojo se muestra que
la calidad de las distancias establecidas para los primeros 55 aminoacidos con respecto al resto de la proteina
es baja. Mientras que la distancia relativa predicha entre los residuos que van de 56 a 251 es alta ya que
esta region presenta una coloracion azul.

Por lo tanto, si bien obtuvimos un modelado de confianza aceptable para el dominio GGDEF vy el
motivo coiled coil, no logramos una buena prediccion de la estructura de la region desordenada ya que los

parametros que definen la calidad del modelo son bajos para esta region.
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Figura 2.2: Modelado estructural de BdcB. A. Representacion de la estructura de BdcB mediante el predictor
AlphaFold2. En color rosa se muestra el sitio activo GGDEF y en color amarillo el sitio de inhibicion o sitio . B
y C Gréficos obtenidos por el predictor AlphaFold2 que muestran la calidad del modelo predicho para la estructura
de Bdcb. En B se muestra el grafico de pLDDT en funcién de la posicion del residuo dentro de la secuencia de la
proteina. En C se muestra la calidad de las distancias y orientaciones relativas entre cualquier par de aminoacidos

en la proteina empleando el color rojo para indicar una baja calidad y azul para indicar alta calidad.
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Analisis de la regién N-terminal
Como mencionabamos en la introduccion las diguanilato ciclasas suelen presentar en sus regiones

N-terminales dominios implicados en la deteccion de sefiales. Sin embargo, BdcB no presenta un dominio
N-terminal caracteristico de estas proteinas. A fin de determinar si BdcB tiene homologia con alguna
diguanilato ciclasa presente en otra bacteria, realizamos un BLASTP excluyendo al género Bordetella de
la busqueda. Como resultado de esta busqueda, no encontramos ninguna proteina homéloga (BLASTP no
mostrado).

Con el objetivo de determinar la importancia de esta regién dentro de las bacterias del género
Bordetella, realizamos una busqueda en BLASTP incluyendo solamente al género de Bordetella. Y en este
caso, encontramos que BdcB esta presente solo dentro del grupo de las Bordetellas cldsicas (B.
bronchiseptica, B. pertussis y B. parapertussis) y existen aislamientos que presentan delecionados los
primeros 20 aminoacidos de la regién N-terminal (Figura 2.3). Mientras que los 35 amino4cidos siguientes
de esta region se encuentran conservados, lo cual sugiere que esta region podria tener un rol importante en

la funcién de esta proteina.
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Figura 2.3: Busqueda de homélogos de BdcB en el género Bordetella. En color rojo se muestra una
representacion del alineamiento realizado por BLASTP (NCBI) de la secuencia de BdcB en los genomas de las

bacterias del género de Bordetella disponibles.

Analisis in silico del dominio GGDEF de BdcB
Las diguanilato ciclasas activas presentan en sus dominios GGDEF un plegamiento del tipo

Blala2PB2p3a3p4 con los aminoacidos del sitio activo GGDEF y otros residuos importantes para su

correcto plegamiento y funcion altamente conservados'®’.
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Como podemos ver en la figura 2.2.A el plegamiento tipo flala2B2B3a3pB4 caracteristico de estas
enzimas se encuentra conservado en BdcB.

A fin de identificar si BdcB ademas presenta todos los aminoacidos importantes para que sea una
diguanilato ciclasa activa realizamos un analisis de la secuencia del dominio GGDEF de BdcB
comparandolo con secuencias de dominios GGDEF de diguanilato ciclasas para las cuales ya ha sido
demostrada su actividad.

Para llevar a cabo este estudio realizamos una busqueda bibliografica de diguanilato ciclasas
activas, obtuvimos la secuencia de aminoacidos de los dominios GGDEF empleando el servidor UniProt y
comparamos las secuencias con la secuencia del dominio GGDEF de BdcB mediante un alineamiento
empleando el servidor ClustalW?#,

Los resultados del alineamiento se muestran en la figura 2.4.

En este alineamiento podemos ver que entre las laminas B2 y B3 se encuentra el motivo GGDEF
conservado dentro de todas las diguanilato ciclasas analizadas incluyendo a BdcB (recuadro rojo). En color
azul se sefalan también otros aminoacidos conservados importantes, como el residuo de aspartato (D) en
B1, que junto con el aspartato del motivo GGDEF coordinan el Mg*? que es critico para la catélisis. En 2
se puede observar la arginina conservada que permitiria la correcta conformacion del S-harpin (o loop) que
contiene al motivo GGDEF. También en la hélice al se sefiala la asparagina y en o2 el residuo de aspartato
que interaccionarian con la base guanina del sustrato.

La mayoria de las secuencias analizadas también revelaron un motivo comtn ubicado entre la
hélice a2 y la lamina B2 con la secuencia RxxD donde x es cualquier aminoacido (recuadro amarillo). Como
se describio en la introduccion general de la tesis este motivo es denominado sitio I, o de inhibicién y
establece un modo de inhibicion de tipo feedback negativo por parte del producto de catalisis, caracteristico
de la mayoria de estas enzimas. Como se puede ver en el alineamiento, BdcB también presenta este sitio [
con una secuencia RTSD, que en la figura 2.2.A donde se muestra el modelado de la estructura de BdcB,
se marca en amarillo quedando en posicion opuesta al sitio activo GGDEF (color rosa anaranjado).

A partir del alineamiento realizado, analizamos la conservacion de cada aminoacido en funcion de
la posicion empleando el programa Weblogo. Este programa pone de manifiesto la conservacion de un
determinado aminoécido y lo grafica en funcion del tamafio de la letra del aminoacido conservado. Una
letra de mayor tamafio representa una mayor conservacion de ese aminoacido en esa posicion*®.

Los mismos residuos marcados en el alineamiento se visualizan mejor en el Weblogo realizado
donde podemos ver que los residuos importantes para la estructura, funcion y regulacion de este dominio

se encuentra conservado en las diguanilato ciclasas activas y en BdcB (figura 2.5).
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

al a2
TM1163 KKSVLVIMDYDGLKMINDTYGHLMGDKALVEFVKTLKR-TVRESDLVERY[GGDEFLLVLY
TpbB EQLAVLF IDSDRFKE INPRLGHAAGDTVLVNIAMRIRG-QLRESDLVARLIGGDEFAVLLA
ECA3270 RKIALMF LDKFKQINDSFGHAVGDLLLKEAAARMRG-AVRDSDTVYRRSGDEFLILLQ
BB0419 EITIIVGM [IDNEFKNYINDNYGHTNGDECLKLIAKALYKVSLKYKIDVARYGGEEF[LFEFSV
BdcB GGLALCL [DNFKTINDRHGHFAGDY LLRRVALAARRCMRRTSDDLORV[GGDEFAAVLS
HmsT247-381 GNHYVLL [IDHFKAYINDNYGHTMGDQALVRISAAIRD-AVRSRDIVVRYGGEEFLVLLT
STM4551 HEHYVLLLD[DHFKAYNDHYGHMMGDOALIRVSAAIRD-AVRSRDVVORFGGEEFLVLLT
PleD DPVSALLIDIDFFKKINDTFGHDIGDEVLREFALRLAS-NVRAID.PORYGGEEF|VIMP
WSPR SQLSLLMIDVDYFKSYNDTFGHVAGDEALRQVAGAIREGCSR5SDLANRYGGEEFAMVLP
.. * :‘k * * * *x * : * .‘k:‘k*

B e @ @ o4

TM1163 DS-TKDNAASVLERVEENLKDVDLPFKIEF--—-—-—-——- SFGYEEID---GFMPIERALAR
TpbB PLASGADALRIADNITIASM---QAPIRLSDGSTVSTSLTIGIALYPE--HADTPAALLHD
ECA3270 GIKEIDNTLYVADKIHNAL---NKPFEI-NGKMLDISCSIGIALYPE--HGSDSLTLAIN
BB0419 NK-SLNEMVSIIKTMINDIKRLRIVHEHSS-VSGIVTVSIGLAQEVP--IDNNFTNIIRL
BdcB AP-SASAALAQAQRVLDAIRATA-PLDTPH-GPRHVTATFGLAWIAP-GVSLTWEQAYSD
HmsT247-381 HV-SEEYANQLAERVRQRVLGLDIPHVFNHKVSTTVTLSAGISPLQAYDL----AASLKA
STM4551 TA-EPQQARATAERIRQEVYDLKIPHMENESVATNVTVSIGIAPLTDRNI----GDAIEK
PleD DT-ALADALRIAERIRMHVSGSPFTVAHGR-EMLNVTISIGVS—--ATAGEGDTPEALLKR

WspR GT-SPGGARLLAEKVRRTVESLQISHDQPR-PGSHLTVSIGVSTLVPGGGGQTFRVLIEM

a4 E,\Z/

T™M1163 ADDLLYKNKFEKRGGSE------ 124
TpbB ADMAMYIAKRQARGSRRLAELND 137
ECA3270 ADSAMYQAKAMGRSQTQIYHS-- 134
BB0419 ADRKLYEAKVSGRNQFRY----- 134
BdcB ADRALYRAKQAGKNRLHLIAS-- 137
HmsT247-381 ADEALYRAKRNGRNNIEFAKD-- 135
STM4551 ADKALYEAKHLGRNHILVSDD-- 135
PleD ADEGVYQAKASGRNAVVGKAA-- 136
WspR ADQALYQAKNNGRNQVGLMEQ-- 139
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Figura 2.4: Alineamiento de secuencia del dominio GGDEF BdcB con secuencias de dominios GGDEF que
presentan actividad diguanilato ciclasa. La seleccion de las secuencias se realizé por bibliografia '%3. Las secuencias
de los dominios fueron obtenidas por el servidor Uniprot y el alineamiento se realiz6 empleando el servidor ClustalW.
En la parte superior del alineamiento se muestra la estructura secundaria, marcando en color rojo las laminas-f3 y en
color naranja las hélices-a. En recuadros de color rojo se resalta el motivo GGDEF, en color amarillo el sitio I, y en

color azul residuos que han sido descriptos como importantes para la estructura y funcion de las diguanilato ciclasas.
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Figura 2.5: Conservacion de la secuencia en los dominios GGDEF. La altura de cada letra refleja la frecuencia relativa
del aminoécido en una determinada posicion en todas las secuencias analizadas; la altura total de la columna refleja el
grado de conservacion de la secuencia en esa posicion (medida en bits). En color rojo se resalta el motivo GGDEF, en
color amarillo el sitio I, y en color azul residuos que han sido descriptos como importantes para la estructura y funcion

de las diguanilato ciclasas.

Analisis in silico del motivo coiled coil de BdcB
Como mencionamos anteriormente, BdcB presenta en su secuencia un motivo coiled coil contiguo

al dominio GGDEF (figura 2.2.A).

Este motivo se ha encontrado en varias diguanilato ciclasas por estar vinculando el dominio
GGDEF con el dominio sensor o de entrada de la sefial. Se caracteriza por presentar una secuencia rica en
residuos de leucinas en un patron LxxxxxxLxxxxxxLxxL y por la presencia de otros residuos hidrofobicos
que resultan ser clave para la oligomerizacion ya que permiten que el segmento de un mondmero
interaccione con el segmento del otro mondémero mediante interacciones hidrofobicas para producir el

dimero. Para el caso de BdcB encontramos que este motivo presenta la secuencia:

TLQELQAQVDTLELENARLRRLALTD Motivo coiled coil de BdcB

En esta secuencia se puede ver en rojo la presencia de residuos hidrofobicos, y en amarrillo la

presencia de las leucinas en el patron predicho para este tipo de segmento.
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Empleando el modelo predicho por AlphaFold2 para el monémero de BdcB y realizando el
modelado para el dimero de BdcB, representamos en el programa UCSF Chimera el monémero y el dimero
de BdcB visualizando en color rojo anaranjado las leucinas.

Para el caso del monomero se observa que las leucinas del motivo coiled coil forman una linea
central y, en el dimero de BdcB, estas leucinas interaccionan con las leucinas del otro mondémero quedando
estas regiones hidrofobicas hacia el interior del dimero (Figura 2.6.A y Figura 2.6.B).

Enlafigura2.6.Cy 2.6.D se muestran los graficos que dan cuenta de la calidad del modelo obtenido
para el dimero. En este caso, el modelo con mayor score global es el modelo 3, que se muestra en la figura
2.6.A. Nuevamente, se puede ver que el modelo muestra una buena prediccion para los dominios GGDEF
y el motivo coiled coil, mientras que la prediccion para la region N-terminal no es buena. Respecto a la
prediccion entre los mondmeros del dimero, la posicion relativa de los dominios GGDEF entre si y los
motivos coiled coil entre si sigue siendo buena pero la prediccion de las regiones N-terminales entre si y su

posicion relativa con el resto del dimero no es buena.
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Figura 2.6: Representacion tridimensional del dimero (A.) y del monémero (B.) de BdeB modelado
en AlphaFold2 y representados en el programa UCSF Chimera mostrando la hidrofobicidad de la
superficie. En color rojo se resaltan los residuos de leucina. En C. se muestra el grafico de pLDDT
en funcion de la posicion del residuo de la secuencia del dimero de BdcB. En D. se muestra la calidad
de las distancias y orientaciones relativas entre cualquier par de aminoacidos en el dimero de BdcB

empleando el color rojo para indicar una baja calidad y azul para indicar alta calidad.

Este motivo coiled coil, ademas de ser importante para permitir la dimerizacion de los monomeros,
estaria implicado en la traduccion de la sefial que se percibe desde la region N-terminal al dominio GGDEF
produciendo cambios conformacionales dentro de la proteina que permitan mantener los sitios GGDEF

alineados para que se lleve a cabo la sintesis de c-di-GMP (Figura 2.7).
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Sitio activo, GGDEF
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A partir de este analisis podemos concluir que el dominio GGDEF de BdcB presenta la estructura
y la secuencia caracteristica de las diguanilato ciclasas activas. En particular, tiene conservados todos los
aminoacidos que, en otras diguanilato ciclasas activas, se han demostrado que son fundamentales para
catalizar la sintesis de c-di-GMP. Ademas, presenta un motivo coiled coil que permitiria la dimerizacion a
través de los aminodcidos hidrofobicos que se encuentran en este motivo, en el que participarian
principalmente residuos de leucinas. Finalmente, sobre la region N-terminal identificamos una region
desordenada aun no descripta en ninguna otra diguanilato ciclasa, cuya funcidn es atn desconocida para

nosotros.

Analisis in vitro de la posible actividad diguanilato ciclasa de BdcB

-Expresion heteréloga de bdcB en P. fluorescens

A partir del analisis in silico podemos hipotetizar que BdcB seria una diguanilato ciclasa activa
dado que presenta el sitio activo GGDEF conservado, asi como también los aminoacidos que permitirian
su correcto plegamiento y la coordinacion de los metales requeridos para la actividad diguanilato ciclasa.

A fin de confirmar experimentalmente si BdcB presenta actividad diguanilato ciclasa, la
importancia del sitio catalitico para su actividad y el rol de la region desordenada N-terminal, empleamos
una estrategia que consiste en la expresion heterologa del gen bdcB en P. fluorescens.

P. fluorescens es uno de los organismos modelo en el drea de estudio de biofilm y en la regulacion
de este proceso a través de c-di-GMP. Mediante la mutacion sistémica de todas las posibles diguanilato
ciclasas, Newell y sus colaboradores demostraron que en medio minimo conteniendo glicerol y triptona
como fuentes de carbono y nitrégeno (medio K10-T), sélo cuatro diguanilato ciclasas estan involucradas
en el control de la formacion de biofilm de esta bacteria: WspR, GebA, GebB y GebC. En consecuencia, la

delecion de estas cuatro diguanilato ciclasas (PfA4DGC) le impide a la bacteria formar biofilm en las
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condiciones descriptas®*®. En el contexto de esta cepa, la expresion de diguanilato ciclasas activas de P.
fluorescens genera un aumento en la formacion de biofilm. Por este motivo, nuestro grupo de investigacion
ha aprovechado esta cepa en el pasado como una herramienta para el estudio de diguanilato ciclasas de B.
bronchiseptica'™. Si la expresion de una proteina con dominio GGDEF genera un aumento en la formacion
de biofilm, es una evidencia importante para sostener que dicha proteina es una diguanilato ciclasa activa.

Realizamos entonces la expresion heterdloga de bdcB en la cepa P/AADGC (PfAADGCpbdcB) y
ensayamos la formacion de biofilm en el medio K10-T en microplacas de PVC. La expresion de bdcB la
obtuvimos clonando el gen de bdcB en el plasmido pMQ72, replicativo en P. fluorescens, bajo el promotor
peap inducible por arabinosa.

Ademés, con el propdsito de evaluar si la actividad diguanilato ciclasa se debe a la presencia del
sitio catalitico conservado GGDEF, expresamos en la cepa P/A4DGC (también bajo el promotor Pgap) una
construccion de bdcB con el sitio catalitico mutado, cambiando la secuencia del motivo GGDEF por
GGAAF (PfAADGCpbdcB(GGAAF)). La introduccion de mutaciones en el sitio catalitico se realizod por
doble recombinacion homodloga. Esta estrategia ya ha sido empleada por varios grupos de investigacion y
se ha demostrado que, en diguanilato ciclasas activas, el cambio de los aminoacidos del sitio activo por dos
alaninas suprime la actividad de la enzima?¢.

A fin de identificar si la region desordenada presente en el extremo N-terminal de BdcB también
es importante para la funcionalidad de la enzima incluimos en este ensayo de formacidn de biofilm a la cepa
PfAADGCpAN-bdcB. Esta cepa de P/AADGC presenta al plasmido pMQ72 conteniendo a la secuencia de
bdcB sin los primeros 165 nucleotidos que codifican para los primeros 55 aminoacidos correspondientes a
la region desordenada.

Como control positivo empleamos la cepa PfA4DGC transformada con el plasmido pMQ72
conteniendo al gen gchC que codifica para diguanilato ciclasa propia de P. fluorescens bajo el control del
promotor Pgap (PfA4DGCpgchC), y como control negativo a la cepa PfAADGC transformada con el
plasmido pMQ72 sin inserto (Pf/A4DGCpMQ72).

Para la cuantificacion de la formacion de biofilm empleamos la técnica de tincion con cristal violeta.

Los resultados se muestran a continuacion (Figura 2.8):
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Figura 2.8: Ensayo de formacién de biofilm empleando la cepa PfA4DGC. Se sobreexpresaron las
diguanilato ciclasas GebC (pgebC) y BdeB (pbdcB) en PfAADGC, como asi también el gen de bdcB con el
sitio catalitico mutado (ppdcB(GGAAF)) y el gen de bdcB sin la region desordenada N-terminal (pAN-bdcB).
La formacion de biofilm se ensayo en microplacas de PVC en el medio de cultivo K10T durante 6 horas. Los
biofilm obtenidos se tifieron y cuantificaron mediante la técnica de tincidon con cristal violeta. El grafico
representa el promedio y la desviacion estandar de 3 réplicas bioldgicas (6 réplicas técnicas por experimento).
Sobre cada barra se muestra una fotografia representativa del biofilm formado por cada cepa. * indica
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).

Como se observa en la figura 2.8, la cepa P/A4ADGCpMQ72 presenta una capacidad nula de
formacion de biofilm, mientras que la sobreexpresion de gcbC'y bdcB inducen un aumento significativo en
la formacion de biofilm. Por otra parte, se observa también que la formacion de biofilm de la cepa que
sobreexpresa bdcB es de menor magnitud al que formo la cepa P/A4DGCpgchbC. Esto no es llamativo para

nosotros ya que, en nuestra experiencia, otras diguanilato ciclasas activas de B. bronchiseptica no fueron

54



Capitulo 2

capaces de generar un aumento equivalente al que genera la diguanilato ciclasa propia de P. fluorescens
GebC!,

Cuando complementamos la cepa P/A4ADGC con la version de bdcB con el sitio catalitico mutado
(pbdcB(GGAAF)) se observo un comportamiento indistinguible de la cepa PfA4DGC transformada con el
vector sin inserto. La cepa (Pf/A4ADGCpAN-bdcB) también fue incapaz de revertir el fenotipo no formador
de biofilm de PFAADGCpMQ72.

En resumen, estos resultados representan el primer ensayo in vifro que pone en manifiesto la
actividad diguanilato ciclasa de BdcB. Asimismo, estos resultados sugieren que no solo el sitio catalitico

GGDETF es indispensable para su actividad sino también la region N-terminal.

-Sobreexpresion de BdcB en B. bronchiseptica

Nuestro grupo de trabajo demostroé previamente que los fenotipos de formacion de biofilm y de
movilidad en B. bronchiseptica se encuentran regulados por c-di-GMP, y que la sobreexpresion de una
diguanilato ciclasa activa genera un aumento en la formacion de biofilm y una inhibicién en la movilidad'”".

Con este antecedente, estudiamos estos fenotipos en B. bronchiseptica al sobreexpresar bdcB, bdcB
con el sitio catalitico mutado y bdcB con la region N-terminal delecionada.

Para realizar estas construcciones clonamos las secuencias correspondientes en el plasmido de alto
numero de copias pPBBRMCSS replicativo en B. bronchiseptica, bajo el control del promotor Pppa, un
promotor fuerte y de expresion constitutiva en Bordetella spp**°. Ademas, incluimos en la region C-terminal
una secuencia que codifica para un péptido de 9 residuos de aminoacidos derivados de la hemaglutinina del
virus de la gripe para facilitar la deteccion de las proteinas por western blot (etiqueta HA).

Tanto para los ensayos de formacion de biofilm como de movilidad incluimos como control la cepa
B. bronchiseptica transformada con el vector pPBBRMCSS sin inserto (Bbpvacio).

Los ensayos de formacion de biofilm los realizamos en microplacas de PVC en medio Stainer-
Scholte (SS), un medio sintético y especifico para B. bronchiseptica, el cual fue suplementado con una
concentracion final de 1,0 mM de acido nicotinico a fin de inducir a la bacteria a una fase de virulencia
intermedia. Seleccionamos esta condicion ya que en esta fase la formacion de biofilm es maximay, ademas,
es una de las condiciones en la que esta reportado que el incremento en los niveles de c-di-GMP conduce a
un aumento en la formacion de biofilm!'’*!"! (la formacion de biofilm en funcion a las fases de virulencia se
vera en mas detalle en el proximo capitulo).

Los biofilm formados fueron cuantificados empleando la técnica de cristal violeta. Los resultados
se muestran en la figura 2.9.A. En primer lugar, vemos que la sobreexpresion de una copia silvestre de

BdcB induce un aumento significativo en la formacion de biofilm respecto a la cepa Bbpvacio. Por otro
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lado, la sobreexpresion de las versiones bdcB(GGAAF) y AN-bdcB no fueron capaces de aumentar la
formacion de biofilm y no produjeron diferencias significativas respecto de la cepa control Bbpvacio.

En cuanto a los ensayos de movilidad, los realizamos en medio SS semi-sélido suplementado con
40 mM de MgSOspara inducir a la bacteria a la fase avirulenta, que es la fase en la cual la bacteria expresa
el flagelo y por lo tanto es capaz de moverse.

Los resultados obtenidos en este ensayo se muestran en la figura 2.9.B donde se puede ver que la
cepa Bbpvacio presenta una movilidad del tipo swimming tal como ya habia sido reportado por nosotros y

otros autores'”!

. La cepa BbpbdcB present6 una movilidad significativamente menor mientras que las cepas
BbpbdcB(GGAAF) y BbpAN-bdcB presentaron una movilidad similar a la cepa Bbpvacio.

Por 1ultimo, mediante la técnica de western blot confirmamos la expresion de las tres
construcciones: AN-BdcB-HA; BdcB(GGAAF)-HA y BdcB-HA empleado anticuerpos anti-hemaglutinina
(anti-HA). El resultado obtenido se muestra en la figura 2.9.C donde podemos ver la expresion de estas tres
construcciones en una banda del tamafio aproximado de 28,5 kDa correspondiente al tamafio esperado para
BdcB.

En conclusion, todos los ensayos realizados evidencian que BdcB seria una diguanilato ciclasa

activa y que tanto los aminoacidos del sitio activo GGDEF como la region desordenada N-terminal, serian

importantes para su actividad en B. bronchiseptica.
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Figura 2.9: A. Ensayo de formacion de biofilm
en placas multipocillos. Estos ensayos se
realizaron en medio SS en presencia de 1mM
de acido nicotinico para inducir a la bacteria a
una fase de virulencia intermedia, en la cual la
formacion de biofilm es méxima. En B se
muestra un ensayo de movilidad en medio
semisolido. En este caso se empled MgSO440
mM para modular la bacteria a la fase de
avirulenta, en la cual la bacteria expresa el
flagelo. Se realizaron 3 réplicas biologicas con
6 réplicas técnicas en cada caso. En *se
muestra que la diferencia es significativa
respecto a la cepa Bbpvacio (p<0.05). C.
Ensayo de western blot anti-HA Las muestras
de proteinas fueron obtenidas a partir de
cultivos liquidos en medio SS en agitacion
durante 16 horas. Las muestras fueron

normalizadas por DO = 10.
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Analisis de la region N-terminal en BdcB in vivo

Los resultados presentados anteriormente muestran que la region desordenada del extremo N-
terminal resulta ser importante para la actividad enzimatica, sin embargo, desconocemos de qué manera
puede estar interviniendo. Nuestra hipotesis es que esta region es requerida para la dimerizacion de la
enzima, un paso crucial para la catalisis.

Para corroborar esta hipotesis nos propusimos en primer lugar, demostrar mediante la técnica de
doble hibrido en bacteria, que BdcB es capaz de dimerizar y luego, analizar si la ausencia de esta region N-
terminal afecta la dimerizacion propiamente dicha.

El ensayo de doble hibrido que empleamos (BACTH, Bacterial Adenylate Cyclase Two Hybrid
System) es una herramienta versatil que permite evaluar la interaccion proteina-proteina in vivo mediante
la utilizacion de la enzima adenilato ciclasa (CyaA) de B. pertussis como reportero de esta interaccion.

El dominio catalitico de la CyaA puede ser divido en dos fragmentos, el T25 y el T18. Cuando
estos dos fragmentos son co-expresados independientemente no se observa actividad CyaA, mientras que,
si estos son co-expresados como parte de fusiones transcripcionales a otras proteinas con capacidad de
interaccionar entre si, estos dos fragmentos recuperan su actividad y, por lo tanto, hay producciéon de AMPc.

El aumento de AMPc dentro de la célula conduce a un aumento en la expresion del operon lac, que
codifica para los genes implicados en el metabolismo de la lactosa, uno de ellos es el gen de la B-
galactosidasa. Con lo cual, la medida de la actividad B-galactosidasa, nos permite determinar de manera
cuantitativa y/o cualitativa la capacidad de interaccion de las dos proteinas. En este caso la empleamos para
ensayar interaccion entre los dos mondémeros de BdcB.

Con este objetivo clonamos el gen de bdcB tanto en el vector pKNT25 como en el pUTIS y
analizamos la interaccion co-transformando los vectores en la cepa de E. coli BTH101. La evaluacién de la
interaccion la realizamos de manera cualitativa agregando X-gal al medio de cultivo (un sustrato de la -
galactosidasa, que al ser metabolizado produce una coloracion azul).

Como control positivo empleamos las construcciones pKNT25-zip y pUT18-zip que codifican para
un motivo denominado “cierre de leucinas” capaz de dimerizar. Como control negativo empleamos los
vectores pKNT25 y pUT18 sin inserto. El resultado obtenido se muestra en la figura 2.10, donde se observa
que el control positivo presenta una coloracion azul esperada, mientras que el control negativo no presenta
coloracion. Por otro lado, las construcciones realizadas con el gen dieron similares al control negativo, es

decir que mediante esta técnica no pudimos demostrar la dimerizacion de BdcB.
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pKTN25zip + pUT18zip

pKTN25 + pUT18

PKNT25bdcB + pUT18bdcB

Figura 2.10. Ensayo de doble hibrido en E. coli BHT101. El gen bdcB fue clonado en los vectores pKTN25 y pUT18. La

interaccion se determind de manera cualitativa en un medio de cultivo de LB-agar en presencia de X-gal e IPTG.

Este resultado negativo nos impidi6 seguir avanzando en la estrategia planteada para avanzar en la
caracterizacion de la region N-terminal.

Como segunda opcidn, realizamos un segundo ensayo de doble hibrido, pero esta vez clonamos
solamente la region N-terminal y el motivo coiled coil en los vectores pKNT25 y pUT18, sin embargo, esta

estrategia tampoco nos sirvio para demostrar la dimerizacion (placa no mostrada).
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Discusion

En este capitulo iniciamos el estudio de la diguanilato ciclasa BB3903, BdcB de Bordetella
bronchiseptica. En primer lugar, empleamos las herramientas bioinformaticas disponibles para iniciar esta
caracterizacion. Mediante una busqueda en NCBI y UniProt pudimos conocer que BdcB presenta una
longitud de 251 amino4cidos sin regiones transmembranas, lo que sugiere que se localiza en el citoplasma
de la bacteria. Mediante estos servidores también identificamos la presencia de una region desordenada
sobre el extremo N-terminal, un motivo coiled coil adyacente a éste y un dominio GGDEF en la region C-
terminal. Como describimos en la introduccion, en general, las diguanilato ciclasas presentan el dominio
GGDEF sobre la region C-terminal, pero presentan también, sobre el extremo N-terminal, dominios
sensores de la sefial tales como PAS, GAF, o de fosforilacion (dominios REC). BdcB no presenta ninguno
de los dominios conocidos. A fin de buscar homélogos de BdcB en otras bacterias realizamos una busqueda
en el servidor BLASTP excluyendo al género de Bordetella. Sin embargo, no pudimos encontrar ninglin
homologo. Ademas, también por una busqueda en BLASTP, pudimos identificar la presencia de BdcB solo
dentro del grupo de las Bordetellas clasicas, lo que resalta un rol especifico de esta proteina en este grupo.

También realizamos la prediccion de su estructura terciaria empleando el servidor Alpha Fold2.
Este servidor es uno de los servidores mas nuevos en el campo de la bioinformatica que estd empezando a
diferenciarse del resto de los servidores por la calidad de los modelos estructurales que predice. Ademas de
presentar modelos de alta calidad, puntia con un score global al modelo predicho y arroja graficos que dan
cuenta de la calidad de ese modelo. Permitiendo evaluar no solo la calidad del modelo en general, sino
también la calidad del modelo por residuo y entre pares de residuos.

En nuestro caso, estos graficos permitieron asegurarnos de que la calidad del modelo predicho para
la region del dominio GGDEF y del motivo coiled coil es alta, con valores de pIDDT entre 80 y100,
mientras que la calidad del modelo es baja para la region desordenada, con valores de pIDDT entre 20 y
40. De manera similar, la calidad de las distancias relativas entre los aminoacidos de esta region con el resto
de los aminoacidos de la proteina también fue baja, con lo cual no logramos obtener un modelo aceptable
para la region desordenada N-terminal. Podemos asociar la incapacidad de esta region desordenada de tener
una estructura estable en solucion a su composicion de aminoacidos. En esta region BdeB presenta una baja
abundancia, solo el 10 %, de aminoacidos hidrofébicos y/o voluminosos (Val, Ile, Met Phe, Trp, Tyr) que
son la base de las proteinas globulares, y promueven un plegamiento espontaneo, mientras que posee una
alta proporcion, el 75 %, de aminoacidos cargados o polares (Gln, Ser, Pro, Glu, Lys, Arg) y aminoacidos
pequefios (Gly, Ala) caracteristico en las proteinas desordenadas®’. La flexibilidad o maleabilidad de esta
region podria permitirle adoptar diferentes estructuras funcionales y/o reconocer diversos ligandos. Por

ejemplo, de acuerdo con la situacion metabolica de la célula es posible que se modifique el pH intracelular,
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el contenido de ciertos iones, el estado oxidante, el agua disponible, entre otros; lo cual podria favorecer
una u otra estructura y, por tanto, una u otra funcion. Dependiendo de las fases de crecimiento, o las fases
de virulencia de la bacteria podrian estar presentes ciertas moléculas y/o proteinas y otras no, lo que
favoreceria la interaccion con éstas en un estadio determinado y con otras en uno diferente, y, por tanto, en
cada caso favorecer o no la actividad de BdcB.

A continuacién, profundizamos en el estudio del dominio GGDEF y el motivo coiled coil. Para
llevar a cabo el estudio del dominio GGDEF de BdcB realizamos un alineamiento comparando la secuencia
del domino GGDEF de BdcB con secuencias de diguanilato ciclasas con actividad demostrada, incluidas
las secuencias de los dominios GGDEF de WspR de P. aeruginosa y PleD de C. crescentus , las dos
primeras diguanilato ciclasas en ser cristalizadas y que proporcionaron informacién valiosa sobre las
conformaciones activas e inactivas de estas enzimas, union de sustrato, mecanismo catalitico e inhibicion

del producto®!>2,

A partir de este alineamiento, realizamos un Weblogo para poder identificar la
conservacion de los aminoacidos. En este estudio identificamos en BdcB los aminoacidos del sitio activo
GGDEF, conservados. También identificamos la presencia de otros aminoacidos descriptos como
importantes para la actividad diguanilato ciclasa como el aspartato de p1 que junto con un aspartato del
motivo GGDEF (que a veces es un glutamato en las diguanilato ciclasas) coordinan, en ambos casos, los
dos iones Mg*? que son criticos para la catalisis. También identificamos la arginina conservada en B2 que
seria importante para favorecer la conformacion del loop del motivo GGDEF. Con lo cual, todos estos
datos nos siguieren fuertemente que BdcB puede tener actividad.

Es de destacar que existen en la naturaleza dominios GGDEF que no presentan los aminoacidos
conservados, sin embargo, estos dominios son incapaces de sintetizar c-di-GMP, y pueden tener funciones
estructurales o regulatorias dentro de la célula>.

De manera similar a otras diguanilato ciclasas, también identificamos el motivo RxxD a una
distancia de cinco aminoacidos upstream del motivo GGDEF de BdcB, correspondiente al sitio I. Esto nos
sugiere que la actividad de esta enzima estaria regulada por un mecanismo del tipo feedback negativo, en
el que el dimero de c-di-GMP intercalado se uniria a este motivo confiriéndole rigidez a la enzima e
impidiendo asi la sintesis de c-di-GMP.

A cerca del motivo coiled coil analizamos la composicion de este motivo y determinamos que, asi
como en otras diguanilato ciclasas, este motivo contiene residuos hidrofobicos, principalmente residuos de
leucinas. La presencia de estos residuos de aminoacidos seria importante para establecer el dimero y
trasmitir la sefial sensada por el dominio N-terminal al dominio GGDEF a través de cambios
conformacionales. Estos cambios conformacionales permitirian posicionar los dominios GGDEF en

alineacion paralela para llevar a cabo la sintesis de c¢-di-GMP. Schirmer y otros autores postulan que

probablemente no solo la composicion del motivo coiled coil podria influir en la traduccion de sefiales del
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dominio sensor al dominio GGDEF, sino que también su largo podria permitir una fina regulacién de la
actividad de la enzima'®’. Tal es el caso de la proteina WspR que presenta un motivo coiled coil con una
longitud de 28 aminoacidos. Esta proteina no solo es capaz de dimerizar sino que forma tetrameros, mientras
que la presencia de hélices de longitud mas corta (16 aminoacidos o menos), como en el caso de la
diguanilato ciclasa de Borrelia burgdorferi, Rrpl, parecen establecer una regulacion mas sencilla, siendo
capaz de formar solo dimeros. Sin embargo, se requerird un estudio més exhaustivo del efecto de las
variaciones de longitud y composicion de la hélice en la sefializacion y como esto eventualmente se traduce
en mecanismos moleculares de regulacion para varios dominios efectores a fin de realizar predicciones
racionales!?”-%,

Para confirmar la posible actividad diguanilato ciclasa de BdcB llevamos a cabo una serie de
experimentos in vitro. En primer lugar, realizamos una expresion heteréloga de bdcB en la cepa P/AADGC
que no forma biofilm en las condiciones ensayadas. En este caso pudimos ver que la sobreexpresion de
BdcB revirtio el fenotipo no formador de biofilm de esta cepa. En un trabajo previo, realizado por nuestro
grupo, hemos empleado esta herramienta para estudiar la actividad diguanilato ciclasa de BdcA. En este
caso también vimos que la sobreexpresion de la diguanilato ciclasa BdcA de B. bronchiseptica es capaz de
revertir este fenotipo no formador de biofilm. Seguidamente, medimos los niveles de c-di-GMP en B.
bronchiseptica confirmando que la sobreexpresion de esta diguanilato ciclasa aumenta los niveles de c-di-
GMP confirmando la actividad de la misma®°, lo que nos afianza el resultado obtenido en el ensayo con la
cepa PfAADGCpbdcB. Adicionalmente, empleamos esta estrategia para analizar la importancia del sitio
catalitico de BdcB y su region N-terminal. Para analizar el rol del sitio activo cambiamos el GGDEF por
GGAAF. Esta sustitucion de aminoacidos en el sitio activo ya ha sido empleada por nosotros y otros autores,
como por ejemplo en el estudio de las diguanilato ciclasas GebB y GebC de P. fluorescens®>, DgeC de E.
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coli®® y BdcA de B. bronchiseptica®*

. La sustitucion de los aminodcidos del sitio activo en todos los casos
impidio la sintesis de c-di-GMP. En el caso de BdcB, la mutacion en el sitio activo de BdcB, no revirti6 el
fenotipo no formador de biofilm de la cepa P/A4DGC. Esto demuestra que la actividad diguanilato ciclasa
seria importante para aumentar formacion de biofilm.

Adicionalmente mediante ensayos de expresion heterdloga en Pf/A4ADGC y de sobrepresion en B.
bronchiseptica determinamos que la region N-terminal podria ser importante para la actividad diguanilato
ciclasa de esta enzima. Como se menciona anteriormente, una hipdtesis es que esta region sea importante
para el sensado de alguna sefial y para la dimerizacion de la proteina. El grupo de Regina Hengge, quien
realizo varios estudios exhaustivos de diguanilato ciclasas de E. coli, ha demostrado la importancia de las
regiones N-terminales para la dimerizacion a través de ensayos de doble hibrido****, De manera analoga
a sus ensayos, empleamos esta estrategia para evaluar la dimerizacion de BdcB. Sin embargo, no logramos

demostrar la dimerizacion mediante la técnica de doble hibrido. El resultado negativo en este de
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experimentos no es extrafio, aun entre proteinas que si interaccionan. En ocasiones impedimentos estéricos
de las fusiones construidas impiden una correcta disposicion para interaccionar. Tampoco se puede
descartar que el entorno heterdlogo de E. coli no aporte las condiciones necesarias para la dimerizacion.
Tampoco pudimos probar que la region N-terminal junto al motivo coiled coil, sin el dominio GGDEF,
sean capaces de dimerizar. Esto podria deberse a que BdcB necesite de alguna proteina o componente
especifico de B. bronchiseptica para estabilizar la proteina, o no tenga la sefial que la active en el entorno
heterdlogo de E. coli o que exista algin problema de expresion en esta bacteria.

En nuestro grupo de trabajo han descripto que el aumento de los niveles de c-di-GMP en B.
bronchiseptica, al igual que otras bacterias, conduce a un aumento en la formacion de biofilm y a una
inhibicion de la movilidad'”'. Cuando sobreexpresamos bdcB observamos una mayor formacion de biofilm
y una inhibicién de la movilidad respecto de la cepa Bbpvacio. Ademads, una mutacion en el sitio activo de
BdcB no present6 diferencias respecto a la cepa control, lo que respalda la hipotesis de que BdcB es una
diguanilato ciclasa activa. Es importante en este punto poner en consideracion que el efecto de aumento de
formacion de biofilm o de inhibicion de movilidad que se observa al sobrexpresar bdcB no implica que
BdcB este especificamente implicada en la regulacion de estos fenotipos sino que simplemente modifica
los niveles globales de c-di-GMP y esto hace que se alteren los procesos en el que este segundo mensajero
esta implicado. El rol de BdcB en la formacion de biofilm y en la movilidad en B. bronchiseptica seran

analizados en el proximo capitulo.
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Introduccion

En este capitulo, después de haber analizado la actividad diguanilato ciclasa de BdcB, nos
propusimos analizar su rol fisioldgico. Para iniciar este estudio en primer lugar analizamos el rol de BdcB
en la movilidad y la formacion de biofilm de B. bronchiseptica ya que son dos fenotipos clasicamente
regulados por c-di-GMP y particularmente estudiados por nuestro grupo en esta bacteria.

El estudio de la formacion de biofilm resulta de particular importancia ya que es un fenotipo
asociado con la capacidad de B. bronchiseptica de persistir durante periodos de tiempo prolongados en el
tracto respiratorio de varios modelos animales (ratas, ratones y cerdos)®*°. La capacidad de formar biofilm
de esta bacteria fue puesta en evidencia de manera casi simultanea en dos trabajos de investigacion
independientes, el trabajo de Yasuhiko Irie y colaboradores por un lado, y el de Meenu Misrha y
colaboradores por otro'®-17°. Ambos grupos demostraron que B. bronchiseptica es capaz de formar biofilm
tanto en condiciones de cultivo estatico como en agitacion en una variedad de superficies abidticas, que
incluyen PVC, poliestireno y vidrio. A su vez demostraron que la formacion de biofilm esta regulada por el
sistema de dos componentes BvgAS. Irie y colaboradores mostraron que cuando la bacteria se encuentra
en fase avirulenta es incapaz de formar biofilm y que la mayor formacién se presenta en fase de virulencia
intermedia'”’. Por otro lado, Misrha y colaboradores observaron que la maxima formacion de biofilm se

produce en la fase virulenta y que la formacion de biofilm en avirulenta es minima'®’

. Seguidamente, la
capacidad de formacion de biofilm y los mecanismos de regulacion fueron y estan siendo estudiados por
otros grupos de investigadores, incluido el nuestro.

Para llevar a cabo el estudio de BdcB tanto en la formacion de biofilm como en la movilidad de la
bacteria, construimos cepas con diferenciada expresion de bdcB y analizamos dichos fenotipos. Los ensayos
de movilidad solo fueron analizados en fase avirulenta ya que el flagelo se expresa Uinicamente en esta

fase®’

. La capacidad de formar biofilm la evaluamos en diferentes superficies y mediante diferentes
estrategias. Debido a que la formacion de biofilm en B. bronchiseptica esta regulada por el sistema de dos

componentes BvgAS, el aporte de BdcB en este fenotipo fue analizado en todas las fases de virulencia.

65



Capitulo 3

Analisis del rol de BdcB en la movilidad tipo swimming

En B. bronchiseptica la sintesis del flagelo se encuentra regulada por el sistema de dos componentes
BvgAS. Especificamente, el sistema regula la expresion del operén maestro fr/AB que codifica para un
activador de la transcripcion de otros genes flagelares?®’. Cuando el sensor de membrana BvgS se encuentra
activo (fase virulenta), BvgA estd fosforilada y los genes implicados en la movilidad estan reprimidos,
mientras que cuando este sistema BvgAS esta inactivo (fase avirulenta) estos genes se expresan y la bacteria
es capaz de moverse>®,

Nuestro grupo de trabajo ha demostrado también que la sefializacion por c-di-GMP esta implicada
en la regulacion de la movilidad en B. bronchiseptica. Incluso cuando el sistema BvgAS esta inactivo, un
aumento en los niveles de ¢c-di-GMP, por ejemplo mediante la sobreexpresion de una diguanilato ciclasa,
puede inhibir la movilidad y junto con ella la expresion de la flagelina!”!->%.

A fin de determinar si BdcB est4 implicada en la regulacion de este fenotipo construimos cepas con
diferenciada expresion de bdcB y ensayamos su movilidad. En primer lugar, obtuvimos una cepa de B.
bronchiseptica que presenta el gen bdch interrupido por un gen que otorga resistencia a kanamicina y la
transformamos con el vector pBBR1-MCS5nptll sin inserto (BbAbdcBpvacio). A modo de control
utilizamos la cepa B. bronchiseptica transformada con el vector pPBBR1-MCS5nptll (Bbpvacio) y la cepa
BbAbdcB complementada con el gen de bdcB en el plasmido pPBBR1-MCSS5 bajo el control del promotor
Pupur (un promotor constitutivo y fuerte en B. bronchiseptica)*®.

Una vez obtenidas todas las cepas procedimos a realizar el ensayo de movilidad propiamente dicho.
Para estos ensayos empleamos medio SS semisolido (0,35% p/v de agar) suplementado con MgS0440 mM

para inducir a la bacteria a la fase avirulenta.

Los resultados obtenidos se muestran a continuacion.
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Figura 3.1: Analisis del rol de BdcB en la movilidad de B. bronchiseptica sobre placas con medio
SS semisolido. (A) Didmetro de movilidad de cada cepa luego de 18 h de cultivo a 37 °C, medida en
centimetros. El grafico representa el promedio y la desviacion estdndar de 3 réplicas biologicas (3
réplicas técnicas por experimento). * Indica diferencia estadisticamente significativa entre la cepa
ensayada y la cepa Bbpvacio, p <0,01. En la parte superior se presentan fotografias representativas de
cada cepa. (B) Western blot anti-flagelina de muestras de proteina total obtenidas de cultivos realizados

en presencia de MgSO4. Como control positivo se incluy6 una muestra de flagelina purificada.
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En la figura 3.1.A observamos que tanto la cepa Bbpvacio como la BbAbdcBpvacio se mueven en
la placa de agar semisdlido formando halos concéntricos y el tamafio del diametro del halo es similar en las
dos cepas. Por otro lado, BbAbdcBpbdcB es incapaz de moverse.

Como se mencion6 anteriormente, el c-di-GMP puede inhibir la movilidad de la bacteria a través
de la inhibicion de la expresion del flagelo, o inhibiendo la rotacion de éste. A fin de analizar cual de los
mecanismos se pone en juego en la inhibicion de la movilidad en la cepa BbAbdcBpbdcB, realizamos un
Western blot con un suero policlonal que reconoce a la proteina flagelina, componente principal de la
estructura flagelar.

Como se observa en la figura 3.1.B, no hubo diferencias en la sintesis de flagelina entre la cepa
Bbpvacio y BbAbdcBpvacio, mientras que la cepa BbAbdcBpbdcB presenta una produccion menor de
flagelina. Como control utilizamos flagelina purificada.

En conclusion, si bien la delecion de bdeB no afecta la movilidad de B. bronchiseptica, el aumento
global de los niveles de c-di-GMP que produciria la sobreexpresion de BdcB inhiben la movilidad de la

bacteria mediante la inhibicion de la produccion de flagelina.

Analisis del rol BdcB en la formacion de biofilm en B. bronchiseptica
-Ensayos de formacion de biofilm en microplacas de PVC
Otro fenotipo regulado por el c-di-GMP y que nuestro grupo ha iniciado su caracterizacion es la

formacion de biofilm. Con el objetivo de evaluar la participacion de BdcB en la formacion de biofilm,
ensayamos la formacion de biofilm de las cepas Bbpvacio, BbAbdcBpvacio y BbAbdcBpbdcB.

Debido a que la formacion de biofilm en B. bronchiseptica esta regulada por el sistema de dos
componentes BvgAS, realizamos los ensayos en todas las fases de virulencia de la bacteria. En condiciones
de laboratorio, el sistema BvgAS puede ser modulado por la adicién de diferentes concentraciones

milimolares de 4cido nicotinico (AN) al medio de cultivo (Tabla 3.1)*.

Fase de virulencia Concentracion Acido Nicotinico (AN; mM)
Bvg * (virulenta) <0,2

Bvg' (intermedia) 0,4<AN>1,6

Bvg ™ (avirulenta) >2,0

Tabla 3.1: Concentraciones de acido nicotinico empleadas para inducir a B. bronchiseptica a las distintas fases de

virulencia.

Para este ensayo en particular, se emplearon concentraciones 0 mM, 1,0 mM y 4,0 mM para inducir

a la bacteria a fase virulenta, intermedia y avirulenta respectivamente. Es preciso destacar que el medio de
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cultivo SS empleado para estos ensayos posee una concentracion de acido nicotinico de 0,032 uM que sin
embargo no es suficiente para modular al sistema BvgAS.

Los cultivos bacterianos de DOiniciat de 0,1 fueron inoculados en placas de PVC e incubados durante
24 horas a 37 °C en camara hiimeda. Transcurrido ese tiempo, los biofilm formados fueron tefiidos y
cuantificados mediante la técnica de tincion con cristal violeta.

Los resultados obtenidos se muestran en el siguiente grafico (Figura 3.2).
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Figura3.2: Formacion de biofilm en microplacas de policloruro de vinilo (PVC). (A)
Imégenes representativas que muestran el resultado de un experimento de formacion de biofilm
en microplacas luego de la tincion con solucion de cristal violeta. (B) El grafico representa el
promedio y la desviacion estandar de 3 réplicas bioldgicas (6 réplicas técnicas por experimento).
* Indica diferencia estadisticamente significativa entre la cepa ensayada y la cepa Bbpvacio en la

misma condicion de cultivo, p <0,01.

La formacion de biofilm de la cepa Bbpvacio la podemos apreciar en la region de la interfase de la
suspension bacteriana y el aire, donde se puede ver una coloracion intensa de color violeta. Si bien esta
caracteristica la podemos observar en todas las condiciones de cultivo analizadas, la mayor intensidad y la

maxima formacion de biofilm la podemos ver en cultivos realizados con una concentracion de 1,0 mM de

69



Capitulo 3

AN que, como mencionabamos anteriormente, corresponde a una fase de virulencia intermedia. Este
resultado coincide con resultados publicados previamente por nuestro grupo y otros grupos que demuestran
que la maxima formacion de biofilm se produce en esta fase!”*!7!,

Respecto al comportamiento de la cepa BbAbdcBpvacio observamos que la formacion de biofilm
es indistinguible respecto de la cepa Bbpvacio en todas las condiciones ensayadas.

Cuando comparamos la formacion de biofilm de la cepa BbAbdcBpbdcB respecto Bbpvacio vemos
que en SS sin agregado de AN no presentan diferencias significativas, sin embargo, en concentraciones de
AN de 1,0 mM y 4,0 mM la cepa BbAbdcBpbdcB presenta una formacion de biofilm significativamente

mayor. Tal como proponiamos en el capitulo anterior, el aumento en la formacién de biofilm en estas

condiciones probablemente se deba a un aumento en los niveles de c-di-GMP globales dentro de la célula.

-Ensayos de formacion de biofilm en vidrio y polipropileno
Se ha demostrado que la formacion de biofilm es sensible a la superficie en la que se realice el

ensayo'%*!7°. Ademas, en nuestro laboratorio hemos observado que en Bordetella, 1a formacion de biofilm
depende de la superficie que se emplee, probablemente debido a las diferentes hidrofobicidades de las
superficies utilizadas (resultados no publicados). Con el fin de analizar si las cepas analizadas anteriormente
(Bbpvacio, BbAbdcBpvacio y BbAbdcBpbdcB) presentan diferencias en la formacion de biofilm al cambiar
las superficies analizamos de manera cualitativa la formacion de biofilm sobre vidrio y polipropileno.
Para estos ensayos, empleamos la misma suspension bacteriana para ensayar las dos superficies.
Los cultivos bacterianos preparados en medio SS con una DOssonm:0,1 fueron colocaron en tubos de
microcentrifuga de 1,5 ml de polipropileno. En estos cultivos se sumergié ademas un cubreobjetos cortado
manualmente de manera tal que quede parcialmente sumergido en la suspension bacteriana (Figura3.3.A).
Este sistema se incubd durante 24 horas a 37 °C. Pasado el tiempo de incubacion, se fijaron los biofilm
formados tanto en el vidrio como en el tubo de 1,5 ml con glutaraldehido 2,5 % v/v y posteriormente se
empleo la técnica de tincidon con cristal violeta para la tincion y visualizacion de los biofilm. Las imagenes
representativas de los biofilm obtenidos, tanto en vidrio como en tubos de polipropileno, se muestran a

continuacion (Figura 3.3.By 3.3.C).
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Figura 3.3: Ensayo de formacion de biofilm en vidrio y polipropileno. (A) Esquema del ensayo. (B) Imagenes
representativas que muestran el resultado de un experimento de formacion de biofilm sobre cubreobjetos
sumergidos luego de la tincion con solucion de cristal violeta. (C) Imagenes representativas de un ensayo de
formacion de biofilm sobre tubos de polipropileno luego de la tincion con cristal violeta. Las imagenes mostradas

son representativas de 3 réplicas bioldgicas obtenidas (3 réplicas técnicas en cada caso).
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En los biofilm formados sobre vidrio observamos que la cepa Bbpvacio en fase virulenta (0 mM
AN) presenta una coloracion intensa en la region del vidrio que se encontraba en la zona de la interfase
aire-liquido y un espesor mas grande respecto a las otras dos condiciones de AN ensayadas. Debajo de la
region de la interfase se observa una coloracion menos intensa. A 1,0 mM de AN, también se observa una
region intensa en la interfase, mientras que a 4,0 mM la interfase no esta bien definida y presenta una menor
coloracion. Cuando comparamos la cepa BbAbdcBpvacio respecto a la cepa Bbpvacio observamos que la
formacion de biofilm en fase virulenta y avirulenta es similar en ambas cepas. Sin embargo, en fase
intermedia (1,0 mM AN), la formacién de biofilm de la cepa BbAbdcBpvacio es menor a la de la cepa
Bbpvacio. Esto se observa en el hecho de que BbAbdcBpvacio no presenta una interfase aire-liquido bien
definida y toda la region sumergida en contacto profundo con el medio de cultivo presenta la misma
coloracion.

Por otro lado, cuando comparamos la cepa BbAbdcBpbdch con la cepa control vemos que no
presentan diferencias en la formacioén de biofilm en fase virulenta, mientras que en fase intermedia y
avirulenta la region de la interfase de la cepa BbAbdcBpbdcB presenta una coloraciéon mas intensa y bien
definida.

Cuando analizamos la formacion de biofilm en tubos de polipropileno observamos que la cepa
Bbpvacio presenta una coloracion intensa en la region se encontraba en la interfase aire-liquido tanto en
fase virulenta e intermedia. Por el contrario, las regiones debajo de la interfase presentan una coloracion
mas suave. Este resultado, sumado al descripto antes para la superficie de vidrio, pone en evidencia una
preferencia de B. bronchiseptica por formar biofilm en la regidon cercana a la interfase aire-liquido. Cabe
mencionar que B. bronchiseptica es un organismo aerobio obligado y posiblemente esta caracteristica es la
que haga que esta bacteria, en cultivos estaticos, tenga preferencia para formar biofilm en regiones del
cultivo cercanas a la interfase aire-liquido las cuales presentan mayores niveles de concentracién de
oxigeno. En fase avirulenta, la coloracion en la interfase también estd bien definida, aunque de menor
intensidad que el resto de las fases y la region inferior que estuvo en contacto con el medio de cultivo
practicamente no presenta coloracion.

En estos ensayos también se repite que la cepa delecionada en bdcB solo presenta diferencias de
comportamiento respecto de la cepa Bbpvacio en fase intermedia. Nuevamente, la cepa BbAbdcBpvacio no
presenta una interfase definida, sino que toda la superficie que estuvo en contacto con el medio de cultivo
presenta la misma coloracion.

Por ultimo, cuando comparamos Bbpvacio con la cepa BbAbdcBpbdcB vemos que, al igual que en
vidrio, la formacion de biofilm por parte de la cepa que sobreexpresa bdcB presenta una coloracion mas

intensa principalmente en la region de la interfase en la fase intermedia y avirulenta.
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En conclusion, si bien en los ensayos de formacion de biofilm en placas multipocillos la
cepa BbAbdcBpvacio no presentd diferencias con respecto a la cepa Bbpvacio, la estructura del biofilm
formado tanto en vidrio como en tubos de polipropileno si presenta diferencias, con mayor dispersion de
células a lo largo de la superficie a 1,0 mM de acido nicotinico. Este resultado da cuenta que la contribucion
de BdcB a la formacion de biofilm es dependiente de la naturaleza de la superficie y de la fase de virulencia
en la que se encuentre la bacteria. Adicionalmente, la cepa BbAbdcBpbdcB, presenta mayor formacion de
biofilm en fase intermedia y avirulenta en las distintas superficies ensayadas probablemente por aumentar

los niveles de c-di-GMP, mientras que en fase virulenta fue incapaz de aumentar la formacion de biofilm.

Con el objetivo de evaluar a nivel microscopico el rol de BdcB en la formacion de biofilm sobre
vidrio en la fase intermedia, que es la fase en la cual observamos diferencias, utilizamos la microscopia
electronica de barrido (SEM). Para esto, ensayamos la formacion de biofilm de las cepas Bbpvacio,
BbAbdcBpvacio y BbAbdcBpbdcB sobre vidrio en medio SS suplementado con 1,0 mM de AN durante 24
horas como en los ensayos anteriores. Las imagenes obtenidas empleando un aumento 3000X se muestran
en la Figura 3.4.

En la figura se pueden ver las imagénes de los biofilms formados por las tres cepas ensayadas en la
region del vidrio correspondiente a la interfase aire-liquido y la region inferior del vidrio que estuvo en
contacto con las regiones mas profundas del medio de cultivo. La cepa Bbpvacio presenta un biofilm
estructurado con canales de liquido bien definidos sobre la interfase. Adicionalmente, en la region inferior,
se pueden visualizar algunas bacterias adheridas. Al comparar estas imagenes con las obtenidas para
BbAbdcBpvacio, se puede ver que los biofilms formados por esta tltima cepa presentan una monocapa de
células con poca estructuracion. Por otro lado, si analizamos las zonas inferiores de los vidrios sumergido
vemos una mayor cantidad de células adheridas. Este ultimo resultado coincide con los resultados obtenidos
con la técnica de tincion con cristal violeta que muestran que la cepa BbAbdcBpvacio presenta una mayor
coloracion en la parte inferior del vidrio.

Por ultimo, la cepa BbAbdcBpbdcB, al igual que la cepa Bbpvacio, presenta un biofilm estructurado
donde se pueden visualizar espacios entre las aglomeraciones de células dentro del biofilm. Sin embargo,
la cepa BbAbdcBpbdcB parece presentar cimulos mas grandes de células respecto de la cepa Bbpvacio.

En conclusion, Los resultados presentados en esta seccion muestran nuevamente un rol destacado

de la diguanilato ciclasa BdcB en la formacion de biofilm de B. bronchiseptica.
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Figura 3.4: Analisis de la formacion de biofilm en vidrio de las cepas Bbpvacio, BbAbdcBpvacio y BbAbdcBpbdcB en
fase intermedia mediante microscopia electrénica de barrido (SEM). Los cultivos fueron incubados durante 24 horas a 37
°C sin agitacion. Los paneles superiores muestran las regiones del vidrio que se encontraban en la zona de la interfase aire-
liquido mientras que los paneles inferiores muestran zonas inferiores de los vidrio profundamente sumergidas en el medio de

cultivo. Las imagenes corresponden a un aumento de 3000X.
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Discusion

En este capitulo analizamos dos fenotipos en los cuales BdcB podria estar participando de forma
especifica dentro de la célula: movilidad y formacion de biofilm. Ambos fenotipos estan regulados por este
sistema de sefializacién mediado por c-di-GMP tanto en B. bronchiseptica como en otras bacterias'’!?27-260,

Los ensayos de movilidad los realizamos en presencia de 40 mM MgSO4 para modular la bacteria
a la fase avirulenta que es la fase en la cual el sistema BvgAS esta inhibido y en consecuencia hay expresion
del flagelo. En estos ensayos, la delecion en bdceB no present6 diferencias respecto a la movilidad de la cepa
Bbpvacio. Por lo tanto, BdcB no seria importante para la regulacion de este fenotipo. La cepa
BbAbdcBpbdcB condujo a una marcada inhibiciéon en la movilidad de la bacteria. Nuevamente este
comportamiento podria atribuirse al aumento en los niveles de ¢c-di-GMP, que como ya hemos reportado,
inhiben la movilidad en B. bronchiseptica. Al analizar la expresion de la flagelina, pudimos ver que la
inhibicion de la movilidad de la cepa BbAbdcBpbdcB se debe a una disminucion en la expresion de flagelina
aun en fase avirulenta donde la regulaciéon mediada por el sistema BvgAS determinaria una maxima
expresion de la misma. Este resultado nos estaria indicando que existe otro mecanismo, independiente del
sistema BvgAS, que regula expresion de la flagelina, y que ademas este mecanismo seria regulado por los
niveles de c-di-GMP. Este mismo resultado lo obtuvimos previamente al estudiar la diguanilato ciclasa
BdcA?*. Estos resultados sugieren que en B. bronchiseptica la regulacion a través de ¢c-di-GMP se impone
sobre los mecanismos de regulacion de BvgAS en el control de la movilidad. Hasta la fecha solo se ha
descripto un mecanismo de regulacion independiente al sistema BvgAS que estaria implicado en la
activacion de los genes de fase avirulenta, el sistema de dos componentes RisAS. El regulador de respuesta
RisA es imprescindible para la activacion de los genes regulados negativamente por BvgAS'#7:13%261 E] ¢-
di-GMP podria estar regulando la activacion de este regulador, mediante la regulacion del estado de
fosforilacion de RisS o directamente mediante la unioén del c-di-GMP a RisA. Podrian incluso existir otros
factores transcripcionales a los que el c-di-GMP pueda unirse y no hayan sido descriptos todavia. Otra
posibilidad es que el ¢c-di-GMP se esté uniendo a algin riboswich e inhibiendo la expresion de los genes
flagelares de manera post-transcriptional, tal como ha sido descripto en V. cholerae y en C. difficile*$>2%3.

En este capitulo también analizamos la participacion de BdcB en la formacion de biofilm. La
formacion de biofilm en B. bronchiseptica es un proceso secuencial en el que participan numerosas
proteinas en las distintas etapas e intervienen diferentes sistemas de regulacion. El primer sistema de
regulacion que ha sido descripto implicado en la regulacion de este fenotipo en Bordetella es el sistema de
dos componentes BvgAS!®'7% Varios grupos de investigacion han demostrado que algunos factores de
virulencia se encuentran implicados en este fenotipo (FHA, fimbria, CyaA) y que dependiendo de la fase

de virulencia en la que se encuentre la bacteria cambia la capacidad de formar biofilm. Por lo tanto, a la

75



Capitulo 3

hora de analizar el rol de BdcB en la formacion de biofilm fue necesario analizarlo en las diferentes fases
de virulencia.

Como mencionamos en la introduccion del capitulo, los autores que describieron el rol del sistema
BvgAS en la formacion de biofilm difieren en cual es la fase en que B. bronchiseptica presenta mayor
formacion de biofilm al utilizar la cepa RB50 de B. bronchiseptica. Irie y colaboradores sugieren que la
mayor formacion se presenta en fase intermedia'’® mientras que, Misrha y colaboradores sugieren que la

169 En nuestras manos, y con la cepa 9.73 H*

maxima formacién de biofilm se produce en la fase virulenta
de B. bronchiseptica, 1a mayor formacion de biofi/m la observamos en fase intermedia y la bacteria es capaz
de formar de biofilm tanto en fase virulenta como avirulenta tal como describi6 el trabajo de Irie. Las
diferencias encontradas con el trabajo de Misrha podrian deberse a que tanto el grupo de Irie como nuestro
grupo empleamos 4cido nicotinico para modular al sistema BvgAS mientras que el grupo de Mishra
emplearon diferentes mutantes en BvgS y BvgA. Ademas, cambios menores en el disefio experimental
podrian haber contribuido a estas diferencias.

En el Capitulo 1 describimos y discutimos el aumento de la formacion de biofilm en fase intermedia
de la cepa que sobreexpresa bdcB respecto a la cepa Bbpvacio. Este aumento en la formacion de biofilm
también los observamos en los ensayos realizados en fase avirulenta. Sin embargo, la sobreexpresion de
bdcB no produjo un aumento en la formacion de biofilm en fase virulenta. Este resultado es sumamente
interesante para nosotros ya que, en trabajos previos, cuando sobreexpresamos la diguanilato ciclasa BdcA,
si observamos un aumento en la formacion de biofilm en las tres fases de virulencia'”'. En el caso de BdcB
podria estar ocurriendo que esta enzima sea inhibida por alguna proteina de fase virulenta, o que requiera
de otra proteina o factor para ser activa y que no esté presente en esta fase mientras que si este presente en
las otras fases.

Por otro lado, en nuestro laboratorio se ha descripto una adhesina, BrtA, cuya presencia en la
membrana externa esta regulada por c-di-GMP. Esta adhesina participa en la formacion de biofilm solo en
fase intermedia'”. Esto refuerza la idea de que la formacion de biofilm, principalmente en fase intermedia,
estaria regulada por c-di-GMP.

Al analizar el efecto de la delecion de bdcB observamos que la capacidad de formar biofilm de la
cepa BbAbdcBpvacio en las placas multipocillos fue similar a la de la cepa Bbpvacio. Este resultado no
resulta llamativo ya que debido a la redundancia de diguanilato ciclasas, es frecuente que la delecion de
una sola de ellas no sea suficiente para afectar la formacion biofilm. Es el caso, por ejemplo, de P.
fluorescens, en el que se necesita la delecion de al menos de cuatro diguanilato ciclasas para abolir la
formacion de biofilm**®. Alternativamente, la eliminacion de una sola diguanilato ciclasa puede ser
importante para la formacion de biofilm dependiendo de la fuente de carbono utilizada?*?, lo que indicaria

que BdcB podria participar en la formacion de biofilm en condiciones aun no ensayadas.
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Para avanzar con la descripcion del rol de BdcB en la formacion de biofilm decidimos evaluar este
fenotipo sobre otro tipo de superficies. Al analizar la formacion de biofilm en vidrio y en tubos de
polipropileno observamos que en estas condiciones la cepa delecionada en bdcB si presenta una menor
formacion de biofilm respecto de la cepa control en fase intermedia. Este resultado se visualizé mediante
tincion con cristal violeta, y por microscopia de barrido. Ambos ensayos pusieron en evidencia un rol
destacado de BdcB en la formacion de biofilm de B. bronchiseptica.

Dado que la formacion de biofilm es un proceso complejo que comprende multiples etapas, la
expresion de diferentes componentes y sistemas de regulacion, sumado a que la regulacion mediada por c-
di-GMP puede intervenir en distintas instancias de este fendmeno resultan ser muchos los procesos a
considerar en los que BdcB podria estar participando. Seria interesante seguir profundizando en un futuro
el rol de BdcB en la regulacion de diversos componentes del biofilm como la expresion de exopolisacaridos
de la matriz y de adhesinas.

Como se describe en la introduccion general, el fenotipo de formacion de biofilm ha sido descripto
como un fenotipo asociado a la colonizacion del huésped por parte de B. bronchiseptica. Con lo cual, el
defecto en la formacion de biofilm producido por la delecion de bdceB podria también estar ligado con algiin
defecto en la colonizacion. El fenotipo de la delecidon de bdcB en el proceso de infeccion se analizard y

discutira en el capitulo 5.
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Capitulo 4: Rol de BdcB en la sobrevida intracelular de B.
bronchiseptica
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Introduccion
Una caracteristica distintiva de la infeccion con B. bronchiseptica es su capacidad de permanecer

en el huésped por periodos prolongados de tiempo. Uno de los mecanismos moleculares que les permitiria
a estas bacterias protegerse frente a distintos efectores inmunes y establecer infecciones cronicas es su
capacidad de sobrevida intracelular. Se ha demostrado que B. bronchiseptica es capaz de sobrevivir dentro

de células epiteliales, dendriticas y macrofagos 150153,

Para poder sobrevivir dentro de las células, las bacterias tienen que adaptarse al entorno
desfavorable al que estan sometidas. El pH acido, la escasez de nutrientes y la generacion de intermediarios
reactivos de oxigeno y nitrogeno son algunas de las amenazas a las que se enfrentan las bacterias al entrar
en las células huésped. Sin embargo, los mecanismos que le permiten persistir dentro de las células siguen

sin comprenderse en su totalidad.

La sefializacion mediada por c-di-GMP se ha asociado en diversas bacterias, no solo a la regulacion
de la formacion de biofilm, sino también a fenotipos relacionados a la interaccion con las células del sistema
inmune: adherencia e invasion de la célula huésped, citotoxicidad, infeccion intracelular, secrecion de
factores de virulencia, resistencia al estrés oxidativo y modulacion de la respuesta inmune?®*. Sin embargo,
en B. bronchiseptica hay escasa bibliografia a cerca del rol de las enzimas implicadas en el metabolismo
de c-di-GMP en estos fenotipos, a excepcion de BvgR que ha sido descripto por varios autores por su
relevancia como un componente del sistema BvgAS. Si bien BvgR presenta un dominio EAL, este no
presenta los aminodcidos esenciales para formar un sitio activo capaz de degradar c-di-GMP, por lo que se
cree que no tendria actividad fosfodiesterasa y su principal funcién seria la represion de genes por
mecanismos aun no descriptos®*®. En un estudio de protedmica comparativa entre bacterias de B. pertussis
intracelular y extracelular, creciendo en el mismo medio de cultivo, se encontraron diferencialmente
expresadas proteinas relacionadas con el metabolismo de c-di-GMP: BP1592, con dominios GGDEF-EAL,
y BP1492, que contiene un dominio GGDEF. La expresion de ambos genes se encuentra aumentada en
bacterias intracelulares, y permanece elevada incluso a las 48 horas post infeccion. Ademas, la expresion
de la proteina BP1092, cuyo homodlogo estd presente también en B. bronchiseptica y que contiene los
dominios GGDEF-EAL, aumenta significativamente en bacterias intracelulares a las 3 horas post infeccion
y, entre todas las proteinas que aumentan su nivel de expresion en bacterias intracelulares, esta es la proteina
con mayor aumento de expresion a las 48 horas post infeccion®®®. Si bien estos resultados demuestran que
las enzimas implicadas en el metabolismo de c-di-GMP tienen un rol importante durante la vida intracelular
de estas bacterias, hasta el dia de hoy, no se ha profundizado en el estudio del rol de estas enzimas durante

esta etapa del ciclo infeccioso de las bacterias del género Bordetella.
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En este capitulo analizamos el rol de BdcB en la sobrevida intracelular en macréfagos. Incluimos
en estos analisis mutantes en otras enzimas implicadas en el sistema de sefializacion por c-di-GMP.
Ademas, analizamos de qué manera BdcB podria estar vinculada con la vida intracelular de la bacteria
mediante el analisis de la expresion de varios factores de virulencia, ensayos de resistencia a estrés oxidativo

y estrés por pH.

Ensayo de sobrevida intracelular en macréfagos Raw 264.7
Con el objetivo de iniciar el estudio del rol de BdcB en la vida intracelular realizamos un ensayo

de sobrevida intracelular empleando la linea de macrofagos inmortalizada Raw 264.7 comparando la cepa
delecionada en bdcB con la cepa Bbwt.

A fin de evaluar si el efecto de hdcB es exclusivo de esta proteina en particular o si es general de
las proteinas implicadas en el metabolismo de c-di-GMP incluimos como controles, a una mutante en el
gen de otra diguanilato ciclasa: bdcA, un mutante en el gen de una fosfodiesterasa (BB2109), y un mutante
en el gen de la adhesina BrtA cuya localizacion en la membrana de la bacteria depende de c-di-GMP!7,
Para estos ensayos se empled una multiplicidad de infeccion (MOI) de 100.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 4.1.
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Figura 4.1: Ensayo de sobrevida intracelular empleando la linea celular RAW 264.7. Los macrofagos se
pusieron en contacto con las bacterias a una MOI de 100. Las placas se incubaron en 5% de COz a 37 °C, y luego a
las 1, 4 y 24 horas después de la adicion de gentamicina, se realizé en recuento bacteriano. En * se muestra que la

diferencia es significativa respecto de la cepa Bbwt al mismo tiempo ensayo (p < 0,05).

En la figura 4.1 se observa que B. bronchiseptica es capaz de sobrevivir dentro de los macrofagos
durante 1, 2, 4 y 24 horas post-infeccion, tal como ha sido reportado previamente®®'*®. Los mutantes
BbA2109, BbAbdcA y BbAbrtA presentaron un recuento de UFC/ml un orden de magnitud menor que la
cepa wild type en la primer hora post-inoculacion, indiciando una menor internalizacion, sin embargo, los
recuentos realizados a las 4 horas y 24 horas no presentaron diferencias significativas respecto de la cepa
Bbwt. Por otro lado, se observa que para la cepa BbAbdcB en la primera hora post-infeccion se recuperaron
menos bacterias en comparacion con la cepa Bbwt y, a las 4 horas y 24 horas el recuento de bacterias estaba
por debajo del limite de deteccion.

Este ensayo muestra entonces un papel importante y especifico de BdcB en la vida intracelular de
B. bronchiseptica. A partir de este resultado, consideramos importante seguir profundizando y buscar
entender de qué manera esta proteina estaria participando en este fenotipo.

Dado que en el ensayo anterior estuvo planteado de manera de hacer un screening inicial, fue
necesario repetir el ensayo de sobrevida intracelular de BbAbcdB agregando como control a la cepa
BbAbcdB complementada (BbAbcdB:bdcB) para confirmar que el fenotipo que vemos en la cepa BbAbcdB
se debe a la delecion del gen bdcB y no a otra mutacion inespecifica. Con este objetivo, revertimos la
delecion reintroduciendo una copia silvestre del gen bdcB con su propio promotor mediante doble

recombinacion homologa en la misma posicion original del genoma.
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Se eligio esta estrategia en lugar de complementar en trans desde un plasmido ya que la
sobrexpresion de bdcB, que codifica para una enzima, podria dar fenotipos diferentes a los presentes en la
cepa salvaje y dificultar la interpretacion de los resultados.

Una vez obtenida esta cepa, repetimos el ensayo de sobrevida intracelular, pero esta vez empleamos
macrofagos derivados de médula 6sea de ratones BALB/c. La estrategia experimental fue similar a la
empleada en el ensayo anterior, a excepcidon que esta vez solo ensayamos el recuento bacteriano a las 2 y 4
horas post-infeccion.

El resultado obtenido se muestra en la figura 4.2.

8 Figura 4.2: Ensayo de sobrevida
O Bbwt . . .
7 intracelular en macréfagos obtenidos
O BbAbdcB . , i
—_ a partir de médula ésea de ratones
- 6 & BbAbdcB:bdcB
% 54 BALB/c. Los macrofagos se incubaron
E 4- E con las bacterias a una MOI de 100. Las
e 3 placas se incubaron en 5% de CO2 a 37
m _ N
3 ) °C, y luego de 2 y 4 horas después de la
adicion de gentamicina, se realizd en
1-
* recuento bacteriano. En * se muestra que
—
00 .i é é 'Z' .'5 la diferencia es significativa respecto a
Horas la cepa Bbwt (p <0,05).

En este ensayo, nuevamente vemos que la cepa Bbwt es recuperada a las 2 y 4 horas post-infeccion,
mientras que la cepa BbAbcdB no es recuperada a las 4 horas post-infeccion. En cuanto a la cepa
BbAbcdB:bdcB vemos que no presenta diferencias con respecto a la cepa Bbwt indicando que la

complementacion del mutante con una copia silvestre de bdcB restituyo el fenotipo de la bacteria.

Analisis de expresion de bdcB dentro de macrofagos
Dado que BdcB tendria un rol importante en la sobrevida intracelular, hipotetizamos que la

expresion de bdcB se activaria dentro de los macrofagos. Para analizar esto, realizamos un ensayo de qRT-
PCR, empleando la cepa Bbwt para comparar el nivel de expresion de bdcB en medio SS liquido con los
niveles de expresion de bdcB dentro de los macrofagos a las dos horas post-infeccion. El resultado se

muestra en la figura 4.3.
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Como se observa en la figura, no encontramos diferencias en los niveles de expresion de bdcB entre

las dos condiciones ensayadas.

Caracterizacion de los factores de virulencia en BbAbcdB
A fin de analizar de qué manera BdcB estaria participando en la supervivencia dentro del

macrofago, analizamos la posibilidad de que la ausencia de bdcB este afectando la expresion de los factores

de virulencia involucrados en este fenotipo.

El primer factor de virulencia que analizamos fue la adenilato ciclasa (CyaA). Esta proteina
presenta su actividad adenilato ciclasa en el extremo N-terminal y en su region restante presenta un dominio
hemolisina capaz de formar canales selectivos en las membranas de los eritrocitos desencadenando asi su
hemolisis””*®. CyaA es capaz de inhibir funciones bactericidas como la capacidad fagocitica y la generacion

de especies reactivas de oxigeno de los macréfagos y puede desencadenar la apoptosis de los macréfagos

96,97 93-95,98

in vitro € in vivo

Experimentalmente, una forma de evaluar si cyad se expresa es haciendo crecer a las bacterias en
medio BGA con sangre de carnero. De esta manera, cuando la bacteria crece se forma un halo de hemolisis
alrededor de la colonia producto de la actividad hemolisina. En todos los ensayos realizados, pudimos ver
que las cepas con las que trabajamos (Bbwt, BbAbcdB 'y BbAbcdB:bdcB) producen esos halos de hemolisis
alrededor de las colonias (resultados no mostrados). Ademas, cuantificamos la expresion de cyad por qRT-

PCR de Bbwt, BbAbcdB y BbAbcdB:bdcB a partir de ARN extraido de bacterias cultivadas en medio liquido
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SS durante 16 horas. Los resultados se muestran en la figura 4.4 donde se puede ver que las cepas analizadas

no presentan diferencias significativas respecto a la cepa Bbwt.
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Figura 4.4: Niveles de expresion de factores de virulencia en las cepas Bbwt, BbAbcdB y BbAbcdB:bdcB
mediante qRT-PCR. Las muestras de ARN fueron obtenidas a partir de cultivos liquidos incubados en medio
SS durante 16 horas a 37 °C. El ensayo es el resultado de tres replicas bioldgicas con 4 réplicas técnicas. En *

se marca que la diferencias es significativa con un p <0,01.

Otro factor de virulencia que analizamos fue la adhesina Hemaglutinina filamentosa (FHA), una
adhesina que permite la adherencia a los macrofagos, y otras lineas celulares'.

Para analizar niveles de expresion de esta adhesina, realizamos nuevamente ensayos de qRT-PCR
de ARN obtenidos a partir de cultivos overnight en medio de cultivo SS de la cepa Bbwt, la cepa BbAbcdB
y la cepa BbAbcdB:bdcB. En la figura 4.4 se puede ver que el nivel de expresion de fhaB en la cepa BbAbcdB
no presenta diferencias significativas respecto al de la cepa Bbwt, mientras que la cepa BbAbcdB:bdcB

presenta un nivel de expresion menor respecto de la cepa Bbwr.
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Por otro lado, empleando las cepas Bbpvacio, BbAbcdBpvacio y BbpbdcB realizamos Western blot
con anticuerpos primarios anti-FHA. Sin embargo, no observamos diferencias en la produccion de FHA en

las tres cepas ensayadas (Figura 4.5).

"'——\ ‘* _~ FHA Figura 4.5: Westerm blot realizados con

Q anticuerpos anti-FHA de muestras de proteina

S total obtenidas en cultivos realizados en SS.

Analizamos también por qRT-PCR los niveles expresion de otros factores de virulencia como la
toxina dermonecrotica (dnt), pertactina (prn) y fimbria (fimD), los cuales también han sido reportados como
importantes factores de virulencia. Sin embargo, no observamos diferencias significativas en los niveles de
expresion de estos genes en la cepa BbAbcdB respecto la cepa Bbwt (figura 4.4). Por otro lado, la cepa
BbAbcdB:bdcB no presentd diferencias significativas en los niveles de expresion de dnt y fimD pero
presento un nivel de expresion del gen prn significativamente menor comparado con la cepa Bbwt.

En conclusion, BbAbcdB no presenta diferencias de expresion de los factores de virulencia
analizados respecto a la cepa Bbwt. Por lo que no podemos asociar la incapacidad de la bacteria de

sobrevivir dentro de los macrofagos a defectos en la expresion de estos factores de virulencia.

Analisis del rol de BdcB en la respuesta a estrés oxidativo y de pH
Resistencia de BbAbcdB al peréxido de hidrogeno
Dado que dentro los macrofagos las bacterias son sometidas a mecanismos potencialmente

bactericidas, como la generacion y liberacion de especies reactivas de oxigeno (radicales de superdxido y
oxido nitrico), nos propusimos evaluar si BdcB presenta un rol en la respuesta a estrés oxidativo. Para ello
realizamos un ensayo que consistio en someter a las bacterias (Bbpvacio, BbAbcdBpvacio y BbpbdcB), a
un estrés oxidativo de perdxido de hidrogeno (H,O>) durante 20 minutos a 37 °C. Realizamos un recuento
al inicio del ensayo (antes de agregar el H>O) y otro al finalizar. Con el recuento inicial y final de cada una
de las bacterias calculamos el porcentaje de bacterias vivas respecto del valor inicial, y a partir de estos
valores realizamos el grafico (Figura 4.6.A).Como se puede observar en la figura, solo el 10 % de bacterias
sobrevive tras ser sometidas al H,O, sin embargo, las tres cepas ensayadas presentan un porcentaje de

sobrevida similar.
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Otra estrategia que empleamos para analizar la sensibilidad al peroxido de hidrogeno de las
distintas cepas fue la prueba de difusion por disco. La misma consiste en cultivar a las bacterias en medio
solido en presencia de un disco embebido con 10 pl de H,O, 200 mM durante 24 horas. Finalizado el tiempo
de incubacion se midieron los halos de inhibicion del crecimiento alrededor del disco. Los resultados se
muestran en la figura 4.6.B donde se puede apreciar que los diametros de los halos de inhibicion de

desarrollo son similares para las tres cepas ensayadas.
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Figura 4.6: Ensayo de sensibilidad al peroxido de Hidrogeno (A) Se muestra el porcentaje de bacterias que
sobrevivieron después de ser sometidas a una concentracion de H>O:2 8,82 mM durante 20 minutos. (B) Ensayo
de difusion por disco con las cepas Bbpvacio, BbAbcdBpvacio y BbAbcdBpbdcB. Sobre el césped bacteriano
inoculado sobre la placa, se agregd un disco de papel de filtro y sobre el mismo 10 ul de 200 mM de H20o.
Los graficos representan el promedio y la desviacion estandar de tres réplicas biologicas (tres réplicas técnicas

por experimento).

Crecimiento a pH acido

Otro mecanismo bactericida al que pueden estar sometidas las bacterias dentro del macrofago es el
pH éacido. Estudios transcriptomicos realizados con B. bronchiseptica han mostrado que varios genes
expresados durante la supervivencia intracelular son similares a los expresados en respuesta a la exposicion
a un pH bajo (pH inferior a 4,0) después de una previa adaptacion al acido (pH =5,5)'5"!>°. Con lo cual,
otra de las hipotesis por las cuales BdcB podria estar involucrada en la persistencia dentro de los

macrofagos, es a través de la induccion de la resistencia al estrés por pH acido.
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A fin de evaluar esta hipdtesis realizamos curvas de crecimiento de la cepa BbAbcdBpvacio
comparandola con la cepa control Bbpvacio, en distintas condiciones de acidez.

El pH optimo de crecimiento de B. bronchiseptica es cercano a la neutralidad. El medio SS
recomendado para su cultivo tiene un pH= 7,2. A medida que desciende el pH, la velocidad de crecimiento
es menor, y presenta una velocidad de crecimiento minima en un pH cercano a 4,5 '3*?%, En nuestros
ensayos seleccionamos un pH levemente acido cercano al 6ptimo (pH:6,0), un pH cercano al minimo (pH=
5,0) y un pH intermedio entre estos dos (pH=5,5), ademas de incluir como control el pH 6ptimo: 7,2.

Con el objetivo de trabajar en un sistema Bafch manteniendo el pH practicamente constante hasta
el final del cultivo, realizamos modificaciones en la composicion del medio SS original. En particular,

cambiamos el tipo y la concentracion de buffer empleado (Tabla 4.1)%66267,

Medio de cultivo Sustancia Buffer Concentracion (mM) PH inicial del cultivo
SS original Tris (pKa: 8.06, 25°C) 12,5 7,2
SS modificado MES (pKa: 6.10, 25°C) 20,0 6,0-4,0

Tabla 4.1: Soluciones buffer empleadas para analizar el crecimiento a pH acido

Ademés, a fin de minimizar la duracion de la fase lag del crecimiento bacteriano partimos de un
indculo inicial con una concentracion bacteriana de 6x10% bacterias/ml (equivalente a una DOesonm de
0,250). Los ensayos fueron realizados en agitacion a 37 °C. Las cinéticas de crecimiento bacteriano

obtenidas para ambas cepas a los distintos pHs se muestran en la siguiente figura.
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A.
2.5- ,
@ BbpvaciopH 7,2
2.0 g 5] B BbABdcbpvacio pH 7.2
£ A Bbpvacio pH 6.0
£ 1.5 a® =z pvaciop
3 ® 4 2 vV BbABdcbpvacio pH 6.0
0 1.04 -. Ay ¢ ¢ Bbpvacio pH 5.5
0.54 & YX@ o © © © BbABdcbpvacio pH 5.5
o g a & & &6 & ’
* & & < Bbpvacio pH 5.0
0-0 I I I I 1 -
0 2 4 6 8 10 £ BbABdcbpvacio pH 5.0
Tiempo (horas)
B.
pH Velocidad de crecimiento Velocidad de crecimiento
() Bbpvacio () BbAbdcBpvacio
7,2 0,100 0,089
6,0 0,085 0,086
5,5 0,050 0,049
5,0 0,032 0,033
Figura 4.7: Curvas de crecimiento en medios acidos. (A) Cinética de crecimiento de las cepas Bbpvacio y
BbAbdcBpvacio en medio de cultivo SS a distintos pHs (7,2; 6,0; 5,5; 5,0). (B) Velocidades de crecimiento (p)
de las cepas Bbpvacio y BbAbdcBpvacio calculadas a partir de los resultados obtenidos en (A).

Tal como esta reportado en la bibliografia, la cepa de B. bronchiseptica control (Bbpvacio) presenta la
mayor velocidad de crecimiento a pH cercano a la neutralidad (pH= 7,2), mientras que a pH mas acidos su
velocidad de crecimiento va disminuyendo, y a un pH= 5,0 practicamente no se observa crecimiento.
Cuando comparamos el comportamiento de BbAbdcBpvacio con esta cepa control vemos que no hay

diferencias en sus velocidades de crecimiento en los distintos pH analizados.

Ensayo de muerte a pH= 4
Por tultimo, evaluamos qué sucede con estas cepas a un pH en el cual las bacterias no pueden

sobrevivir.
Para llevar a cabo este andlisis disefiamos un ensayo que consistié en someter a las bacterias a un

pH 4cido bactericida en medio SS y realizar el recuento de bacterias inicial y final. Sin embargo, antes de
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realizar el ensayo propiamente dicho, hubo que definir y poner a punto una serie de parametros como son
el pH del medio de cultivo, el tiempo de incubacion y el indculo de bacterias iniciales. Esta puesta a punto
es importante dado que a pHs muy bajos, tiempos muy largos o indculos muy chicos la poblacion bacteriana
podria no resistir las condiciones haciéndose imposible apreciar diferencias entre las diferentes cepas. En
el otro extremo, si las condiciones fueran no letales, permitian que toda la poblacion sobreviva. Para ello
se ensayaron tiempos (2 y 4 horas), dos pHs (pH= 4,5 y pH= 4,0) y dos indculos (3x10° bacterias/ml y
3x108 bacterias/ml).

El ensayo final utilizado consistié en la incubacion de un inéculo de 3x10° bacterias/ml en medio
SS suplementado con MES a un pH =4,0 durante 4 horas en agitacion a 37 °C. A partir del recuento inicial
de bacterias (tiempo 0) y el recuento final (tiempo 4 horas) calculamos la fraccion de bacterias vivas para
cada cepa y lo normalizamos respecto al valor obtenido para la cepa Bbpvacio. El resultado obtenido tanto

para la cepa Bbpvacio, BbAbdcBpvacio y BbAbdcBpbdcB se muestran en el siguiente grafico (figura 4.8).

*
2.0 Figura 4.8: Resistencia a estrés por pH acido.
’ | Cada una de las cepas fue incubada en una
es 15 cantidad inicial de 3x10° bacterias/ml en medio
& § ' * SS suplementado con MES a un pH= 4,0
I o
:3 I 1 durante 4 horas en agitacion a 37 °C. En el
1.0 . .
g g —|- grafico se muestra la relacion de la proporcion
>
E = de Dbacterias recuperadas respecto a la
o= -
b 2 0.5 proporcion de bacterias recuperadas en la cepa
Bbpvacio. El grafico representa el promedio de
0.0 I | tres replicas biologicas, con tres réplicas
’bc"\o \06& &PQ, técnicas por cepa. En * se muestra que la
S R diferencias es significati toal
@.Q S Q)'Q iferencias es significativa respecto a la cepa
\060 Bbpvacio con un p < 0,05.
\
Q;O

Como se observa en el grafico, la proporcion de bacterias recuperadas BbAbcdB fue
significativamente menor (un 25 %) respecto de la fraccion de bacterias recuperadas de la cepa Bbpvacio.
Es decir que hubo una mayor proporcion de bacterias BbAbcdB que se murieron en presencia del medio SS
a pH= 4 respecto de la cepa Bbpvacio. En cambio, cuando complementamos la cepa BbAbcdB con el
plasmido que sobreexpresa bdcB la fraccion de bacterias recuperadas fue 1,5 veces mayor que la recuperada

en la cepa Bbpvacio.
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El aumento en la sobrevida de BbAbcdBpbdcB podria deberse al incremento en los niveles de c-di-
GMP, que por algin mecanismo aun desconocido mejore la sobrevida en B. bronchiseptica. A fin de
analizar si este aumento es especifico en la sobreexpresion de bdcB o se debe al aumento en los niveles de
c-di-GMP realizamos un ensayo evaluando la sobrevida a pH= 4,0 de la cepa que sobreexpresa el gen de la
diguanilato ciclasa bdcA (BbpbdcA), que es otra diguanilato ciclasa activa, capaz de aumentar los niveles
de c-di-GMP*¥*, Razonando que si el aumento en el porcentaje de sobrevida de la cepa BbpbdcB se debe al
aumento en los niveles de c-di-GMP, la cepa BbpbdcA4 también presentard el mismo comportamiento.

El resultado obtenido se muestra en la figura 4.9. Tanto BbpbdcB como BbpbdcA muestran una

mayor proporcidn de bacterias recuperadas respecto de la cepa Bbpvacio en las condiciones ensayadas.

*
2.5 I * 1 Figura 4.9: Resistencia a estrés por pH acido.
| Cada una de las cepas fue incubada en una cantidad
0 —~
T 0o 2.0 de 3x10° bacterias/ml en medio SS suplementado
o o
© g con MES aun pH =4,0 durante 4 horas en agitacion
55 157 L .
p g : a 37 °C. En el grafico se muestra la relacion de la
3 g 1.0 cantidad de bacterias recuperadas respecto a la
P E ’ proporcion de bacterias recuperadas en la cepa
~©
-3 © 0.5 Bbpvacio. El grafico representa el promedio de tres
n - =
replicas bioldgicas, con tres réplicas técnicas por
0.0 I I cepa. En * se muestra que la diferencias es
, significativa respecto a la cepa Bbpvacio p <0,05.
& 6"0 60?'
> O Q
Y R
R R O'Q
M ®

Como resultado de estos ensayos podemos concluir que el aumento en los niveles de c-di-GMP
inducido por la sobreexpresion de diguanilato ciclasas activas aumenta la capacidad de B. bronchiseptica

de resistir al estrés por pH acido, y en particular BdcB estéd involucrada en la respuesta a este tipo de estrés.
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Discusion

En este capitulo evaluamos el rol de BdcB y otras proteinas implicadas en la sefializacion por c-di-
GMP en la sobrevida intracelular de B. bronchiseptica. La accidon reguladora de c-di-GMP es pleiotropica
y extremadamente diversa; abarca mecanismos transcripcionales, postranscripcionales y postraduccionales,
e involucra a muchos componentes celulares. A lo largo de los afios se han recopilado pruebas convincentes
sobre el vinculo entre la sefializacion de ¢c-di-GMP y la virulencia en diversas especies bacterianas'®. Sin
embargo, aunque sabemos que este sistema de sefializacion esta presente en Bordetella spp, no se ha
descripto su rol en fenotipos relacionados con la patogénesis. En este sentido, si bien la proteina BvgR
presenta un dominio EAL degenerado y su rol en la regulacion de los factores de virulencia ha sido descripto

en varios trabajos!3!:152

, o hay aln evidencias contundentes que permitan vincular a la mencionada BvgR
con mecanismos de regulacion dependientes de c-di-GMP. Con lo cual, este ensayo representa el comienzo
del estudio del sistema de sefializacion por c-di-GMP en mecanismos relacionados con la vida de la bacteria
en contacto con células del sistema inmune, como son los macrofagos.

Como se describe en este capitulo, en los ensayos de infeccion de macréfagos in vitro encontramos
que los mutantes BbA2109, BbAbdcA, BbAbrtA y BbAbdcB presentaron un recuento de UFC/ml menor en
la primera hora post-infeccion respecto al de la cepa control. Esto podria deberse a una disminucién en la
capacidad de la bacteria de poder adherirse a las células eucariotas. BrtA es una adhesina que fue descripta
por nuestro grupo de trabajo por tener un rol importante en la formacion de biofi/m. Para que BrtA puede
estar anclada en la membrana de la bacteria se requiere que la proteina LapD una c-di-GMP y mantenga
secuestrada en el periplasma a la proteasa LapG'”®. Una de las diguanilato ciclasas implicada en suministrar
el c-di-GMP a LapD es BdcA. Con lo cual, el fenotipo observado en el mutante bdcA puede deberse también
a un defecto en la acumulacion de BrtA en la membrana. Hemos demostrado también que BdcA requiere
de BB21009 para ser activa, por lo que no podemos descartar que el efecto observado en el mutante BbA2109
se deba también a un defecto en la localizacion de la adhesina BrtA?*°. La ausencia de BdcB mostrd un
comportamiento similar a estos mutantes una hora post-infeccion. Como vimos en el capitulo 2, la ausencia
de BdcB también afecto la formacion de biofilm, lo que podria indicar también que BdcB este participando
en la regulacion de alguna adhesina importante para estos dos fenotipos.

Por otro lado, la cepa BbAbdcB fue la inica que no pudo ser recuperada a partir de las cuatro horas
post-infeccion. En este punto merecen ser consideradas dos posibilidades: (I) que el mutante este siendo
fagocitado por los macrofagos y que por alguna razén la ausencia de BdcB impida la persistencia de la
bacteria dentro del mismo, o (II) que BbAbdcB presente una toxicidad aumentada e induzca la muerte de
las células eucariotas. En este capitulo solo consideramos y analizamos la primera posibilidad, mientras

que la segunda sera evaluada en el proximo capitulo.
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Independientemente de cual sea el motivo por el cual BbAbdcB no es recuperada en contacto con
los macrofagos hay varios puntos que merecen ser discutidos. En primer lugar, de todas las cepas mutantes
en diguanilato ciclasas y fosfodiesterasas analizadas, la Unica en presentar este fenotipo fue la cepa
BbAbdcB. En el contexto del estudio de c-di-GMP, este resultado es sumamente interesante ya que dada la
redundancia de las diguanilato ciclasas presentes en los genomas bacterianos suele ser dificil determinar
fenotipos afectados por la delecion de una en particular. Por ejemplo, en Salmonella typhimurium 10 de 20
enzimas implicadas en el metabolismo de c-di-GMP afectaron la capacidad de invadir células eucariotas y
6 de las 20 afectaron la induccion de IL-8 producida por las células epiteliales cuando son infectadas con

268

S. typhimurium=°. Otro ejemplo es el caso del patdogeno oportunista P. aeruginosa en el que solo la delecion

de 1 de los 39 genes en diguanilato ciclasas y fosfodiesterasas aboli6 completamente la virulencia de la

269 Estos resultados dan cuenta

bacteria mientras que 3 de estos genes redujeron parcialmente la virulencia
de la importancia del hallazgo de la relacion entre BdcB y la capacidad de B. bronchiseptica de sobrevivir
a la infeccion en macrofagos.

Dado que identificamos un fenotipo especifico en el que BdcB estaria participando, fue logico
suponer que la expresion de bdcB estaria aumentada en esta condicion. Sin embargo, cuando comparamos
los niveles de expresion de bdcB dentro del macrofago y fuera del mismo no observamos diferencias.
Ensayos transcriptomicos de B. bronchiseptica RB50 dentro de macrofagos, usando la misma linea celular
murina empleada por nosotros (RAW 264.7), tampoco mostraron un aumento a nivel transcripcional de

159 Con lo cual se podria suponer que BdcB tiene algiin tipo de regulacion post-transcripcional que

este gen
le permitiria activarse frente a una determinada condicion o sefial. Hasta la fecha se han descripto dos
mecanismos de activacion posibles (I) La diguanilato ciclasa podria estar formando un dimero inactivo en
la que los dos dominios GGDEF requeridos para la sintesis de c-di-GMP no estén enfrentados o en la
orientacion correcta y frente al sensado de la sefial cambien de conformacion y se reorienten correctamente.
Un ejemplo de este mecanismo de regulacion se observa en la diguanilato ciclasa DosC de E. coli que se
compone de tres dominios consecutivos (GLOBIN-MID (dominio medio)-GGDEF). Frente al sensado de
oxigeno por parte del dominio GLOBIN se producen rearreglos dentro del dimero que definen el estado
activo de la enzima®”. El segundo mecanismo de activacion descripto (II) consiste en la dimerizacion de
los monémeros frente al sensado de la sefial. Es el caso de la diguanilato ciclasa WspR que en su forma
inactiva se encuentra como mondmero, y frente a la fosforilacion de su dominio REC se induce su
dimerizacion para establecer el estado cataliticamente activo'®’.

A fin de dilucidar el mecanismo por el cual BdcB contribuye a aumentar la capacidad de sobrevida
intracelular de B. bronchiseptica analizamos la expresion de varios factores de virulencia, sin embargo, no
observamos diferencias de expresion de estos factores entre BbAbcdB y la cepa silvestre. Dado que dentro

de los macrofagos las bacterias estan sometidas a distintos tipos de estreses, analizamos el rol de BdcB en
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la resistencia de B. bronchiseptica al estrés por H>O,. Sin embargo, tampoco encontramos diferencias en el
comportamiento de la cepa mutante comparado con la cepa silvestre.

En la ultima parte del trabajo nos enfocamos en estudiar el rol de BdcB en la capacidad de B.
bronchiseptica de resistir a pHs acidos. La tolerancia al estrés acido parece ser fundamental para la
supervivencia intracelular de B. bronchiseptica'*. Se ha demostrado que este patogeno puede persistir
dentro de las células huésped, incluso en los fagosomas que se acidifican hasta un pH de 4,5 a 5,0 después

de la infeccion bacteriana'>*

. Ensayos in vitro presentados aqui y por otros autores concuerdan con que la
viabilidad de las bacterias B. bronchiseptica en fase virulenta no disminuye significativamente cuando se
cultivan a pH tan bajo como 4,5, pero se ve afectada cuando el pH del medio es igual o menor a 4,07,

Al analizar la cepa delecionada en bdcB pudimos ver que su viabilidad no se vio afectada en
condiciones acidas no letales, pero si presentd una sobrevida menor cuando fue expuesta a un pH letal (pH=
4,0) respecto de la cepa silvestre. En un trabajo realizado por Fingermann y Hozbor, muestran que B.
bronchiseptica 9.73 H' presenta un aumento en la viabilidad a pH letal cuando las bacterias son expuestas
previamente a un pH subletal, fendmeno conocido como respuesta de tolerancia al acido (ATR)*%"!, La
exposicion previa a condiciones acidas intermedias provoca cambios en esta bacteria que inducen su
resistencia a la exposicion a condiciones extremadamente acidas que de otro modo serian letales. Este
fenomeno se correlaciono, al igual que en otros microorganismos como E. coli, S. typhimurium y
Streptococcus faecalis, con cambios en los componentes asociados a la membrana y a la superficie

bacteriana?’!?7?

, indicando con esto que la composicion de la membrana es importante para favorecer la
sobrevida de la bacteria en condiciones de estrés acido. Por ejemplo, detectaron cambios en el LPS de B.
bronchiseptica®®®. El LPS extraido de bacterias cultivadas en condiciones 4acidas mostré una mayor
proporcion de banda B (compuesta por el lipido A y core oligosacaridico) y una menor cantidad de antigeno
O que a pH neutro. Ademas, el pH acido indujo la produccion de la proteasa DegP que permite el
procesamiento y la maduracion de la adhesina FHA*, como asi también se indujeron varias chaperonas
periplasmaticas que podrian favorecer el plegamiento de proteinas desnaturalizadas®”. Con lo cual,
podriamos inferir que el defecto en la sobrevida a pH 4cido del mutante en bdcB podria deberse a algiin
defecto en la membrana, ya sea por un defecto en la expresion de genes relacionados con LPS o cambios
en su composicion, defectos en la expresion de otro expolisacarido, o defectos en expresion o localizacion
de alguna adhesina, entre otros. El defecto en alguno de estos componentes podria explicar también el
defecto del mutante en bdcB en la capacidad de esta bacteria en la formacion de biofilm.

Adicionalmente, la sobreexpresion de bdcB condujo a un aumento en la resistencia a pH acido. A
fin de determinar si este aumento era especifico de BdcB o si era producto de un aumento en los niveles de
c-di-GMP, analizamos el efecto de la sobreexpresion de BdcA. En este caso, también pudimos ver que su

sobreexpresion aumento la resistencia de la bacteria a pH acido letal. Con lo cual podemos suponer que el
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c-di-GMP esté involucrado en mecanismos que le permiten a la bacteria resistir a estrés acido. Como
mencionamos anteriormente, este comportamiento puede explicarse por modificaciones en la composicion
y en la integridad de la membrana bacteriana mediadas por proteinas asociadas a la homeostasis del c-di-

GMP.
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Introduccion
Como hemos descripto previamente, el c-di-GMP y las enzimas implicadas en su metabolismo

participan en la regulacion de fenotipos asociados a la interaccion con las células del sistema inmune. En
el capitulo anterior analizamos el rol de BdcB en la interaccion de B. bronchiseptica con los macrdfagos y
encontramos que BdcB es un factor necesario para garantizar la sobrevida durante el proceso de infeccion.

En este capitulo analizamos el aporte de BdcB a la citotoxicidad de B. bronchiseptica sobre los
macrofagos.

La regulacion de la concentracion de c-di-GMP se ha asociado a la virulencia en diversas bacterias.
Por ejemplo, se ha visto que la citotoxicidad de Burkholderia pseudomallei sobre las células THP-1 de
macrofagos humanos se redujo seis veces en ausencia de la fosfodiesterasa CdpA?™. Las cepas de
Legionella pneumophila que sobreexpresan la diguanilato ciclasa CdgS fueron menos citotoxicas para los
macrofagos THP-1%7. En P. aeruginosa la delecion de pvrR, que codifica una supuesta fosfodiesterasa, o
fimX, que codifica una proteina con dominios GGDEF y EAL degenerados, produjeron una reduccion en
la citotoxicidad sobre células CHO?®,

En este capitulo analizamos el rol de BdcB en la citotoxicidad de B. bronchiseptica mediante dos
técnicas diferentes. En primer lugar, cuantificamos la liberacion de la enzima lactato deshidrogenasa al
sobrenadante de cultivo de macréfagos infectados con B. bronchiseptica silvestre y cepas que presentan
diferentes niveles de expresion de bdcB. En segundo lugar, medimos la muerte celular de los macréfagos
infectados mediante un ensayo con ioduro de propidio.

Teniendo en cuenta que en B. bronchiseptica el SST3 juega un rol importante en la capacidad
citotoxica de esta bacteria, analizamos la expresion de algunos componentes de este sistema en la cepa
BbAbdcB. Por ultimo, con el fin de analizar si BdcB tiene efecto sobre la respuesta inmune producida por
los macréfagos infectados con B. bronchiseptica, analizamos la produccion de citoquinas en sobrenadantes

de cultivo de las cé€lulas infectadas con las cepa Bbwt, BbAbdcB y BbAbdcB:bdcB.

Estudio del rol de BdcB en la citotoxicidad de B. bronchiseptica sobre macrofagos
En el capitulo anterior observamos que la cepa delecionada en bdcB no es recuperada de los

macrofagos a las 4 horas post-infeccion. A fin de continuar analizando de qué manera BdcB podria estar
afectando la fagocitosis de B. bronchiseptica realizamos una medida de citotoxicidad generada por la
bacteria en contacto con los macrofagos a través de un ensayo de liberacion de la enzima Lactato
deshidrogenasa (LDH) empleando un kit comercial. Esta enzima se libera al medio de cultivo solo cuando
la célula esta lisada; con lo cual, su medicion da un valor cuantitativo de la pérdida de la viabilidad celular.

Para llevar a cabo este ensayo utilizamos cultivos primarios de macrofagos obtenidos de médula

osea de ratones BALB/c y C57BL/6j y los infectamos con las cepas Bbwt, BbAbdcB y BbAbdcB:bdcB
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empleando multiplicidades de infeccion (MOI) de 1, 10 y 100. Transcurridas 4 horas post-infeccion

separamos los sobrenadantes y realizamos la cuantificacion de actividad LDH sobre los mismos.

Los resultados se muestran en la figura 5.1.
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Figura 5.1: Medida de la liberacién de LDH. Se emplearon macrofagos obtenidos de médula 6sea de ratones
(A) BALB/c y (B) C57BL/6j. Se ensayaron diferentes MOI: 1, 10 y 100. El porcentaje de citotoxicidad se calculo
respecto al valor de absorbancia obtenido para el control positivo provisto por el kit. Los resultados que se
muestran corresponden a tres réplicas independientes con 8 réplicas técnicas por ensayo. Con* se muestra que la
diferencia es significativa respecto a la cepa Bbwt a MOI=1. Con ** se muestra que la diferencia es significativa

respecto a la cepa Bbwt MOI=10 con un p <0,05.

Al analizar los porcentajes de citotoxicidad de la cepa Bbwr vemos que a medida que aumenta la

multiplicidad de infeccion aumenta el porcentaje de citotoxicidad tanto en la infeccion con macrofagos
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obtenidos de médula 6sea de ratones BALB/c (figura 5.1.A) como de los obtenidos de ratones C57BL/6j
(figura 5.1.B). Esta dependencia del porcentaje de citotoxicidad con la multiplicidad de infeccion en B.
bronchiseptica ya ha sido descripta por varios autores'>%!3%27 Por otro lado, cuando comparamos la
citotoxicidad de la cepa BbAbdcB con las cepas control vemos que a una MOI= 1 la citotoxicidad de la cepa
BbAbdcB es significativamente mayor tanto en los ensayos realizados con macréfagos BALB/c como con
macrofagos obtenidos de ratones C57BL/6j. Mientras que a MOI= 10 y MOI= 100 no se observan
diferencias significativas entre estas dos cepas ensayadas. Por otro lado, la cepa complementada
BbAbdcB:bdcB presenta un comportamiento similar a la cepa Bbwt en todas las MOI ensayas.

Con el fin de confirmar los resultados anteriores, evaluamos la citotoxicidad de las bacterias
mediante un ensayo de infeccion en presencia de Ioduro de Propidio (IP). El IP es un compuesto
fluorogénico que se une estequiométricamente a los acidos nucleicos, pero es incapaz de atravesar las
membranas de las células, por lo que solo se une al ADN de células muertas. Con lo cual, la intensidad de
la fluorescencia observada en presencia de este compuesto es proporcional al dafio celular.

Para esta evaluacion incubamos a las bacterias con los macréfagos en un medio con IP y medimos
la fluorescencia en funcién del tiempo. Asi como en los ensayos de LDH, estos ensayos fueron realizados
empleando macrofagos obtenidos a partir de médula 6sea de ratones BALB/c y C57BL/6j y analizamos
diferentes MOI (MOI 1, 10 y 100). Como control positivo incubamos a los macréfagos con Triton-X 100,
un detergente que lisa a lo macrofagos, y como control negativo incubamos a los macréfagos con el medio
de cultivo con IP.

En la figura 5.2 se muestran los resultados obtenidos para los ensayos realizados a MOI= 1 con

macrofagos BALB/c (figura 5.2.A y 5.2.B) y C57BL/6j (figura 5.2.Cy 5.2.D)
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Figura 5.2: Ensayo de muerte celular con ioduro de propidio. Las bacterias se pusieron en contacto con los macrofagos
obtenidos de médula 6sea de ratones BALB/c (A'y B) y C57BL/6j (C y D) en un medio de cultivo conteniendo ioduro de
propidio empleando una MOI = 1. En (A) y (C) Se muestra la fluorescencia (Aexc. 535nm- Aemi. 624nm) en funcion del
tiempo obtenida para cada una de las cepas en contacto con los macréfagos. En (C) y (D) Se muestran los valores de

fluorescencia obtenidos para cada una de las cepas a las 4 horas post-infeccion.

En la figura 5.2.A vemos que a medida que transcurre el tiempo se produce un incremento en la
fluorescencia para todas las cepas. Durante las primeras tres horas post-infeccion (10800 segundos) las tres
cepas presentan un incremento de fluorescencia similar, pero a tiempos posteriores la cepa BbAbdcB
comienza a incrementar la fluorescencia mas rapidamente que la cepa Bbwt y la cepa BbAbdcB:bdcB, hasta
que a las seis horas las tres curvas alcanzan un valor maximo de fluorescencia cercano a 10000. Este

comportamiento se puede observar tanto en macrofagos BALB/c como C57BL/6j (figura 5.2.C).
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Los graficos que se muestran en las figuras 5.2.B y 5.2.D corresponden a la fluorescencia medida
a las 4 horas post-infeccion (14400 segundos). Como se puede ver, la fluorescencia medida a este tiempo
para las fosas donde estan en contacto los macrofagos con la cepa BbAbdcB es mayor a la fluorescencia
obtenida en los macrdéfagos en contacto con la cepa Bbwt o BbAbdcB:bdcB.

En la figura 5.3 se muestran los resultados obtenidos en los ensayos con MOI= 10 y MOI= 100.
En los ensayos realizado con MOI= 10 (figura 5.3.A y 5.3.C) podemos ver que la fluorescencia va
aumentando rapidamente para tres cepas ensayadas. En las primeras tres horas del ensayo, la cepa BbAbdcB
presenta un mayor aumento en la fluorescencia respecto de las cepas Bbwt y BbAbdcB:bdcB, pero a tiempos
mayores todas las cepas alcanzan el mismo valor de fluorescencia maximo. Los resultados obtenidos para
MOI= 10 en macréfagos C57BL/6j y BALB/c coinciden entre si.

Para el caso de los ensayos realizados a MOI= 100 (figura 5.3.B y 5.3.D) vemos un rapido
incremento en la fluorescencia para las tres cepas ensayadas y en menos de una hora de iniciado el ensayo
todas las cepas alcanzan el valor maximo de fluorescencia.

Es necesario destacar que los ensayos a MOI= 10 y MOI= 100 fueron realizados con un lote de
colorante IP diferente al empleado a MOI= 1. Probablemente esto hizo que la fluorescencia para MOI= 1

alcanzara valores mucho mas altos (10000) que a MOI= 10 y 100 (6000).
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Figura 5.3: Ensayo de muerte celular con ioduro de propidio. Las bacterias se Bowit
pusieron en contacto con los macréfagos obtenidos de médula 6sea de ratones BALB/c BbAbdCB
y C57BL/6j en un medio de cultivo conteniendo ioduro de propidio empleando MOI 10 BbAbdcB:bdcB
y MOI 100. En (A) se emplearon macréfagos BALB/c y una MOI = 10, en (B)
macrofagos BALB/c y MOI = 100 en (C) macréfagos C57BL/6j y MOI 10 y en (D)
macrdéfagos C57BL/6j y MOI= 100.

En resumen, estos resultados muestran que los macréfagos en contacto con la cepa BbAbdcB se

mueren antes que en presencia de la cepa Bbwt o BbAbdcB:bdcB a MOI= 1 y MOI= 10. Este resultado

coincide con el resultado de LDH donde demostramos que BbAbdcB presenta una mayor citotoxicidad a

MOI= 1. A MOI= 100 la muerte celular es tan rapida que se alcanza el valor méximo de fluorescencia en

menos de una hora, por lo que, probablemente debido a esto, no podemos ver diferencias significativas

entre las curvas de las diferentes cepas.
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Analisis del Sistema de secrecion tipo 3

En el capitulo anterior analizamos la expresion de cinco factores de virulencia que han sido
ampliamente descriptos y analizados por ser importantes para la patogénesis de Bordetella spp.

Dado que en los ensayos de medida de LDH y en el ensayo con IP vemos que la cepa BbAbdcB
presenta una mayor citotoxicidad respecto de la cepa Bbwt decidimos seguir profundizando en la
caracterizacion de otro factor de virulencia, el sistema de secrecion tipo 3 (SST3). Este sistema es requerido
para ejercer un efecto citotoxico sobre diferentes células eucariotas fagociticas y no fagociticas y es
responsable de provocar la muerte celular muy rapida en macrofagos y lineas epiteliales!!®!4,
Adicionalmente, estudios previos en nuestro grupo de trabajo han demostrado que el ¢-di-GMP regula la
expresion de este sistema®*,

Para llevar a cabo este analisis, en primer lugar, analizamos la produccion de la proteina Bsp22.
Esta proteina es la mas abundante de la porcion extracelular del SST3. Se la puede encontrar adherida a la
superficie de la bacteria o libre en el sobrenadante de cultivo. Con lo cual, realizamos un ensayo de dot blot
a fin de analizar la presencia de la proteina en la superficie bacteriana. Ademas de analizar a la cepa Bbwt
y BbAbdcB, empleamos como control a la cepa BbpbdcB que sobreexpresa a bdcB. Como anticuerpo
primario empleamos anticuerpos anti-Bsp22 de ratén y como anticuerpo secundario un anticuerpo anti-IgG
de raton conjugado a HRP. El resultado se muestra en la figura 5.4.A, donde se puede apreciar una mayor
presencia de Bsp22 en la cepa BbAbdcB comparada con la cepa Bbwt, mientras que la cepa BbpbdcB
presenta una menor produccion respecto de la cepa Bbwt. Estos resultados son coherentes con estudios
previos publicados por nuestro grupo que muestran que la sefializacion por ¢-di-GMP inhibe la expresion
de SST3 2%

En segundo lugar, analizamos la presencia de Bsp22 en los sobrenadantes de cultivo mediante la

técnica de Western blot.
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A.
-~ Bsp22

- Bsp22

Figura 5.4: Analisis de la produccion de la
proteina Bsp22 (A) en la superficie bacteria
mediante la técnica de dot blot, y (B) en los
sobrenandates de medio de cultivo mediante
weterm  blot. El sobrenadante  fue
concentrado  mediante  centrifugacion
empleando filtros de corte de 10 kDa. Las
muestras obtenidas fueron cuantificadas por
la técnicade cuantificacion por Bradford.

Como control de carga se muestra el gel de

poliacrilamida tefiido con Coomasie blue.

De manera similar a los resultados del dot blot, el sobrenadante de la cepa BbAbdcB presentd una
mayor cantidad de la proteina Bsp22 respecto de la cepa Bbwt, mientras que, la sobreexpresion de bdcB
condujo a una reduccion en los niveles de esta proteina (figura 5.4.B).

Seguidamente decidimos analizar la expresion de otros componentes del SST3 a nivel
transcripcional. Analizamos la transcripcion de cinco componentes de este sistema que han sido estudiados
y que se ha demostrado que su delecion afecta la citotoxicidad de B. bronchiseptica: bopB 'y bopD que
codifican para las proteinas que tienen la capacidad de interaccionar y formar poros en la membrana
plasmatica de la célula huésped para permitir el pasaje de las proteinas efectoras, entre otras, bted que
codifica para una de las proteinas efectores del sistema y bopN que codifica para una proteina que funciona
como un “tapon” para prevenir la secrecion hasta que se cumplan las condiciones adecuadas (contacto con
la célula huésped o determinadas condiciones in vitro) y de bsp22'®-11%:114,

Este analisis lo realizamos mediante qRT-PCR a partir de los ARN obtenidos de cultivos liquidos
en medio SS, en agitacion durante 16 horas a 37 °C.

Los resultados se muestran a continuacion:
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Figura 5.5: Medida de los niveles de expresion de genes del SST3 mediante qRT-PCR. Los ARN fueron
obtenidos a partir de cultivos liquidos en agitacion durante 16 horas a 37 °C. El grafico corresponde a tres réplicas
independientes con cuatro replicas técnicas en cada uno. Los valores fueron normalizados empleando el gen recA El

(*) marca que la diferencia es significativa respecto a la cepa Bbwt. p <0,01.

En la figura 5.5 se observa que BbAbdcB, ademas de presentar una mayor produccion de Bsp22
como vimos en los resultados de dot blot y Western blot, presenta un mayor nivel de transcripcion de bsp22
respecto de la cepa Bbwt. Adicionalmente, BbAbdcB presenta una mayor expresion de bopN, bopB, bopD
y bteA respecto de la cepa control. Por otro lado, los niveles de expresion de los componentes del SST3 en
la cepa BbAbdcB:bdcB no presentan diferencias significativas respecto de la cepa Bbwt, a excepcion del
gen bteA, que se encuentra disminuido en BbAbdcB:bdcB. Por lo tanto, estos resultados indican que BdcB
estaria reprimiendo la expresion de factores estructurales y proteinas efectoras del SST3 en B.

bronchiseptica.
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Analisis de los reguladores del SST3

Como se describi6 en la introduccidén general, adyacente al locus que codifica para las proteinas
del SST3 se ha identificado otro locus, el locus btr, que codifica para proteinas reguladoras del SST3''2,

Dado que nuestros resultados previos muestran que BdcB regula la expresion de diferentes
componentes del SST3 nos propusimos analizar si el efecto inhibitorio que ejerce BdcB se da a través de la
regulacion de la expresion de alguno de los factores de transcripcion Btr.

Para ello realizamos extraccion de ARN a partir cultivos liquidos en medio SS de las cepas Bbwr,
BbAbdcB y BbAbdcB:bdcB, y medimos los niveles de expresion de los genes brtS, btrd, btrU y brtV
mediante qRT-PCR, utilizando el gen rec4 como normalizador.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 5.6, donde se puede observar que no hay

diferencias significativas en los niveles de expresion de los cuatro genes analizados en las tres cepas

ensayadas.
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Figura 5.6: Medida de los niveles de expresién de genes de locus b#r mediante qRT-PCR. Los ARN fueron
obtenidos a partir de cultivos liquidos en agitacion durante 16 horas a 37 °C. El grafico corresponde a tres réplicas
independientes con cuatro replicas técnicas en cada uno.
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Estudio del rol de BdcB en respuesta inmune generada por los macrofagos en contacto con
B. bronchiseptica

Los resultados obtenidos indican que la cepa delecionada en bdcB es mas citotoxica y presenta una
mayor expresion de diferentes componentes del SST3. Este sistema, ademas de estar implicado en la
citotoxicidad de la bacteria contra las células eucariotas también esta implicado en la modulacion de la

respuesta inmune?’®

. Con lo cual, nos propusimos analizar si la ausencia de BdcB en la bacteria modifica
también los niveles de expresion de las citoquinas liberadas por los macrdéfagos en contacto con la bacteria.

Para llevar a cabo este analisis, incubamos a las bacterias Bbwt, BbAbdcB y BbAbdcB:bdcB en
contacto con los macrofagos BALB/c, y luego de 4 horas post-infeccion tomamos el sobrenadante de
cultivo para hacer las determinaciones de los niveles de citoquinas.

Las determinaciones propiamente dichas las realizamos empleando el kit comercial LEGENDplex
que cuenta con diferentes versiones en funcion de las citoquinas que se quieren analizar. Para este estudio
empleamos: el panel T-helper (Th) que permite la cuantificacion de las citoquinas IL-2, 4, 5, 6, 9, 10, 13,
17A, 17F, 22, IFN-y y TNF-a y el panel de inflamacién que permite la cuantificacion de las citoquinas IL-
la, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-17A, IL-23, IL-27, MCP-1, IFN-B, IFN-y, TNF-a y GM-CSF.

A modo de resumen, se muestra en la figura 5.7 un mapa de colores que representa seguin la

intensidad de color la cantidad de citoquina obtenida para cada cepa. Ademas, en la figura 5.8 graficamos

la cuantificacion de citoquinas que presentaron diferencias significativas entre las cepas ensayadas.

106



Capitulo 5

MCP-1

IL-12p70
IL-1R
IL-27
IFN-R
GM-CSF | - -

Figura 5.7: Niveles de citoquinas en sobrenadantes de macrofagos BALB/c infectados con la cepa
Bbwt, BbAbdcB o BbAbdcB:bdcB. La intensidad del color esta normalizado respecto al valor
maximo obtenido para cada citoquina. En un recuadro color negro se muestran las citoquinas

significativamente diferentes entre la cepa Bbwt y BbAbdcB (p<0,05).
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Figura 5.8: Cuantificacion de citoquinas en sobrenadantes de macrofagos infectados con la cepa Bbwt,

BbAbdcB o BbAbdcB:bdcB. En (¥) muestra que la diferencia es significativa respecto a la cepa Bbwt (p <

0,05).
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En la figura 5.8 se puede observar que los sobrenadantes de cultivo de los macréfagos en contacto
con la cepa BbAbdcB presentan una mayor produccion de las citoquinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-6
como asi también una mayor produccion de la quimioquina MCP-1, un quimioatrayente de monocitos.
Ademéds de estas citoquinas pro-inflamatorias también los macroéfagos en contacto con la cepa BbAbdcB
presentaron un aumento en los niveles de la interleuquina anti-inflamatoria IL-10.

En resumen, este ensayo muestra que BdcB participaria en modulacion de la respuesta inmune

producida por B. bronchiseptica en contacto con los macrofagos.
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Discusion

En el capitulo anterior observamos que en ensayos de infeccion de macrdfagos in vitro el mutante
en bdcB no es recuperado a partir de las 4 horas post-infeccion. Este resultado nos llevé a profundizar cual
es el rol que tiene BdcB en la vida intracelular de la bacteria, y analizar el aporte de BdcB en la citotoxicidad
de B. bronchiseptica sobre macrofagos derivados de médula dsea de raton. Mediante la cuantificacion de
LDH identificamos que la cepa BbAbdcB presenta una mayor citotoxicidad respecto de la cepa Bbwt a una
MOI= 1, y mediante el ensayo con ioduro de propidio observamos que esta mutacion también provoca una
muerte celular mas rapida de los macrofagos tanto a una MOI= 1 como a una MOI= 10. Estos resultados
fueron inesperados ya que, tal como mencionamos en el capitulo anterior, nuestra hipotesis era que la cepa
BbAbdcB no es recuperada dentro de los macréfagos por su incapacidad de resistir a los mecanismos
bactericidas de éstos.

Varios autores han demostrado que B. bronchiseptica presenta un SST3 funcional que le permite
transportar proteinas efectoras directamente dentro de las células eucariotas para alterar la sefializacion de
la célula huésped e inducir la muerte en las células del sistema inmune tanto in vitro como in vivo''%*77:278,
Incluso se ha demostrado que solo la ausencia de Bsp22 o de BteA es suficiente para evitar la muerte de
los macrofagos y presentar una citotoxicidad disminuida®”. Sumado a esto, en trabajos previos de nuestro
grupo hemos visto que el c-di-GMP esta implicado en la regulacion del SST3. Como en la mayoria de las
bacterias, el aumento de la concentracion de c-di-GMP induce la represion de la expresion del SST3%%, Sin
embargo, hasta el momento no se han identificado diguanilato ciclasas o fosfodiesterasas especificas
implicadas en esta regulacion. Este conjunto de resultados nos llevé a proponer como hipétesis que la mayor
citotoxicidad de la cepa BbAbdcB podria deberse a un aumento en la expresion de los componentes del
SST3.

Mediante ensayos por dot blot, Western blot, y qRT-PCR demostramos que BbAbdcB presenta una
mayor expresion y produccion de Bsp22, y una mayor expresion de bopN, bopD, bopB, y del efector bteA,
indicando con esto que BdcB estaria implicada en la supresion de SST3 en B. bronchiseptica. Estos
resultados son coincidentes con lo observado previamente por nuestro grupo. La sobrexpresion de una
diguanilato ciclasa y por lo tanto el aumento de la concentracion de c-di-GMP induce la represion de la
expresion del SST3?*. Probablemente esta supresion del SST3 llevada a cabo por BdcB determina una
menor citotoxicidad de la bacteria permitiéndole permanecer dentro de las células del sistema inmune como
son los macréfagos.

Uno de los factores secretados por el SST3 que observamos que estd regulado por BdcB es BteA.
Esta toxina (previamente BopC) fue descripta anteriormente por otros autores como una potente toxina

capaz de inducir necrosis de células de mamifero?®®?!, Precisamente, la delecion del gen bted le impide a
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B. bronchiseptica desarrollar citotoxicidad en células HeLa*®. Por lo tanto, una hipotesis posible es que la
citotoxicidad aumentada de BbAbdcB se deba a la sobrexpresion de BteA. Si esto fuera asi, la delecion de
bteA en la cepa BbAbdcB deberia disminuir la citotoxicidad a valores similares a los que induce la cepa
BbAbteA. La expresion de bteA es regulada por el sistema de dos componentes BvgAS y por el factor sigma
BtrS!!2, Esto confirma que el SST3 esta finamente regulado por diversos sistemas, al que ahora podemos
sumarle la red del segundo mensajero c-di-GMP.

En un trabajo publicado por Rivera y colaboradores demuestran que B. bronchispetica, luego de
ser internalizada dentro de los macrofagos RAW 264.7, a las dos horas post-infeccion, suprime la expresion
del SST3 y aumenta la expresion de proteinas implicadas en la reparacion del dafio celular, la reparacion
del ADN, el estrés oxidativo, estrés por pH y activa vias metabolicas especificas'®. Con los resultados
obtenidos en este capitulo y los resultados de sobrevida a estreses realizados en el capitulo anterior
proponemos que BdcB puede estar participando en la supresion del SST3 y en la activacion de la expresion
de genes necesarios para la vida intracelular, como por ejemplo la respuesta a estrés por pH para poder
persistir dentro del macréfago.

A partir del hallazgo de que BbAbdcB presenta mayores niveles de expresion de componentes del
SST3 consideramos la hipotesis de que BdcB podria estar regulando la expresion de alguno de los genes
del locus btr, un grupo de factores involucrados en el control de la expresion de componentes de SST3. Se
ha demostrado que el factor sigma BtrS se requiere para la expresion de loci del SST3, BtrU y BtrW para
la secrecion de las proteinas efectoras a través del aparato del SST3, BtrV es esencial para la traduccion y/o
la estabilidad de las proteinas, y recientemente se ha identificado a BtrA, un factor anti-sigma de BrtS que
ejerce un control negativo sobre la expresion del SST3!!12282283 Mediante cuantificacion por qRT-PCR
demostramos que BdcB no regula la expresion de btrA, btrS, btrU y/o btrV, indicando con esto que BdcB
regularia la expresion de factores del SST3 por mecanismos independientes a estos sistemas de regulacion.

En B. pertussis se encontrd que la chaperona Hfq es necesaria para regular la expresion de algunos
genes del SST3 como bopN, bopD, bsp22, e incluso de bteA que no es parte del locus bsc. La expresion de
estos genes estuvo disminuida en el mutante /4fg mientras que no se vio afectada la expresion de los genes

del regulon by 113284

. Hfq es una chaperona que puede asociarse con varios ARN pequefios (ARNs) y
ARNm para regular la expresion de genes diana a nivel postranscripcional en diversas bacterias?®®. Debido
a la amplia variedad de ARNs y ARNm que pueden unirse a Hfq, se ha descripto que Hfq participa en
numerosos fenotipos, como la regulacion del crecimiento bacteriano, la quimiotaxis y la movilidad, la
formacion de biofilm y la expresion del factor de virulencia, similares a los fenotipos regulados por c-di-
GMP. De hecho, se han descripto diversas maneras en la que estos dos sistemas de regulacion se

relacionan®®®,
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Hfq regula directamente la actividad de las enzimas que participan en el metabolismo de c-di-GMP
en algunas bacterias. En Yersinia pestis, Hfq promueve la expresion a nivel transcriptional del gen hmsP
que codifica para una fosfodiesterasa y disminuye el nivel postranscripcional del gen hmsT que codifica
una diguanilato ciclasa al reducir la estabilidad de su ARNm?’. Ademas, Hfq puede regular la expresion y
produccion de las diguanilato ciclasas y fosfodiesterasas a niveles transcripcionales, postranscripcionales,
traduccionales y postraduccionales?®. En V. cholerae, se ha reportado que algunos ARNs pueden participar
en la regulacion de las enzimas implicadas en el metabolismo de c-di-GMP en un mecanismo mediado por
Hfg?*%. Por ejemplo, Qrr (un ARN regulador de quorum sensing), y Vca0939 es una diguanilato ciclasa de
V. cholerae. Qrr puede aparearse con la secuencia lider del ARNm de vca0939 con la ayuda de Hfq para
exponer el sitio de union al ribosoma e iniciar la expresion de vca0939, lo que provoca un aumento en la
concentracion intracelular de c-di-GMP y la formacion de biofilm***?%. Existen también reportes que
describen que Hfq puede regular la concentracion de c-di-GMP intracelular pero los mecanismos son
desconocidos. Por ejemplo, Pusic y colaboradores encontraron que en P. aeruginosa, cuando se elimina
hfq, la formacion de biofilm se reduce significativamente con una gran disminucion en la concentracion
intracelular de c¢-di-GMP, pero el analisis de las secuencias de ARN en el mutante 4fg mostro que el nivel
transcripcional de los genes relacionados con las enzimas metabolicas de c-di-GMP no cambiaron
significativamente®®.

La notoria relacion entre la regulacion post-transcriptional por Hfq y la sefializacion con c-di-GMP
en diversas bacterias no nos permite descartar la hipdtesis de que exista un vinculo entre esta chaperona y
BdcB en la regulacion la expresion de genes del SST3 en B. bronchiseptica. En los analisis de
transcriptomica en el que comparan la expresion de la cepa de B. pertussis silvestre con el mutante Afg no
se observan cambios de expresion de bdcB, por lo que seria interesante analizar en un futuro si Hfq es capaz
de inhibir de manera directa o indirecta a BdcB a nivel postraduccional para activar asi los genes del SST3.

En la ultima parte del capitulo se describi6é que la muerte de los macréfagos inducida en presencia
de BbAbdcB esta precedida por una mayor liberacion de las citoquinas 1L-6, IL-10, TNF-a y la citoquina
quimioatrayente de monocitos MCP-1. La liberacion de citoquinas por parte de las células eucariotas se ha
sugerido como un mecanismo complementario para la eliminaciéon de las bacterias mediante el
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reclutamiento de fagocitos®'. A menudo, en el contexto de infecciones bacterianas, el nivel de expresion

de citoquinas y el grado de muerte celular estan correlacionados®*

. Por ejemplo, estudios realizados con
FHA, muestran que esta adhesina promueve la apoptosis en varios tipos de células, y la apoptosis asociada
a FHA en macrofagos derivados de monocitos de sangre periférica humana estd acompafiada por la
liberacion de TNF- o de una manera dependiente de la dosis de FHA 2. Por otro lado, los patogenos
emplean sus factores de virulencia de manera de alterar los niveles de citoquinas proinflamatorias y

antiinflamatorias como una estrategia para la persistencia. Dentro de los mecanismos que le han permitido
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evadir la respuesta inmune a B. bronchiseptica se ha descripto que el SST3 aumenta la produccion de la
citoquina antiinflamatoria IL-10 tanto in vitro como in vivo''%*’72’® También, a modo de ejemplo, la toxina
adenilato ciclasa (CyaA), en presencia de LPS en células dendriticas y macrofagos, estimula la produccion
de las citoquinas IL-6 e IL-10 mientras inhibe la produccion de las citoquinas IL-12, TNF-a y de la
quimioquina CCL3'. El aumento de citoquinas tanto pro-inflamatorias como TNF-o como anti-
inflamatorias como IL-10 en macrofagos infectados con BbAbdcB sugiere que puede haber distintos
factores que estén afectando la respuesta del huésped. La mayor produccion de IL-10 la podemos asociar
con un mayor aumento de expresion de los componentes del SST3 de manera de suprimir la respuesta
inmunitaria de los macrofagos. Si bien en nuestros ensayos no vimos diferencias en la expresion de factores
de virulencia entre ambas cepas (resultados del capitulo 4) no podemos descartar que haya otros factores

diferencialmente expresados en el mutante BbAbdcB que estén estimulando la respuesta inmune.
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Introduccion
En el capitulo anterior evaluamos el rol de BdcB en la interaccion de B. bronchiseptica con las

células del sistema inmune, los macréfagos, y observamos que BdcB regula negativamente la expresion del
SST3 lo cual, en ultimo término conllevaria a una disminucién de la citotoxicidad y una mayor capacidad
de persistencia dentro de los macrofagos. En este capitulo analizamos el rol de BdcB en la capacidad de B.
bronchiseptica de infectar a un huésped natural como son los ratones.

La supervivencia del huésped dependera de la capacidad del sistema inmunologico para mantener
la esterilidad de los 6rganos vitales y eliminar rapidamente los microorganismos patdégenos. Como tal, el
tracto respiratorio inferior normalmente se mantiene estéril mediante la generacion de respuestas
inmunitarias que pueden medirse tanto a nivel local como sistémico. A su vez, la adaptacion de las bacterias
a un nicho tan especializado generalmente implica un conjunto especifico de factores bacterianos que le
permiten subvertir o sobrevivir a las respuestas inmunitarias del huésped.

Tras la inoculacion intranasal de ratones con 1x10° a 1x10° bacterias, B. bronchiseptica produce
una infeccion de las vias respiratorias superiores ¢ inferiores. En los pulmones, los recuentos de bacterias
alcanzan su punto maximo entre los 5 a 7 dias y luego disminuyen, y las bacterias se eliminan de este érgano
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después de aproximadamente 4 semanas-"*. En la traquea, las bacterias se eliminan después de seis semanas,

pero son capaces de persistir indefinidamente en la nariz*>*%*

. Esta persistencia se ve facilitada por la
expresion de los factores de virulencia durante la infeccion, como toxinas, adhesinas y LPS regulados
globalmente por el sistema BvgAS'#2>2%_ Varios de estos factores, incluido el SST3, no son necesarios
para la colonizacion inicial, pero contribuyen a la persistencia de B. bronchiseptica en el tracto respiratorio
inferior!',

A fin de analizar el rol de BdcB en la colonizacion de las vias respiratorias infectamos ratones
C57BL/6j y BALB/c por via intranasal con las cepas Bbwt, BbAbdcB y BbAbdcB:bdcB 'y analizamos la
carga bacteriana en nariz, traquea y pulmon a diferentes dias post-infeccion. Tanto los ratones C57BL/6j
como BALB/c son ampliamente utilizados en investigacion, sin embargo, difieren en la respuesta inmune
que generan. Los ratones BALB/c son propensos a una respuesta inmune Th2 y los ratones C57BL/6j a una
respuesta Thl, lo que da como resultado una susceptibilidad diferente a una variedad de patogenos,
incluidos Leishmania major, Trypanosoma cruzi, Chlamydia muridarum, Burkholderia pseudomallei,

297301 Por lo tanto, consideramos

Yersinia enterocolitica, Mycobacterium avium y L. monocytogenes
importante analizar el rol de BdcB durante el proceso de infeccion en ambas cepas de ratones. Ademas,
analizamos la produccion de citoquinas y quimioquinas a nivel local en la cavidad nasal y en los pulmones

de los ratones infectados al dia 7 post-infeccion.
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Por tultimo, analizamos el rol de BdcB en la capacidad de B. bronchiseptica de propagarse desde
las vias superiores a las vias inferiores del tracto respiratorio empleando una estrategia descripta y empleada

por varios autores que consiste en la inoculacion intranasal de dosis bajas de carga bacteriana* 3,

Rol de BdcB en la colonizacion de las vias respiratorias

A fin de analizar si BdcB presenta un rol durante el proceso de infeccion, en primer lugar,
infectamos ratones BALB/c con las cepas Bbwt, BbAbdcB y BbAbdcB:bdcB con una dosis inicial de 1x10°
bacterias en 30ul de PBS y realizamos recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) en la cavidad
nasal, la traquea y los pulmones de los ratones infectados a los dias 7, 14, 28 y 56 post-infeccion.

En la figura 6.1 (columna derecha) podemos observar que la cepa Bbwt presenta una cinética de
colonizacion tipica tanto para nariz, traquea y pulmon. Al dia 7 post-infeccion se observa el punto de mayor
numero de bacterias recuperadas tanto en nariz, traquea y pulmoén (alrededor de 106, 10*y 10* UFC/ml
respectivamente). Entre los dias 7 y 14 el numero de UFC/ml se mantiene constante tanto en la cavidad
nasal como en la traquea, mientras que el nimero de bacterias comienza a descender en los pulmones
probablemente por activacion de una respuesta adaptativa del huésped. A partir del dia 14 y hasta el dia 56
el nimero de bacterias recuperadas de la cepa Bbwt disminuye paulatinamente tanto en la cavidad nasal
como en trdquea, sin embargo, no es eliminada por completo. Por el contrario, en los pulmones, hacia el
dia 28 el numero de UFC, si bien es detectable, es un niumero bajo y hacia el dia 56 este ntimero cae por
debajo del limite de deteccion.

Cuando comparamos las curvas de infeccion en la cavidad nasal, la traquea y los pulmones de la
cepa BbAbdcB con la cepa Bbwt vemos que no existen diferencias significativas en los recuentos de UFC
en ninguno de los dias analizados. Por su parte, la cepa BbAbdcB:bdcB presentd un comportamiento similar
a la cepa Bbwt en la infeccion de la cavidad nasal, traquea y pulmoén en todos los dias analizados, a
excepcion del dia 28 que BbAbdcB:bdceB presentd un recuento de UFC menor que la cepa Bbwt en traquea
y pulmon.

Con este ensayo de infeccion podemos concluir la cepa deficiente en BdcB es capaz de infectar y

colonizar las vias respiratorias de los ratones BALB/c con la misma eficiencia que lo hace la cepa Bbwt.

Adicionalmente, analizamos la infeccion producida por la cepa BbAbdcB en ratones C57BL/6;.
Estos ratones, al igual que los ratones BALB/c, son ampliamente utilizados para estudiar las infecciones
por Bordetella spp. y como ya mencionamos, difieren en el perfil de respuesta inmune que desencadenan.

El indculo de bacterias empleado para este ensayo fue el mismo que en el ensayo anterior, pero en
este caso solo analizamos el recuento de bacterias en la cavidad nasal, traquea y pulmon al dia 7 y 14 post-

infeccion. Los resultados se muestran en la figura 6.1 (columna izquierda), donde se observa que no hay
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diferencias en la colonizacién de la cavidad nasal, trdquea y pulmoén entre la cepa Bbwt y BbAbdcB en los
dias analizados, y tampoco entre la cepa BbAbdcB:bdcB y la cepa Bbwt en ninguno de los érganos y dias
analizados.

Por lo tanto, podemos concluir que, en las condiciones ensayadas, la ausencia de BdcB no afecta

la capacidad de B. bronchiseptica de colonizar la cavidad nasal, la traquea y los pulmones de ratones

BALB/c y C57BL/6;.
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Figura 6.1: Ensayo de infecciéon alta dosis —alto volumen. Ratones C57BL/6j
(izquierda) y BALB/c (derecha) fueron infectados con un indculo bacteriano de
30 ul con 1x10° UFC por via intranasal. Cada grafico muestra valores del
Logaritmoio de las UFC/ml recuperados en los 6rganos indicados. La linea de
puntos negros representa el limite de deteccion inferior. * indica diferencia
estadisticamente significativa (p < 0,05).
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Analisis de la respuesta inmune en la cavidad nasal
Con el antecedente descripto en el capitulo anterior que mostraba que la cepa BbAbdcB difiere de

respuesta de citoquinas generada en los macréfagos respecto de la cepa Bbwt, nos preguntamos si BdcB es
capaz de modular la respuesta inmune también en el modelo de infeccion murino. Por lo tanto, analizamos
la produccion de citoquinas y quimioquinas, moléculas con la capacidad de activar, atraer y dirigir diversas
familias de leucocitos circulantes hacia los sitios de infeccion. En primera instancia, analizamos la
produccion de citoquinas y quimioquinas en cavidad nasal de los ratones infectados con la cepa BbAbdcB
y la comparamos con las obtenidas en la infeccion con cepa Bbwt.

Empleamos las muestras de la cavidad nasal de los ratones BALB/c y C57BL/6j obtenidas al dia 7
post-infeccion en los ensayos anteriores. Para el analisis de las quimioquinas empleamos el kit comercial
LEGENDplex panel de quimioquinas proinflamatorias que permite la cuantificaciéon simultanea de 13
quimioquinas de raton, incluidas MCP-1 (CCL2), RANTES (CCLS5), IP-10 (CXCL10), Eotaxina (CCL11),
TARC (CCL17), MIP-1a (CCL3), MIP-1p (CCL4), MIG (CXCL9), MIP-3a (CCL20), LIX (CXCLS), KC
(CXCL1), BLC (CXCL13) y MDC (CCL22), y para el analisis de las citoquinas empleamos el panel de
inflamacion que incluye las siguientes citoquinas: IL-1a, IL-1pB, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-17A, IL-23, IL-
27, MCP-1, IFN-B, IFN-y, TNF-a y GM-CSF.

La cuantificacion de cada quimioquina o citoquina obtenida en las cavidades nasales de los ratones
BALB/c o C57BL/6j infectados con la cepa Bbwt y BbAbdcB la analizamos de manera individual. Sin
embargo, para una mejor visualizacion y dada la cantidad de quimioquinas y citoquinas analizadas,
presentamos los resultados empleando mapas de colores que muestran la intensidad del color en funcion a
la cantidad de citoquina o quimioquina obtenida.

En la figura 6.2 se muestran los mapas de colores que representan los resultados obtenidos en las
medidas de las quimioquinas, y en la figura 6.3 se muestran los mapas de colores que representan los
resultados obtenidos en las medidas de las citoquinas. Se resalta también en un recuadro negro la
quimioquina/citoquina cuya concentracién presentd diferencias estadisticamente significativas entre las
cepas BbAbdcB y Bbwt.

Respecto al resultado obtenido en el analisis de las quimioquinas en la cavidad nasal tanto de los
ratones C57BL/6j como de los ratones BALB/c, vemos que no hay diferencias significativas en ninguna de
las quimioquinas analizadas entre los ratones infectados con la cepa Bbwt y los infectados con la cepa
BbAbdcB.

Al analizar las citoquinas de ratones C57BL/6j, tampoco observamos diferencias significativas. Sin
embargo, cuando analizamos la produccion de citoquinas en los ratones BALB/c vemos que los ratones
infectados con la cepa BbAbdcB presentan un nivel significativamente mayor de la interleuquina IL-23 y la

interleuquina proinflamatoria IL-1p (figura 6.3 y figura 6.4)
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Figura 6.2: Mapa de colores que representan los resultados obtenidos en las medidas de quimioquinas en la cavidad nasal de los
ratones infectados con Bbwt o BbAbdcB al dia 7 post- infeccion. A la derecha se muestran los resultados obtenidos en los ensayos
con ratones C57BL/6j y a la izquierda los resultados obtenidos en los ensayos con ratones BALB/c. Para estos ensayos se emplearon
cinco ratones BALB/c y cuatro ratones C57BL/6j. Cada medida se realizé por duplicado. La intensidad del color esta normalizada
respecto al valor maximo obtenido para cada quimioquina.
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C57BL/6j BALB/c
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Figura 6.3: Mapa de colores que representan los resultados obtenidos en las medidas de citoquinas en la cavidad nasal de los ratones
infectados con Bbwt o BbAbdcB al dia 7 post- infeccion. A la derecha se muestran los resultados obtenidos en los ensayos con ratones
C57BL/6j y a la izquierda los resultados obtenidos en los ensayos con ratones BALB/c. Para estos ensayos se emplearon cinco ratones

BALB/c y cuatro ratones C57BL/6j. Cada medida se realizo6 por duplicado. La intensidad del color estd normalizada respecto al valor
maximo obtenido para cada citoquina.
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Analisis de la respuesta inmune en pulmoén
Mediante la misma estrategia que empleamos antes para analizar la produccion de quimioquinas y

citoquinas en la cavidad nasal, analizamos también los niveles de quimioquinas y citoquinas en los
pulmones de los ratones C57BL/6j y BALB/c infectados con las cepas Bbwt y BbAbdcB.

Nuevamente realizamos mapas de colores para mostrar los niveles de todas las quimioquinas y
citoquinas analizadas. Los pulmones de los ratones C57BL/6j infectados con la cepa BbAbdcB presentaron
mayores niveles de las quimioquinas MIG y MIP-3a respecto de los pulmones de ratones infectados con la
cepa Bbwt (figura 6.5 y figura 6.6).

Por otro lado, los pulmones de los ratones BALB/c infectados con la cepa BbAbdcB presentaron
niveles de las quimioquinas RANTES, MIP-1a, MIP-18, BLC y MDC significativamente mayores a los de

los pulmones infectados con la cepa Bbwt (figura 6.5 y figura 6.7).

C57BL/6j BALB/c
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Figura 6.5: Mapa de colores que representan los resultados obtenidos en las medidas de quimioquinas en los pulmones de los ratones
infectados con Bbwt 0 BbAbdcB al dia 7 post- infeccion. A la derecha se muestran los resultados obtenidos en los ensayos con ratones C57BL/6j
y a la izquierda los resultados obtenidos en los ensayos con ratones BALB/c. Para estos ensayos se emplearon cinco ratones BALB/c y cuatro
ratones C57BL/6j. Cada medida se realizé por duplicado. La intensidad del color esta normalizada respecto al valor maximo obtenido para
cada quimioquina.
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Respecto a las citoquinas analizadas, no observamos diferencias significativas en los niveles
obtenidos en los pulmones infectados con la cepa Bbwt y BbAbdcB de los ratones C57BL/6j. Sin embargo,
los pulmones de los ratones BALB/c infectados con la cepa BbAbdcB presentaron mayores niveles de la
interleuquina IL-1p respecto a los pulmones infectados con la cepa Bbwt (Figura 6.8 y Figura 6.9).

Con estos resultados podemos concluir que los pulmones de los ratones C57BL/6j infectados con
la cepa BbAbdcB no presentaron diferencias significativas en los niveles de citoquinas comparados con los
pulmones infectados con la cepa Bbwt, mientras que si hubo un aumento significativo en los niveles de
MIG y MIP-3a en los pulmones infectados con la cepa BbAbdcB lo que le permitiria un mayor
reclutamiento de las células del sistema inmune al foco inflamatorio.

En el caso de los pulmones de los ratones BALB/c infectados con la cepa BbAbdcB fue atin mayor
la cantidad de quimioquinas aumentadas (RANTES, MIP-1a, MIP-13, BLC y MDC) y se produjo un
aumento de los niveles de la citoquina proinflamatoria IL-1P. Por lo tanto, estos resultados sugieren que
BdcB estaria participando en la inhibicion de la generacion de un foco inflamatorio mas agudo y la

inhibicion del reclutamiento de diferentes células del sistema inmune al pulmon.
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Figura6.8: Mapa de colores que representan los resultados obtenidos en las medidas de citoquinas en los pulmones de los ratones infectados
con Bbwt o BbAbdcB al dia 7 post- infeccion. A la derecha se muestran los resultados obtenidos en los ensayos con ratones C57BL/6j y a la
izquierda los resultados obtenidos en los ensayos con ratones BALB/c. Para estos ensayos se emplearon cinco ratones BALB/c y cuatro ratones
C57BL/6j. Cada medida se realizo por duplicado. La intensidad del color estd normalizada respecto al valor maximo obtenido para cada
citoquina.
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Rol de BdcB en la colonizacion inicial y en la propagacion de B. bronchiseptica a las vias
respiratorias inferiores

En los ensayos anteriores realizamos un analisis de la infeccion y de la respuesta inmune empleando
indculos de 1x10° UFC en 30 pl. Este inoculo es ampliamente utilizado en los laboratorios que estudian
esta bacteria ya que permite alta reproducibilidad entre ensayos. Sin embargo, esta dosis tan alta no es una
dosis que realmente imite una infeccion natural por esta bacteria. De hecho, la dosis infectiva minima media
(DI50) es menor a 5 UFC para B. bronchiseptica***. Con estos antecedentes y a fin de analizar si BdcB es
importante para la colonizacion inicial de la cavidad nasal y la posterior propagacion de la bacteria a las
vias respiratorias inferiores, decidimos realizar un ensayo de colonizaciéon empleando un inéculo de dosis
baja y bajo volumen (50 UFC en 5 pl).

Para esto, infectamos ratones C57BL/6j y BALB/c con las cepas Bbwt, BbAbdcB'y BbAbdcB:bdcB
y analizamos el recuento de UFC en la cavidad nasal, traquea y pulmoén al dia 3, 7,14 y 28 para los ratones
C57BL/6j y al dia 3, 7 y 14 para los ratones BALB/c.

En los ensayos realizados con ratones C57BL/6j, el 100% de ratones inoculados con la cepa Bbwt
y BbAbdcB presentaron bacterias en al menos uno de los 6rganos analizados, mientras que, en los ratones
infectados con la cepa BbAbdcB:bdcB hubo un 25% de los ratones en los que no se detectaron bacterias en
ninguno de los organos analizados. Por lo que suponemos que solo se infectdo el 75% de los ratones

inoculados con esta cepa o que la bacteria fue eliminada del huésped a tiempos previos al dia analizado.
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Los resultados obtenidos se muestran en la figura 6.10 (izquierda) donde podemos ver que ya al
dia 3 los ratones infectados con la cepa Bbwt presentaban 1x10* UFC/ml en la cavidad nasal y permanecid
en este valor incluso hasta el dia 28 post-infeccion. En traquea, también hubo colonizacion de la cepa Bbwt
desde el dia 3 hasta incluso el dia 28 aunque el recuento de UFC/ml fue menor en traquea que en la cavidad
nasal. La propagacion de Bbwt a los pulmones se detect6 recién al dia 7, ya que al dia 3 no se detectaron
UFC. La infeccion en los pulmones no perdurd en el tiempo, a partir del dia 28 nuevamente el recuento de
UFC/ml cay6 por debajo del limite de deteccion.

La colonizacion de las cepas BbAbdcB y BbAbdcB:bdcB fue similar al de la cepa Bbwt tanto en la
cavidad nasal, trdquea y pulmon en todos los dias ensayados.

Respecto al ensayo de colonizacion empleando ratones BALB/c, el 100% de los ratones inoculados
con las tres cepas ensayadas (Bbwt, BbAbdcB y BbAbdcB:bdcB) presentaron bacterias en al menos uno de
los 6rganos analizados.

Al dia 3 la cepa Bbwt fue capaz de infectar y replicarse en la cavidad nasal permaneciendo en ella
hasta el dia 14 post-infeccion. En cuanto a la infecciéon en traquea y en pulmoén, también se observod
colonizacion al dia 3 aunque el mimero de UFC/ml fue menor en pulmén que en trdquea. Incluso en el dia
14 se detectaron bacterias en ambos 6rganos (figura 6.10; derecha).

No observamos diferencias significativas en la colonizacion de la cepa BbAbdcB 'y BbAbdcB:bdcB
respecto de la cepa Bbwt en ninguno de los drganos analizados durante el transcurso de los dias analizados.

En conclusion, la ausencia de BdcB no afecto la capacidad de la bacteria de colonizar la cavidad
nasal y la traquea de los ratones C57BL/6j y BALB/c en los primeros dias post- infeccion, y tampoco afectod

la capacidad de la bacteria de propagarse a los pulmones y colonizarlos.
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Figura 6.10: Ensayo de infeccion baja dosis —bajo volumen. Ratones C57BL/6j Bbwt
(izquierda) y BALB/c (derecha) fueron infectados con un indculo bacteriano de 5 pl BbAbdcB
con 50 UFC por via intranasal. Cada grafico muestra valores del Logaritmoio de las c
UFC/ml recuperados en los organos indicados. La linea de puntos negros representa - BbAbdcB:bdcB
el limite de deteccion inferior.
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Discusion

En este capitulo examinamos, en primer lugar, el rol de BdcB durante el proceso de infeccion
realizando ensayos tipicos de infeccidon con altas dosis-alto volumen. La infeccion de los ratones BALB/c
y C57BL/6j con la cepa de B. bronchiseptica silvestre condujo a la colonizacion de las vias respiratorias de
los ratones de manera similar a lo reportado por otros autores. La cinética de colonizacién de la cepa Bbwt
en pulmon, trdquea y nariz mostrd un pico maximo en el nimero de UFC/ml en el dia 7 post infeccion y
una disminucion paulatina en la carga bacteriana a partir de este dia. En el caso de los pulmones, a partir
del dia 28 no se recuperaron bacterias en este 6rgano. En cambio, en nariz y trdquea se recuperaron bacterias
incluso hasta el dia 56 post infeccion, ultimo punto considerado para estos experimentos. Esta observacion
confirma resultados previos reportados por muchos otros grupos de investigacion que muestran que B.
bronchiseptica es capaz de superar la fase aguda de la infeccion y persistir en la cavidad nasal y la traquea
estableciendo infecciones cronicas durante periodos prolongados de tiempo®*°. Existen al menos tres
razones que podrian explicar este comportamiento de B. bronchiseptica. En primer lugar, su capacidad de
formacion de biofilm en la cavidad nasal, en segundo lugar, la capacidad de sobrevida intracelular y, en
tercer lugar, el hecho de que B. bronchiseptica al igual que B. pertussis posee una gran cantidad de
mecanismos inmunomoduladores que permiten a la bacteria reducir la intensidad de la respuesta inmune
de manera tal de facilitar la colonizacion del huésped. En el caso de B. pertussis se ha informado que la
interaccion de la FHA, CyaA y el LPS con células dendriticas genera células T reguladoras productoras de

la citoquina antiinflamatoria IL-10302-304

. Esta citoquina disminuye la inflamacion al inhibir la secrecion de
quimioquinas y citoquinas, asi como la expresion de moléculas co-estimuladoras inhibiendo la inflamacion
requerida para eliminacion de este microorganismo. Un trabajo de Skinner y colaboradores ha demostrado
también, que la interaccion del SST3 de B. bronchiseptica con células presentadoras de antigeno induce la
generacion de esplenocitos productores de IL-10 conduciendo también a una inmunosupresion y la
permanencia de la bacteria en el huésped”’®. De hecho, la ausencia del SST3 no afecta la colonizacion de la
bacteria en la cavidad nasal y en los pulmones de los ratones, pero si afecta la colonizacion de la traquea al
dia 35 post-infeccion tanto en la infeccion de ratones BALB/c como en ratones C57BL/6j7°.

Los ensayos de colonizacion con ratones BALB/c y C57BL/6j no mostraron diferencias
significativas en la capacidad de colonizacion de la cepa Bbwt respecto de la cepa BbAbdcB. Dada la
importancia del SST3 durante el proceso de infeccidn, en particular en la colonizacion de la traquea a
tiempos relativamente largos, era de esperar que la delecion de BdcB, inhibidor de la expresion del SST3
(capitulo 5) tuviera un impacto en la capacidad de la colonizacion de B. bronchiseptica. Este resultado
podria sugerir que, o bien en estas condiciones experimentales BdcB no tiene un rol protagdénico en el

proceso de infeccion o bien que el disefio experimental no fue suficientemente potente para poner en

evidencia su importancia.
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Con el objetivo de avanzar en la descripcion del rol de BdeB durante el proceso de infeccion de B.
bronchiseptica decidimos analizar la produccién de citoquinas y quimioquinas tanto en la nariz como en
los pulmones de los ratones infectados al dia 7 post-infeccion. En este ensayo pudimos observar que la
infeccion de ratones BALB/c con la cepa BbAbdcB conduce a una mayor produccion de la interleuquina
pro-inflamatoria IL-1p tanto en pulmén como en la cavidad nasal y un aumento significativo de diversas
quimioquinas como RANTES, MIP-1a, MIP-18, BLC y MDC en los pulmones de los ratones infectados.
Si bien observamos valores altos de quimioquinas en ratones C57BL/6j infectados con la cepa BbAbdcB,
estos no eran significativamente diferentes. Esto puede deberse a que se emplearon solo cuatro ratones para
este ensayo, mientras que para los ensayos con ratones BALB/c se emplearon cinco.

En los ultimos afios se ha demostrado que las quimioquinas desempenan un papel en la defensa del
huésped contra las bacterias en numerosos modelos de infeccion pulmonar en ratones, incluidos Klebsiella

397" Haemophilus influenzae®®, y Legionella

pneumoniae®®, Streptococcus pneumoniae®®®, P. aeruginosa
pneumophila®®. En estos casos, el aumento en los niveles de quimioquinas conduce a una disminucion en
las cargas bacterianas. Por otro lado, en las infecciones con otros microorganismos como por ejemplo con
B. bronchiseptica, se ha observado que la produccion de las quimioquinas y citoquinas presentan una
induccion maxima entre las 6 y las 48 horas post- infeccion, seguida de una disminucién a niveles basales
a los 5 dias. El nimero total de leucocitos y linfocitos aumenta a los 3 dias, pero vuelve a estar cerca de la
linea de base a los 7 dias. La disminucion de los niveles de leucocitos entre los dias 5 y 7 ocurre en un
momento en que el nimero de bacterias viables en el pulmén ain no ha comenzado a disminuir *'°. Como
se describe anteriormente, los factores de virulencia especificos del microorganismo, como FHA, CyaA,
LPS y el SST3 pueden influir en la cinética y la magnitud de algunas respuestas de quimioquinas que
participarian en la modulacion de la respuesta inmune’*3%, En base a estos resultados podriamos
considerar dos escenarios que explican estas observaciones. La mayor produccion de quimioquinas y
citoquinas en los pulmones infectados con BbAbdcB al dia 7 post-infeccion podria deberse a que la delecion
de BdcB: (I) induce una inflamacion mas prolongada en el tiempo o (ZI) genera un retraso en la activacion
de la respuesta inmune por parte del huésped. Cualquiera de estos dos escenarios podria explicar la
observacion de un mayor nivel de citoquinas y quimioquinas al dia 7 post-infecciéon en comparacion a la
cepa salvaje. Con el objetivo de comenzar a desentrafar frente a cual de las dos opciones nos encontramos
seria interesante analizar en un futuro cémo es la respuesta inmune en tiempos previos y posteriores a los
7 dias para tener una vision mas amplia de lo que esta ocurriendo. Mas alla de esta propuesta, el resultado
descripto en los parrafos anteriores pone de manifiesto un rol importante de la diguanilato ciclasa BdcB en

la modulacion de la respuesta inmune del huésped.
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En los ensayos de medidas de citoquinas y quimioquinas identificamos que los niveles de la
quimioquina RANTES estan significativamente aumentados en pulmones de ratones infectados con
BbAbdcB en comparacion a los infectados con bacterias silvestres. La quimioquina RANTES
principalmente producida por las células T y monocitos, induce el reclutamiento de linfocitos T, eosinofilos
y basofilos hacia el sitio de infeccion®'!. Estos resultados coinciden con los resultados publicados por
Nicholson y colaboradores en el que comparan los niveles de la quimioquina RANTES en los pulmones de
cerdos infectados con la cepa B. bronchiseptica silvestre y una cepa con el SST3 delecionado. En este
trabajo, demuestran que la infeccion con cepas delecionadas en el SST3 presentan niveles bajos de la
quimioquina RANTES respecto de la cepa silvestre®'2. Por otra parte, entre las citoquinas cuantificadas, la
unica que presentd diferencias significativas fue IL-1 . Esta citoquina se encuentra aumentada en los
ratones infectados con BbAbdcB respecto a la cepa silvestre. Un trabajo previo de nuestro grupo describiod
que los ratones infectados con BbpbdcA (altos niveles de c-di-GMP en el citosol) presentaron una respuesta
inmune menor respecto del control, caracterizada por la disminucion significativa de varias citoquinas pro-
inflamatorias (IL-6, IL-5, IL-1 B, IFN-y y TNF-0))>*. La diferencia encontrada en este trabajo de tesis va en
el mismo sentido, relacionando la respuesta inflamatoria con el SST3. BbpbdcA presenta disminuida la
expresion de SST3, y consecuentemente, induce una menor respuesta inflamatoria. BbAbdcB tiene una
mayor expresion de SST3, y presenta en IL-1 B, RANTES, MIP-1a, MIP-1B, BLC y MDC - una mayor
respuesta inflamatoria. Por otra parte, la diferencia en la cantidad de citoquinas diferencialmente detectadas
en uno y otro ensayo son también coincidentes con la condicion de las cepas utilizadas. BbpbdcA presenta
una sobreexpresion de una diguanilato cilasa, en una situacion alejada de lo fisioldgico, mientras que
BbAbdcB presenta la delecion de una tnica diguanilato ciclasa de las diez con potencial actividad que
presenta el genoma de B. bronchiseptica. Respecto a la fisiopatologia de los animales, los pulmones de los
ratones infectados con BbpbdcA presentaron una clara menor inflamacion®?. Estos resultados son
coincidentes con los antes mencionados realizados en cerdos: los mutantes en el SST3 presentaron lesiones
menos extensas en términos de necrosis, hemorragia o fibroplasia. Seria interesante analizar en un futuro,
mediante ensayos histopatologicos, si se correlaciona la mayor respuesta inmune de los ratones a la cepa

BbAbdcB con un mayor dafio en el pulmon, posiblemente debido a una mayor expresion del SST3.

Los primeros eventos en la colonizacion de un nuevo huésped son aspectos criticos con un impacto
enorme sobre etapas mas avanzadas del proceso de infeccion como son la transmision, la propagacion de
la enfermedad y la patogénesis, pero la escala microscopica en la que ocurren estos eventos hace que sean
dificiles de observar y medir. A menudo, se utilizan dosis anormalmente altas para investigar enfermedades
infecciosas en modelos experimentales para lograr la reproducibilidad, con muy poca consideracion de

como esto afecta los mecanismos de colonizacién inicial, como la adherencia, la evasion inmune, la
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competencia con otras bacterias y la propagacion de la bacteria a las vias respiratorias bajas. A fin de evaluar
el rol de BdcB en estos procesos, en la ultima parte del capitulo, realizamos ensayos de colonizacion
empleando una estrategia de inoculacion de dosis baja y bajo volumen. Los ratones son huéspedes naturales
de B. bronchiseptica y presentan una dosis infectiva media de 5 UFC*®, Sin embargo, la implementacion
de una dosis tan baja como 5 UFC puede conducir a que no todos los ratones se infecten. A fin reducir esto,
en lugar de infectar con 5 UFC seleccionamos una dosis de 50 UFC para realizar este analisis. Aun asi, en
los ensayos realizados con ratones C57BL/6j infectados con la cepa BbAbdcB:bdcB hubo un 25% de los
ratones en los que no se detectaron bacterias en ninguno de los 6rganos analizados. Por lo tanto, suponemos
que solo se infectd el 75% de los ratones inoculados con esta cepa. Es importante mencionar que cuando se
hizo el recuento del inoculo de esta bacteria habia algunas en la fase avirulenta. Como se describe en la
introduccidn general, en esta fase, la bacteria no expresa los factores de virulencia que son requeridos para

una colonizacion exitosa, y la bacteria es rapidamente eliminada del huésped*®:133:13¢,

Al analizar y comparar la colonizacion entre la cepa BbAbdcB y la cepa Bbwt tanto en ratones
BALB/c como C57BL/6j, no observamos diferencias significativas. Ambas cepas fueron capaces de
colonizar la cavidad nasal y la traquea al dia 3 y propagarse a los pulmones en los dias subsiguientes. Con
lo cual, en estos ensayos demostramos que la ausencia de BdcB tampoco afecta la capacidad de
colonizacion de la bacteria en las etapas iniciales de la infeccion.

En conclusion, si bien BdcB no afecta la capacidad de B. bronchiseptica de colonizar las vias
respiratorias de los ratones, si presenta un rol en la modulacion de la respuesta inmune de este huésped.
Hasta la fecha han sido descriptos diversos factores implicados en la modulacion de la respuesta inmune,

sin embargo, no se conocia ninguno mediado por c-di-GMP.
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Conclusiones generales

Las Bordetellas clasicas son patogenos capaces de colonizar las vias respiratorias en humanos y
otros mamiferos'*?2, Para poder llevar a cabo una colonizacion exitosa, evadir la respuesta inmune y
permanecer dentro del tracto respiratorio de los animales estas bacterias emplean una serie de factores de
virulencia altamente caracterizados, como FHA, CyaA, PRN y SST3, entre otros***!#2, Estos factores de
virulencia estdn regulados por el sistema de dos componentes BvgAS: Cuando el sistema esté activo, BvgA
es fosforilada y activa la expresion de los factores de virulencia. Esta fase en la que el sistema BvgAS se
encuentra activo y se expresan los factores de virulencia es conocida como fase virulenta. La misma ha sido
definida como la fase necesaria y suficiente para establecer una colonizacion*®!13%136, En los tltimos afios
se ha visto que la regulacion de estos factores de virulencia es aun mas compleja, y otros sistemas de
regulacion pueden participar en la regulacion de estos factores y superponerse con la regulacion de este
sistema en respuesta a las diversas sefiales del entorno del huésped a la que estd sometida la bacteria!37-138
140.141 * A dicionalmente, componentes regulados negativamente por el sistema BvgAS se expresan in vivo
pudiendo tener un rol importante en la persistencia de la bacteria dentro del huésped!>-!33!4, Comprender

con exactitud los mecanismos que contribuyen a la patogénesis de estas bacterias en el huésped es

importante para mejorar las estrategias preventivas.

En este contexto, nuestro grupo de trabajo ha iniciado, en el afio 2013, el estudio del sistema de
sefalizacion mediado por c-di-GMP en B. bronchiseptica. Este segundo mensajero casi ubicuo en bacterias
ha sido implicado en la regulacion de varios fenotipos relacionados con la virulencia en diversos patdogenos.
Sin embargo, hasta esa fecha no se conocia el rol de este mensajero en la fisiologia de B. bronchiseptica. A
partir de los estudios llevados a cabo pudimos describir que el c-di-GMP regula la formacion de biofilm y
la movilidad en B. bronchiseptica'” y hemos identificado proteinas especificas involucradas en estos
fenotipos. Por ejemplo, hemos descripto que la adhesina BrtA es importante para la formacion de biofilm y
su localizacion en la membrana de la bacteria depende de las proteinas LapG y LapD, y las digualinato
ciclasas especificas que activan el sistema como BdcA y BB2626!”*(Tesis N. Ambrosis; 2018). Ademas,
identificamos a la diguanilato ciclasa BdcA la cual participa en la regulacion de la movilidad de la
bacteria?*®. Analisis de sobreexpresion de BdcA nos permitié conocer que este segundo mensajero, ademas
de regular la movilidad y la formacién de biofilm de B. bronchiseptica, también participa en la represion de
componentes del SST3?*°, Tanto la formacion de biofilm como el SST3 son importantes para la colonizacion
y la persistencia de la bacteria dentro del huésped. Por lo tanto, podemos inferir que sistemas de sefalizacion
a través de este segundo mensajero ¢-di-GMP podrian tener un rol in vivo. Nuestro grupo de trabajo se ha
propuesto seguir ampliando el conocimiento del rol de este sistema de sefializacion en fenotipos implicados
en la patogénesis de la bacteria y comprender de qué manera cada una de las enzimas implicadas en el

metabolismo de c-di-GMP participa en los fenotipos relacionados a la patogénesis de la bacteria.
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En este trabajo de Tesis Doctoral nos enfocamos en analizar el rol de una diguanilato ciclasa
especifica, la proteina BdcB. El objetivo general de la Tesis fue caracterizar a BdcB y analizar su rol en

fenotipos relacionados a la patogénesis de B. bronchiseptica.

Mediante analisis bioinformaticos encontramos que BdcB esta presente exclusivamente dentro del
grupo de las Bordetellas clasicas. Esta diguanilato ciclasa presenta un dominio GGDEF, implicado en la
sintesis de c-di-GMP y una region desordenada que se une al dominio GGDEF a través de un motivo coiled
coil. Con los estudios realizados en el capitulo 2 de andlisis in silico, de expresion heterdloga en P.
fluorescens, de movilidad y de formacion de biofilm en B. bronchiseptica empleando diferentes
construcciones de la proteina entera, delecionada en su extremo N-terminal y mutada en su sitio activo
pudimos determinar que BdcB es una diguanilato ciclasa activa y tanto su region N-terminal como su sitio

catalitico son importantes para su actividad.

La flexibilidad de la region desordenada podria permitirle a BdcB reconocer diversos ligandos y/o
interaccionar con otros componentes celulares y regular asi su actividad a través de cambios
conformacionales. Teniendo en cuenta que las diguanilato ciclasas deben dimerizar y posicionar
correctamente los dominios GGDEF para poder sintetizar una molécula de c-di-GMP, podemos proponer
dos mecanismos posibles de regulacion post-transcripcional de BdcB: (I) que BdcB esté presente como
monomero y frente a la unioén de un ligando a la region N-terminal o su interaccion con otros componentes
celulares favorezca la dimerizacion de BdcB para alcanzar su estado cataliticamente activo, o (II) que BdcB
esté presente como dimero inactivo y la unidon a un ligando produzca cambios conformacionales que

posicionen a los dominios GGDEF correctamente para permitir la sintesis de c-di-GMP.

La regulacion post-transcripcional de BdcB explicaria por qué no observamos una activacion a
nivel transcripcional dentro del macrofago. Durante la vida intracelular, al momento de requerir mayores
niveles de ¢c-di-GMP, BdcB ya presente en el citoplasma bacteriano podria activarse a través de cambios
conformacionales inducidos por la union a un ligando. También nos permitiria explicar por qué no
observamos un aumento en la formacion de biofilm cuando sobreexpresamos a BdcB en la fase virulenta,
siendo que hay otras diguanilato ciclasas que si son capaces de aumentar la formacion de biofilm en esta
fase. Dependiendo de la fase de virulencia de la bacteria podrian estar presentes ciertas moléculas y/o
proteinas y otras no, lo que favoreceria la interaccion con éstas en una fase y con otras en una diferente, y,

por tanto, en cada caso favorecer o no la actividad de BdcB.

Una caracteristica distintiva de B. bronchiseptica es su capacidad de permanecer dentro del huésped
por periodos prolongados de tiempo. Entre los mecanismos descriptos como importantes en la patogénesis
de Bordetella podemos destacar la capacidad de formacion de biofilm en el tracto respiratorio y la de la

vivir intracelularmente dentro de células del sistema inmune como células dendriticas, macrofagos y células
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epiteliales!#6:166 150-153 ' Como se menciono en los parrafos anteriores, la formacion de biofilm es uno de los
fenotipos que esta regulado por c-di-GMP. Asi como en otras bacterias la sintesis de c-di-GMP favorece la
formacion de biofilm en B. bronchiseptica. A partir de los ensayos de formacion de biofilm realizados en el
capitulo 3 pudimos demostrar que BdcB participa en la formacion de biofilm en la fase intermedia de
manera dependiente de la superficie que emplee. La regulacion del biofilm en B. bronchiseptica por parte
del sistema Lap también la hemos observado precisamente en esta fase. Sin embargo, la sobreexpresion de
BdcB en el mutante LapD sigue provocando un aumento en la formacion de biofilm (Tesis Ambrosis N;
2018). Por lo tanto, es posible especular que ademas del sistema Lap, existirian otros sistemas sensibles a
la regulacion por c-di-GMP que tengan importancia en la formacion de biofilm en esta fase los cuales

podrian estar controlados por BdcB.

BdcB podria participar en la regulacion de componentes de la matriz extracelular del biofilm como
por ejemplo exopolisacaridos. Hasta la fecha solo se ha descripto la presencia de un solo exopolisacarido
en B. bronchiseptica, el PNAG. Este exopolisacarido también esta presente en otras bacterias. Su
produccion es iniciada por el complejo formado por PgaC y PgaD el cual sintetiza y transporta PNAG a
través de la membrana citoplasmatica. Seguidamente, PgaA y PgaB lo unen y lo translocan a través del
espacio periplasmico. La sintesis y exportacion de PNAG en otras bacterias Gram negativas, por ejemplo
en E. coli, esta regulado por el sistema de sefializacion por c-di-GMP, el cual induce la sintesis de este
exopolisacérido al unirse directamente a PgaC y PgaD'8 182186 Tanto PgaA, PgaB como PgaC y PgaD
estan presentes en B. bronchiseptica, sin embargo, no ha sido estudiada la participacion de c-di-GMP en la
regulacion de este sistema. Proponemos que este podria ser un posible mecanismo de regulacion mediado
por c-di-GMP en B. bronchiseptica, en el cual BdcB podria estar participando. Otra posibilidad es que
BdcB participe en la expresion de algin exopolisacarido aun no caracterizado o en la regulacion de la
expresion o localizacion de adhesinas en la membrana a través de mecanismos similares o alternativos al

del sistema Lap.

Dado que la capacidad de formacion de biofilm ha sido descripta como una caracteristica que le
permite a la bacteria persistir dentro del tracto respiratorio de los huéspedes, hipotetizamos que BdcB podria
ser un factor importante en la persistencia de B. bronchiseptica a tiempos largos de colonizacion. Sin
embargo, nuestros resultados mostraron que la delecion de bdcB no afecta la capacidad de B. bronchiseptica
de persistir en el tracto respiratorio de los ratones BALB/c incluso hasta el dia 56 post-infeccion. Este
resultado plantea al menos dos posibilidades. En primer lugar, BdcB podria estar participando en un
mecanismo que le permita a la bacteria formar biofilm in vivo, pero la ausencia de esta proteina podria ser
compensada por la actividad de otra u otras diguanilato ciclasas. Por otro lado, dado que el rol de BdcB en

la formacion de biofilm in vitro fue dependiente de la superficie empleada, cabe la posibilidad de que BdcB
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no sea importante para la formacion de biofilm sobre las regiones de tracto respiratorio en las que Bordetella

es capaz de persistir por periodos prolongados de tiempo.

Hasta hace poco, las especies de Bordetella se consideraban exclusivamente patdogenos
respiratorios extracelulares®!> pero, los estudios in vitro han demostrado que Bordetella puede ser capaz de

sobrevivir intracelularmente'>%'>3

. Incluso, hay informes de la recuperacion de B. pertussis y B.
bronchiseptica del lavado bronquiolar de ratones, células dendriticas de la cavidad nasal murina y
macrofagos alveolares de pacientes infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana®'®3'’, lo que
sugiere que la supervivencia intracelular es un mecanismo empleado por B. bronchiseptica durante la

infeccion.

Mediante ensayos de sobrevida intracelular realizados en el capitulo 4 vimos que el mutante en
bdcB no es recuperado dentro de los macrofagos 4 horas post infeccion. Este fenotipo fue especifico del
mutante en bdcB ya que mutantes en otras proteinas implicadas en el metabolismo de c¢-di-GMP si fueron
recuperadas dentro de los macrofagos en los tiempos ensayados. Este resultado destaca un rol especifico e
importante de BdcB en dicho fenotipo. En base a este resultado nos propusimos seguir profundizando en el
rol de BdcB en la interaccion con los macrofagos. A partir de los resultados de citotoxicidad llevados a
cabo en el capitulo 5 vimos que la ausencia de BdcB le conferia una mayor citotoxicidad a la bacteria, y
por lo tanto una mayor muerte de las células eucariotas. B. bronchiseptica presenta una serie de factores de
virulencia que le permiten llevar a cabo la infeccion. En este trabajo demostramos que esta diguanilato
ciclasa regula la expresion de uno de ellos, el SST3. Este sistema es un importante factor de virulencia de
la bacteria que le permite inyectar efectores dentro de las células del huésped y modular asi la respuesta
inmune. A su vez, el SST3 le confiere citotoxicidad a la bacteria frente a distintas células de sistema inmune.
Se ha descripto que la ausencia de BteA o Bsp22, dos proteinas del SST3, disminuyen marcadamente la
citotoxicidad de la bacteria''®?*?. Tanto Bsp22 como BteA estdn aumentadas en el mutante bdcB. En un
trabajo previo en nuestro grupo de investigacion se describid que el aumento no fisioldgico de c-di-GMP
(por sobreexpresion de BdcA) conduce a una represion del SST32%. En este trabajo pudimos realizar un

paso mas e identificar a una diguanilato ciclasa especifica implicada en el control de este sistema.

Se ha demostrado que la expresion del SST3 limita la supervivencia intracelular de B.
bronchiseptica durante la infeccion'*®. De hecho, se ha visto que B. bronchiseptica dentro de los macrofagos
suprime el SST3 y activa la expresion de los factores implicados en la respuesta a estreses. En el capitulo
4 demostramos que los altos niveles de c-di-GMP, independientemente de la naturaleza de la diguanilato
ciclasa, permite a B. bronchiseptica resistir a pH acidos. En este trabajo pudimos asignar a BdcB el rol
fisiologico de participar en la regulacion de c-di-GMP que permite resistir a estas condiciones de pH acido.

El hecho de que la delecion de una sola diguanilato ciclasa permita observar una disminucion de la
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resistencia a pH indica la importancia de BdcB en este fenotipo. De acuerdo con estos resultados, podemos
hipotetizar que BdcB podria actuar directa o indirectamente reprimiendo la expresion de ciertos genes, tales
como bteAd y bsp22, y activando otros implicados en la resistencia a estrés acido, permitiendo la sobrevida

intracelular de la bacteria y la permanencia dentro del huésped.

Seria interesante conocer en un futuro si BdcB regula también otros genes, y cual es el mecanismo
por el cual BdcB regula la expresion a nivel transcripcional de los genes del SST3. Dado que los niveles de
expresion de los reguladores del SST3, genes de locus btr, no se vieron afectados en la cepa delecionada
en bdcB (capitulo 5), hipotetizamos que la regulacion de BdcB sobre los genes de los componentes del
SST3 se ejerce a través de mecanismos independientes o a través de una regulacion postranscripcional de

los reguladores Btr.

Considerando que BdcB regularia la expresion de genes mediante la sintesis de c-di-GMP se
pueden plantear varios mecanismos posibles de regulacion, no excluyentes entre si, en funcion de los

receptores de c-di-GMP conocidos.

Modelo A: El c-di-GMP sintetizado por BdcB se podria estar uniendo a un factor transcripcional
induciendo su activacion. Este mecanismo de regulacion ha sido estudiado en E. coli en cual la diguanilato
ciclasa DgcM sintetiza c-di GMP que se une al factor de transcripcion MIrA y lo activa. En este sistema
también participa la fosfodiesterasa PdeR que se une e inhibe tanto a DgcM como a MIrA. Cuando PdeR
une y degrada c-di-GMP provisto por otra diguanilato ciclasa, DgcM y MIrA se liberan, DgcM se activa y
activa a MrlA?*"23, En base a este sistema podriamos proponer un mecanismo similar en el que BdcB

sintetice ¢c-di-GMP y active a un regulador transcripcional.

En B. pertussis, se ha propuesto un mecanismo de regulacion dependiente de c-di GMP para el
regulador de respuesta RisA. RisA, como mencionamos en la introduccion general, activa los genes de
avirulencia y tiene un rol importante en la sobrevida intracelular de B. bronchiseptica. E1 modelo propone
que RisA seria capaz de unir c-di-GMP y dependiendo si RisA tiene unido o no c-di-GMP regularia uno u
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otro grupo de genes . Este modelo, disefiado por el grupo de Stibitz, surge a partir de estudios
transcriptomicos comparativos entre cepas delecionadas en risd (ArisA) y cepas doble mutantes
ArisAAbvgR. BvgR es una proteina con un dominio EAL caracteristico de las enzimas fosfodiesterasas. En
base a estos ensayos proponen que en presencia de BvgR la bacteria presenta “bajos niveles de c-di-GMP”
y RisA activa y reprime un determinado grupo de genes. Mientras que en ausencia de BvgR, la bacteria
presenta “altos niveles de c-di-GMP” y RisA une c-di-GMP para regular la expresion de otro grupo de

genes. Si bien este modelo ha sido publicado en algunas revistas cientificas!3713%26!

, BvgR no conserva los
aminoacidos esenciales para catalizar la degradacion de c-di-GMP, por lo que probablemente no tenga

actividad fosfodiesterasa. A su vez, tampoco ha sido demostrada la capacidad de RisA de unir ¢c-di-GMP.
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Con lo cual, es probable que exista una relacion entre RisA y BvgR pero debera realizarse un
estudio mas robusto que demuestre la relacion entre RisA y c-di-GMP para poder inferir con mayor certeza

la presencia diguanilato ciclasas como BdcB involucradas con el factor de transcripcion RisA.

Como hemos mencionado, BvgR presenta un dominio EAL degenerado. Esto sugiere que BvgR no
podria ser una fosfodiesterasa activa, pero no podemos descartar que sea capaz de unir c-di-GMP.
Resultados de una Tesis Doctoral desarrollada en nuestro laboratorio, demostraron que BvgR regula
positivamente la expresion del SST3, y la ausencia de esta proteina genera una disminucion de la respuesta
inmune del modelo de infeccién murino (Tesis Guitierrez P: 2021). Un rol de BvgR opuesto a lo observado
con BdcB. Con lo cual podria plantearse dentro de nuestro modelo a BvgR inhibiendo a BdcB. De manera
analoga al sistema PdeR, DgcM y MIrA de E. coli, BvgR, inhibiria tanto a BdcB como a un factor
transcripcional. En ausencia de BvgR, o BvgR unido a c-di-GMP, el complejo BdcB-factor transcripcional

se activaria activando y o reprimiendo genes.

Modelo B: El mecanismo de regulacion del SST3 es muy complejo. La expresion del sistema esta
regulada por componentes de la sangre, CO,, hierro y glutamato entre otros®', Ademas de las regulaciones
transcripcionales descriptas a cargo del sistema de dos componentes BvgAS se le suman regulaciones
postraduccionales producto de diversas interacciones entre reguladores. El factor sigma BtrS, que activa la
transcripcion del locus bsc, es regulado por BtrA, un factor anti-sigma: la unioén de BtrA a BtrS impide que
este ultimo se una a la zona promotora para activar la expresion del operon que codifica para algunos de
los componentes del SST3!%282 E] complejo de proteinas BtrW/V/U es necesario para la correcta secrecion
de los factores del SST3*"”. Como mencionamos anteriormente, el c-di-GMP es capaz de unirse como
efector alostérico a diversas proteinas. Es posible plantear un segundo modelo en el que BdcB participe

regulando la expresion de los genes del SST3 alterando las interacciones descriptas.

Modelo C: En B. pertussis se ha descripto que la chaperona Hfq esta implicada en la regulacion
del SST3 en esta bacteria. Se ha descripto que la ausencia de esta chaperona disminuye la expresion de
genes del SST3 tales como BteA y Bsp22 pero no afecta la expresion de los reguladores b#r de este

113,284

sistema . No se conoce atin de qué manera se lleva a cabo esta regulacion en B. pertussis.

Esta chaperona, en otras bacterias, participa en numerosos fenotipos, como la regulacion del
crecimiento bacteriano, la quimiotaxis y la movilidad, la formacion de biofilm y la expresion del factor de
virulencia, similares a los fenotipos regulados por c-di-GMP. De hecho, se han descripto diversas maneras
en la que estos dos sistemas de regulacion se relacionan®®. Hfq puede regular las enzimas del metabolismo

de c-di-GMP a nivel transcripcional, post-transcripcional, traduccional y post-traduccional.
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Dada la notoria relacion entre esta chaperona y el sistema de sefializacion mediado por c-di-GMP
en otras bacterias podriamos plantear un tercer modelo que vincule a BdcB con Hfq. La delecion de Hfq no
afecto la transcripcion de BdeB!!'* por lo que podria proponerse una relacion entre estas dos proteinas a
nivel traduccional o post-traduccional. Podria considerarse que Hfq inhiba la traduccion de BdcB, que Hfq
interactiie con el monomero o el dimero de BdcB inhibiéndolo, o que haya alglin otro mecanismo ain no

conocido que las vincule.

Modelo D: Dentro de los receptores de c-di-GMP descriptos hasta el momento se encuentran los
riboswitch. Estas secuencias de ARN no codificantes localizadas en el extremo 5’ del ARNm, son capaces
de unir ¢c-di-GMP e inducir un cambio en la transcripcion de los genes downstream®°. Con lo cual,
podriamos plantear un cuarto modelo en el que el c-di-GMP sintetizado por BdcB sea ligando de un

riboswitch que controle la expresion de algun factor de transcripcion.

Analizar el rol de BdcB en la formacion de biofilm y la sobrevida intracelular nos acerca un poco
mas a comprender de qué manera estas bacterias logran persistir dentro del huésped. La existencia de estos
fenotipos en la persistencia tiene un gran impacto en el disefio de estrategias terapéuticas y/o preventivas
eficaces contra esta enfermedad. Por este motivo, en este trabajo de Tesis se profundizo el estudio de los
mecanismos que podrian involucrar a BdcB para permitir a B. bronchiseptica establecerse en un nicho de

persistencia.

Por ultimo, resultd interesante observar que la mutacion de bdcB generd un desbalance en la
produccion de citoquinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias en los sobrenadantes de los cultivos
celulares (capitulo 5) y una mayor produccion de quimioquinas e IL-1p en los pulmones de los ratones
infectados (capitulo 6). Esta mayor respuesta inmune sigue apoyando nuestro modelo en el cual BdcB
suprime el SST3. Incluso, BdcB podria estar regulando la expresion de otros factores bacterianos
implicados en la modulacion de la respuesta inmune. Si bien la mutacion del gen bdcB no afecto la
capacidad de B. bronchiseptica de colonizar el modelo de infeccion murino, si afectd la respuesta inmune
generada. Una hipdtesis posible es que BdcB participe en la supresion de la respuesta inmune y de esta

manera permita la permanencia de la bacteria en el tracto respiratorio del raton.

En suma, estos resultados ponen en evidencia la participacion del c-di-GMP y en particular de
BdcB en las complejas vias de sefializacion que regulan la expresion de al menos el factor de virulencia

SST3, y esta regulacion puede ser importante en algiin momento del proceso infeccioso de este patdogeno.
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Cepas, condiciones de crecimiento y almacenamiento

Pseudomonas fluorescens
Cepas. Las cepas de P. fluorescens 01 utilizadas en este trabajo se detallan en la siguiente tabla:

Cepa Descripcion Referencia
PfA4ADGC PfAwspRAgcbAAgcbBAgebC 2B
PfAADGCpMQ72 PfAwspRAgcbAAgcbBAgebC pMQT72 255
PfAADGCpgchC PfAwspRAgcbAAgebBAgebC pMQ72-gchC 225
PfA4DGCpbdcB PfAwspRAgcbAAgecbBAgebC pMQ72-bdcB Este trabajo
PfAADGCpbdcB PAwspRAgcbAAgcbBAgebC pMQ72-bdcB (GGAAF)  Este trabajo
(GGAAF)

PfAADGCpAN-bdcB PAAwspRAgcbAAgcbBAgechC  pMQ72-bdcB  (AN-  Este trabajo
terminal)

Condiciones de conservacion. Las cepas de P. fluorescens (1 se conservan como una suspension

densa en un medio de cultivo LB en presencia de glicerol 25 % v/v a -80 °C. 2>

Condiciones de crecimiento. El stock disponible se empleo6 para inocular placas de LB sélido que

fueron incubadas durante 16 horas a 28°C. Seguidamente, emplearon colonias aisladas para inocular
cultivos liquidos de LB. Los cultivos fueron incubados a 28 °C, durante 16 horas con agitacion (160 rpm).

Para cultivar las cepas marcadas con resistencia a antibidtico se adicionaron a las placas de LB o a
los medios liquidos el antibidtico:

- Gentamicina (Gm) en una concentracion: 30 pg/ml
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Bordetella bronchiseptica
Cepas: Las cepas de B. bronchiseptica empleadas en este trabajo se detallan a continuacion.

Cepa Descripcion Referencia
Bb B. bronchiseptica CIP 9.73 salvaje (CIP, Coleccion 320
de cepas del Instituto Pasteur de Paris, Francia)

Bbpvacio Bb pBBR1-MCS5-pnptll 171
BbpbdcB Bb pBBR1-MCS5-pnptllbdcB Este trabajo
BbpbdcB (GGAAF) Bb pBBR1-MCS5-pnptllbdcB (GGAAF) HA Este trabajo
Bb pAN-bdcB Bb pBBR1-MCS5-pnptll bdcB(AN-terminal) HA Este trabajo
BbAbdcB Bb bdcB::Kn Este trabajo
BbAbdcB:bdcB Bb bdcB::bdcB Este trabajo
BbAbdcBpvacio Bb bdcB::Kn pBBR1-MCS5-pnptll Este trabajo
BbAbdcBpbdcB Bb bdcB::Kn pBBR1-MCSS5-pnptllbdcB Este trabajo
BbA2109 Bb bb2109::Kn 239
BbApilZ Delecion limpia pilZ (BB1961) 222
BbAbdcA Bb bdcA::Kn 239
BbAlapG Delecion limpia lapG e
BbAlapA Delecion limpia lapA 175
BbpbdcA Bb pBBR1-MCS5-pnptll bdcA 171

Condiciones de conservacion: Los stocks bacterianos se conservaron como una suspension densa

en el medio Stainer-Scholte (SS) a - 80 °C en presencia de glicerol 25 % v/v.

Condiciones de crecimiento: Las cepas de B. bronchiseptica se cultivaron a partir del stock en

placas de Bordet Gengou Agar (Difco) suplementado con 10% v/v sangre de carnero estéril (BGAS) durante
72 horas a 37 °C. Transcurridas las 72 horas, la biomasa obtenida se empleo para inocular placas de Stainer
Scholte suplementadas con sangre de carnero (SS-Sangre, ver anexo 1). Finalmente, estas se incubaron
durante 48 horas a 37 °C.

Los cultivos liquidos se realizaron en medio liquido Stainer-Scholte a 37 °C con agitacion a 160
rpm.

Para cultivar las cepas marcadas con resistencia a antibidtico se adicionaron los antibidticos
correspondientes en las siguientes concentraciones finales:

- Gentamicina (Gm) 50 pg/ml,

- Kanamicina (Km) 80 pg/ml.

- Estreptomicina (Str) 200 pg/ml.
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Escherichia coli
Cepas: Para el almacenamiento y la propagacion de las construcciones genéticas realizadas se

emplearon cepas de Escherichia coli.

Cepa Descripcion Referencia
S17 321
DHS5a ArecAl, AendA1AlacZAM15 322
BTH101 AcyaA 323

Condiciones de conservacion. Las cepas se conservaron como una suspension densa en un medio

de cultivo LB en presencia de glicerol 25 % v/v a -80°C.

Condiciones de crecimiento. Las cepas fueron inoculadas en placas de LB sélido e incubadas

durante 16 horas a 37 °C. Los cultivos liquidos, también en medio LB, fueron inoculados con una colonia
aislada e incubados durante 16 horas a 37°C con agitacion (160 rpm).

Para cultivar las cepas marcadas con resistencia a antibidtico se adicionaron a las placas de LB o a
los medios liquidos los antibioticos correspondientes a las siguientes concentraciones:

Para las cepas S17 y DHS5a:

- Kanamicina (Km) 25ug/ml

- Gentamicina (Gm) 10pg/ml

Para la cepa E.coli BTH101:

- Kanamicina (Km) 50 pg/ml

- Estreptomicina (Str)100 pg/ml
- Carbenicilina (Cb) 50pg/ml

Saccharomyces cerevisiae
Cepa: Saccharomyces cerevisiae InvScl, Invitrogen®?*. Esta cepa fue empleada tanto para la

construccion de plasmidos recombinantes para la obtencion de mutantes como para la construccion de
plasmidos para expresion.

Condiciones de conservacion: se almacend en medio YPD con glicerol 25 % v/v.

Condiciones de crecimiento: a partir del stock se inocularon placas de YPD solido, y se incubaron

durante 24 horas a 28 °C. La placa crecida se empleo para realizar el crecimiento en medio liquido de YPD.

Los cultivos inoculados fueron incubados durante 16 horas a 28°C en agitacion (160rpm).
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Técnicas empleadas
Amplificacion por PCR
La técnica de PCR fue empleada en diversas ocasiones a lo largo del trabajo para amplificar genes

ya sea para: realizar clonaciones con enzimas de restriccion, realizar clonaciones por recombinacidon en
levaduras y para corroborar la presencia de un fragmento en las construcciones realizadas.

Para las PCRs realizadas para las clonaciones se empleé la enzima PFU de Productos Bio-Logicos
(PB-L) que posee actividad exonucleasa 3°-5" (correctora de errores) y para realizar chequeos de las
construcciones realizadas se empleo la enzima Taq PEGASUS también de Productos Bio-Logicos (PB-L),
la misma no presenta actividad correctora de errores.

Para llevar a cabo las amplificaciones por PCR se emplearon las temperaturas y los volimenes de
soluciones recomendadas por el comerciante. Ademas, dado que B. bronchiseptica presenta un alto
contenido de G-C en su genoma (68,0 %), se adiciono a la mezcla de reaccion 1ul de dimetilsulfoxido
(DMSO) cada 10 pl de mezcla de reaccion para reducir la temperatura de hibridacion de los primers.

El termociclador empleado fue: El termociclador Biometra TRIO de Damaus. Los productos de
PCR fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa empleando marcadores de peso molecular.

Las secuencias de referencia empleadas para el disefio de primer se obtuvieron a partir del genoma

de B. bronchiseptica RB50 y el disefio de primers se realiz6 empleando el programa SnapGene.

Clonado con enzimas de restriccion (digestiones y ligaciones)
Esta estrategia fue empleada para realizar las construcciones para los ensayos de doble hibrido

(pPKTN25bdcB y pUT18bdcB) y para trasladar las construcciones obtenidas en pMQ72 mediante la
estrategia de clonado en levadura al pPBBR1-MCS5-Pnptll (pbdcB; pbdcB(GGAAF); pAN-bdcB).

La clonacion con enzimas de restriccion consistio en dos etapas. Una etapa de digestion de los
vectores y los fragmentos de ADN a clonar, y una segunda etapa de ligacion de los fragmentos digeridos al
vector digerido.

En la primera etapa, para llevar a cabo las construcciones para doble hibrido, se digirieron los
productos de PCR y los vectores con las enzimas Xbal y HindIIl. Mientras que, para realizar los clonados
en el vector pBBR1-MCS5-Pnptll, fue necesario digerir el vector pMQ72 que contenia los fragmentos a
clonar, separarlos del plasmido y purificarlos. Con lo cual, las construcciones derivadas del pMQ72 se
digirieron con las enzimas EcoRI y HindlIIl y el fragmento liberado se purificé empleando el kit comercial
AccuPrep Gel Purification de Bioneer luego de una corrida electroforética en gel de agarosa.

Todas las enzimas de restriccion empleadas fueron adquiridas del proveedor PB-L o Promega. Las
mezclas de digestiones se prepararon segun lo establecido por el comerciante con el agregado adicional de

1 pl de BSA (1 pg/ul) cada 10 pl de reaccion.
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Una vez realizadas las digestiones y chequeadas mediante electroforesis en gel de agarosa
empleando marcadores de pesos moleculares, se procedio a la segunda etapa de la clonacion: la ligacion.
En esta etapa los fragmentos a clonar fueron ligados al vector empleando la enzima T4 DNA ligasa de
Promega. La mezcla de ligacion se prepard empleando una relacion de fragmento-vector de 3:1 y las
concentraciones de buffer y enzima determinadas por el proveedor. La mezcla de ligacion se incubo toda
lanoche a4 °C. Finalmente, se tomaron 10 pl y se transformaron en cepas S17 o DH5-a electrocompetentes

(ver preparacion de bacterias electrocompetentes).

Clonado en levaduras
Esta técnica fue empleada para la construccion de plasmidos recombinantes para la obtencion de

mutantes B. bronchiseptica (empleando el plasmido pMQ30) y la expresion de genes (empleando el
pMQ?72) siguiendo los lineamientos generales descriptos por Shanks y colaboradores 2.

Esta estrategia emplea la maquinaria de reparacion del DNA por doble recombinacion de la
levadura S. cerevisiae. Los fragmentos por clonar presentan en sus extremos N- y C- terminales secuencias
homologas a los extremos del vector digerido al que se desean clonar. Tanto los fragmentos a clonar como
el vector digerido son introducidos dentro de la levadura mediante un shock térmico y la levadura emplea
su propia maquinaria de reparacion para unir mediante doble recombinacion los extremos del fragmento
con los extremos del vector que son homoélogos entre si.

Como primera etapa de esta estrategia se requirio la digestion del vector a emplear con la enzima
Smal que deja los extremos romos. Para llevar a cabo la amplificacion por PCR del fragmento a clonar fue
necesario incluir en el disefio de primers secuencias homologas a los extremos del vector a clonar. Una vez
obtenidos los primers se realiz6 la PCR correspondiente.

En una segunda etapa de este ensayo se pusieron en contacto los fragmentos amplificados por
PCR y el vector con la levadura S. cerevisiae. Para ello, en primer lugar, se hirvié durante 10 minutos DNA
de esperma de salmon (20 pl por muestra) y se colocaron en hielo. Por otro lado, se tomaron 500 pl de un
cultivo overnight de S. cerevisiae en YPD, se le realizé un spin, se descarto el sobrenadante y se realizaron
dos lavados con buffer TE. Luego del segundo lavado se retir6 el sobrenadante y se le agregaron 500 pl de
la solucién Lazy bones, el ADN de esperma de salmon, el vector digerido (200 ng), y los productos de PCR.
Como control negativo, el pellet de levaduras se resuspendio en las mismas condiciones, pero en ausencia
de los productos de PCR. Como control positivo las levaduras fueron resuspendidas con Lazy bones, el
DNA de esperma de salmon, y el vector sin digerir. Las suspensiones obtenidas se agitaron vigorosamente

con vortex durante un minuto y se incubaron 3 dias a temperatura ambiente.
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Pasados los tres dias de incubacion, se procedio a la tercera etapa del ensayo, la cual consistio
introducir mediante un shock térmico los ADNs adentro de la levadura y seleccionar, seguidamente, las
levaduras que contengan el plasmido recombinante.

Para ello, las suspensiones de levadura se volvieron a agitar vigorosamente, y se les realizé un
shock térmico a 42 °C durante 10-12 minutos. Luego se les realizé un spin y se descart6 el sobrenadante.
Al pellet obtenido se le realizé un lavado con 500 pl de buffer TE. Seguidamente se le realizé un spin y se
descarto el sobrenadante. Las levaduras se volvieron a resuspender en 100 pl de buffer TE y se plaquearon
en medio Ura-. Estas placas fueron incubadas durante 3 a 5 dias hasta apariciéon de colonias blancas en las
placas correspondientes a la clonacion y al control positivo.

Por tltimo, se realiz6 la extraccion de los plasmidos recombinantes empleando kits de extraccion
comerciales realizando algunas modificaciones. A continuacion, se describe en detalle.

A las placas con colonias se les agregdé 1ml de agua desionizada estéril para resuspenderlas, y la
suspension obtenida se coloco en un tubo de 1,5 ml. Se realizé un spin y se descart6 el sobrenadante. El
pellet obtenido se resuspendi6 en la solucion P1 del kit de extraccion y luego se le agregaron 200 pl de
perlas de vidrio de 0,5 mm y 250 pl de la solucién P2 del kit. Esta ultima suspension se agito vigorosamente
empleando vortex durante 2 minutos y luego se incub6 a 4 °C durante 5 minutos.

Pasado el tiempo de incubacion se le adicionaron 350 ul de buffer P3 previamente enfriado en hielo.
Esta suspension se mezclo varias veces por inversion y se dejo en hielo durante 5 minutos. Terminada esta
incubacion, se centrifugd durante 10 minutos a 11.000 g y el sobrenadante obtenido se pasé a la columna
de filtrado provista en el kit de extraccion. A continuacion, se siguieron las instrucciones del comerciante
para lavar y obtener en plasmido en suspension. El producto de extraccion se empled para transformar cepas

de E. coli por electroporacion. Las construcciones obtenidas fueron chequeadas por PCR y secuenciacion.

Preparacion de bacterias electrocompetentes
Las cepas de E. coli empleadas para hacer competentes fueron E. coli S17, DH5-oy BTH101.

En primer lugar, se realizaron aislamientos a partir de los stocks en placas con medio LB sin
antibidtico y se incubaron durante 24 horas a 37 °C. Transcurrido ese tiempo, se empled una colonia para
inocular 5 ml de medio liquido de LB, el cual se incub6 a 37°C durante toda la noche. Al dia siguiente, se
emplearon 500 pl del cultivo para inocular un cultivo de 200 ml de LB sin NaCl, el cual fue seguidamente
incubado a 37 °C en agitacion hasta alcanzar una DOgsonm: 0,6-0,8. Alcanzada la DO deseada, se procedid
a trabajar en frio. Para ello el Erlenmeyer que contenia el cultivo se colocd en hielo durante 15 minutos.
Transcurrido ese tiempo, el medio de cultivo se fraccion6 en 4 tubos de 50 ml que se centrifugaron a 5.000
rpm durante 20 minutos a 4°C. Finalizada la centrifugacion, se descartd el sobrenadante y se procedid a

lavar los pellets con glicerol estéril 10% v/v dos veces consecutivas. Luego, los 4 pellets se volvieron a
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resuspender en 25 ml de glicerol 10% v/v y dos de los pellets fueron transferidos uno a cada uno de los
otros dos tubos de 50 ml restantes. Los tubos con bacterias se volvieron a centrifugar a 5.000 rpm durante
20 minutos a 4°C. Se descart6 el sobrenadante y se repitio el proceso, juntando las suspensiones en un solo
tubo. Este ultimo se volvio a centrifugar, se le descart6 el sobrenadante y se resuspendi6 en 1 ml de glicerol
10% v/v. Finalmente, la suspension bacteriana fue fraccionada de a 50 pl en tubos de 0,5 ml y se

almacenaron a -80 °C hasta ser empleados.

Electrotransformaciones
Para llevar a cabo las electrotransformaciones, los plasmidos a transformar se pusieron en contacto

con las bacterias electrocompotentes y seguidamente esta solucion fue colocada en una cubeta de
electroporacion de 0,5 ml. Para realizar la transformacion se empleo el equipo Gene Pulser de Biorad
empleando las condiciones recomendadas por el fabricante (25 uF, 200Q, 2,5 kV). Una vez realizada la
electroporacion se recolectaron las bacterias en 700 ul de LB liquido sin antibiético empleando un tubo
estéril de 1,5ml. Este tubo se incubd durante 1 hora a 37 °C. Finalizado el tiempo de incubacion se
inocularon placas de LB suplementado con el antibidtico correspondiente para llevar a cabo la seleccion de
las transformantes. Las placas inoculadas fueron incubadas durante 24 horas a 37 °C. Pasado ese tiempo

las colonias obtenidas fueron repicadas para obtener biomasa.

Extraccion de ADN plasmidico, Miniprep
Para realizar extracciones de ADN plasmidico se emple6 el método de lisis alcalina. En ocasiones

utilizando kits comerciales (EasyPure® Plasmid MiniPrep Kit de TransGen Biotech y AccuPrep Plasmid
Mini Extraction Kit de Bioneer), y para las miniprep de rutina y screening se utilizaron soluciones
preparadas por nosotros.

Cuando se realizaron miniprep empleando soluciones preparadas por nosotros se procedio de la
siguiente manera:

Se tom6 1ml de la suspension bacteriana, se centrifugé a 9.000g durante 3 minutos y se le descartd
el sobrenadante obtenido. Seguidamente, el pellet se resuspendid en 200 ul de la solucién P1 y se mezcld
vigorosamente empleando vortex. Luego se le agregd 200 ul de la solucion P2 y se mezclo suavemente
invirtiendo cinco veces el tubo. Una vez mezclado, se le adicionaron 200 ul de la solucion P3 y se volvid a
mezclar por inversion cinco veces y se centrifugé durante 15 minutos a 13.000 xg. Pasado el tiempo de
centrifugacion el sobrenadante obtenido se pasé a un tubo de 1,5 ml limpio y se le agregd 15 ul de una
solucion de silica para proceder a la extraccion del ADN plasmidico. Esa solucion se mezcld empleando
vortex y se centrifugo durante 10 segundos a 10.000 xg. El sobrenadante obtenido fue descartado y la silica

se lavd dos veces con una solucion de lavado. La solucion de lavado fue retirada mediante una
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centrifugacion durante 30 segundos a 10.000 xg y la silica se dejo secar a temperatura ambiente durante 5
minutos. Pasado ese tiempo, se agregaron 50 pl de agua desionizada estéril para resuspender la silica, y el
tubo se incub6 a 65°C durante 10 minutos para permitir la extraccion del ADN plasmidico adsorbido en la
silica. Luego, el tubo se centrifugd durante 5 minutos a 13.000 xg y el sobrenadante obtenido se transfirio
a un tubo limpio. Para controlar que la miniprep haya sido exitosa se realizaron electroforesis en geles de

agarosa.

Electroforesis en geles de agarosa
La concentracidén de agarosa empleada para preparar los geles dependidé de la muestra a emplear.

Para muestras de DNA plasmidico se emple6 un porcentaje de agarosa de 0,8% p/v, para productos de PCR
de entre 1000 a 2500 pb un 1 % p/v, mientras que para fragmentos de DNA mads pequefios se empled una
concentracion de agarosa del 1,5% p/v.

La preparacion de los geles consistid en disolver la agarosa en buffer TBE 0,5X empleando
microondas, y una vez disuelta la agarosa se adiciondé Syber Safe de Invitrogen (1,8 ul cada 30 ml de
solucion). Toda la preparacion fue colocada en una cama para geles horizontales y se esperd a que la agarosa
gelificara. Una vez listo el gel, se coloco en la cuba electroforética cubierta con buffer TBE 0,5X y se
procedio a realizar la siembra de las muestras. Para ello 5 pl de la muestra fueron resuspendidos en 1ul de
buffer de siembra y seguidamente el volumen final se sembr6 en una de las calles del gel. Finalizada la
siembra, se realiz6 la corrida electroforética aplicando un potencial eléctrico entre 80 y 120 Voltios con una
fuente PowerPac (BioRad).

Para visualizar los resultados se emple6 una fuente de luz azul incorporada a un transiluminador.

Conjugaciones
Las conjugaciones se emplearon para transferir plasmidos de E.coli S17 a B. bronchiseptica.

La cepa de B. bronchiseptica se crecié en una placa de BGAS suplementado con estreptomicina y
se incubd durante 72 horas a 37°C. Al dia siguiente de haber inoculado la placa de BGAS con B.
bronchiseptica, se inocul6 una placa de LB con la cepa de E. coli con el plasmido a conjugar y se incubd
toda la noche a 37 °C. La biomasa de E. coli obtenida se emple6 para inocular un cultivo liquido, el cual se
incubd toda la noche a 37°C en agitacion. Al dia siguiente se tom6 un mililitro del cultivo y se centrifugd
durante 3 min a 2.500g. Luego se descartd el sobrenadante y el pellet se resuspendié suavemente en 75 pl
de LB sin antibiotico. A ese mismo tubo se le agrego la biomasa de B. bronchiseptica que habia crecido en
la placa de BGAS. La suspension de bacterias obtenidas se colocd en forma de gota aislada en una placa de

BGAS o SS-sangre sin antibiotico previamente sembrada con 50 ul de MgCl, 2M. Ademas se agregaron
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como controles negativos 50 ul de la suspension de E.coli y 50 pl de la suspension de B. bronchiseptica.
La placa inoculada se incub6 durante 24 horas a 37 °C.

Transcurrido el tiempo de incubacidn se levanto la gota de conjugacion con una punta de tip y se
resuspendio en 900 ul de SS o PBS y se realizaron diluciones seriadas 1/10. Para el caso de la conjugacion
con los plasmidos pMQ72 y al pPBBR1-MCS35 se plaquearon las diluciones: 103,10% y 107 y, para el
pMQ30 las diluciones: directa,10" y 102 en placas de BGAS suplementada con estreptomicina y
gentamicina. Los controles se plaquearon sin diluir, por separado. Todas las placas fueron incubadas
durante 72 horas a 37 °C. Pasado el tiempo de incubacion se considerd que la conjugacion fue exitosa al
observar colonias en las placas de conjugacion y ausencia de colonias en las placas de los controles. Las
colonias obtenidas se repicaron nuevamente en placas de BGAS Str Gm y finalmente se chequed por

miniprep la incorporacion del plasmido.

Método de seleccion con sacarosa
Este protocolo se empled para obtener el mutante doble recombinante: BbAbdcB:bdcB.

Antes de comenzar con esta técnica, fue necesario clonar las dos secuencias adyacentes al gen que
se queria mutar en el plasmido pMQ30. Estas dos secuencias se corresponden con los sitios donde se espera
que ocurra la primera y la segunda recombinacién homologa. En este caso, se clono el gen bdcB entero mas
las dos secuencias flanqueantes de 200 pb.

Una vez obtenida la construccion requerida se busco, mediante esta técnica, los mutantes dobles
recombinantes. Para esto se aprovecho la presencia del gen sacB de Bacillus subtilis, en el plasmido
pMQ30. Este gen, cuando es introducido en B. bronchiseptica, le confiere toxicidad a la bacteria en
presencia de sacarosa. Con lo cual, en este ensayo, se introdujo el plasmido pMQ30 en B. bronchiseptica,
se seleccionaron los simples recombinantes que no crecieron en sacarosa, y a partir de los simples
recombinantes, se seleccionaron luego los que perdieron el plasmido, es decir, los dobles recombinantes
que crecieron en sacarosa.

A continuacion, se detallan los procedimientos realizados.

En primer lugar, para introducir el plasmido en B. bronchiseptica, se realiz6 una conjugacion entre
la cepa E. coli con el plasmido pMQ30 correspondiente y la cepa B. bronchiseptica silvestre. Las colonias
obtenidas se repicaron en dos placas de diferentes: una BGAS Str Gm y otra placa de LB s/ NaCl con
sacarosa 15% p/v. Ambas placas fueron incubadas durante 24 horas a 37 °C. Pasado el tiempo de
incubacion se seleccionaron los simples recombinantes: aquellos repiques hemoliticos que hayan crecido
en la placa de BGAS y “NO” hayan crecido en la placa de LB Sacarosa 15%. Con los clones seleccionados

se prepar6 un cultivo de 5 ml de DOgso 0,05-0,1 y se incubo toda la noche en agitacion a 37 °C.
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Transcurrido el tiempo de incubacion, se procedio a la seleccion de los dobles recombinantes: se
realizaron diluciones seriadas 1/10, se plaquearon en LB Sacarosa 15% y LB s/sacarosa y se incubaron
durante 48 horas a 37°C. Se consider6 que el protocolo funciono correctamente si aparecieron colonias en
las placas de LB sacarosa 15% y un césped bacteriano en la placa LB/ sacarosa. Las colonias que crecieron
en la placa de LB sacarosa 15% son dobles recombinantes. Con lo cual se repicaron en BGAS Str y se

realiz6 una evaluacion por PCR.

Ensayos de formacion de biofilm en P. fluorescens
Las cepas de P. fluorescens a ensayar fueron crecidas en placas de LB suplementadas con

gentamicina e incubadas durante 24 horas a 28°C.A partir de estas, se inocularon cultivos de 5 ml de LB
suplementados con Gm y se incubaron durante toda la noche a 28 °C. Transcurrido este tiempo, los cultivos
fueron empleados para preparar suspensiones bacterianas de DO: 1 en medio K-10T. Por otro lado, se
prepararon alicuotas de 900 ul de medio K-10T suplementado con arabinosa 0,2 %v/v que seguidamente
fueron inoculadas con 100 ul de la suspension de P. fluorescens DO:1. 100 pl de la suspension final de
DO:0,1 fue agregada en cada fosa de la placa multipocillos por sextuplicado, y la placa inoculada fue
incubada durante 6 horas a 28 °C en camara himeda. Transcurrido ese tiempo se les retir6 las suspensiones

bacterianas y se procedid a realizar la técnica de tincion con cristal violeta.

Ensayos de formacion de biofilm de B. bronchiseptica en placas multipocillos
La biomasa obtenida en placas SS- sangre se empled para preparar suspensiones bacterianas en

medio SS con una DO:0,1 conteniendo concentraciones de acido nicotinico final de 0 mM, 1,0 mM o 4,0
mM. Las suspensiones obtenidas se emplearon para inocular con 100 pl cada una de las fosas de una placa
multipocillos por sextuplicado. Las placas inoculadas fueron incubadas durante 24 horas a 37 °C en una
camara humeda. Transcurrido ese tiempo se les retiraron las suspensiones bacterianas y se realiz6 la técnica

de tincidn con cristal violeta.

Tincién con cristal violeta

Esta técnica se emple6 para tefir y cuantificar los biofilm formados en placas de multipocillos,
reportada previamente!’.

Para esto, las suspensiones bacterianas presentes en la placa de multipocillos se descartaron y los
pocillos se lavaron con agua desionizada por unica vez. Seguidamente, se fijaron los biofi/m incubando la
placa durante 10 minutos a 37 °C. Terminado el tiempo de incubacion se agregaron 125 ul de una solucion
de cristal violeta 0,1%v/v a cada una de las fosas y se volvid a incubar la placa durante 30 minutos a

temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo, la solucion colorante fue retirada y las fosas fueron lavadas
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con agua destilada. En esta instancia, los biofilm formados se visualizan como una linea en la region de la
interfase aire-liquido.

Para poder cuantificar los biofilm se adicionaron, 125 pl de acido acético 33% v/v a cada una de
las fosas para disolver el colorante la suspension se homogeneizd empleando pipeta. Por tltimo, se tomaron

100 pl de la solucion obtenida y se cuantifico la absorbancia en un espectrofotometro a 595nm.

Formacion de biofilm en tubos de plastico y en vidrio
A partir de las bacterias crecidas en la placa de SS-sangre, se prepararon suspensiones en medio SS

liquido con DO final: 0,1 conteniendo concentraciones de &cido nicotinico de 0OmM, 1,0 mM o 4,0 mM. Se
tomaron 500 pl de cada una y se colocaron por triplicado en tubos de 1,5 ml previamente esterilizados.

En estos cultivos se sumergié ademas un cubreobjetos cortado manualmente de manera tal que
quede sumergido en la suspension bacteriana. Este sistema se incubd durante 24 horas a 37 °C en una
camara humeda. Pasado el tiempo de incubacion, los vidrios sumergidos fueron colocados en un nuevo vial
de 1,5ml conteniendo glutaraldehido 2,5% v/v en PBS. Por otro lado, el medio de cultivo del tubo original
fue descartado, y se les adiciond también glutaraldehido 2,5% v/v en PBS. Tanto los vidrios como los viales
fueron incubados durante 1 hora a 4 °C. Esta etapa corresponde a la etapa de fijacion. Pasado el tiempo de
incubacion, tanto los vidrios como los viales fueron tefiidos con cristal violeta o, en el caso de los vidrios,
fueron empleados para la visualizacion por microscopia de barrido. La tincién con cristal violeta se realizd
agregando 500 pl de cristal violeta 0,1%v/v en sobre los tubos de 1,5 ml durante 30 minutos. Seguidamente,
la solucién colorante fue retirada y los biofilm formados fueron lavados con agua desionizada. Finalmente,

se tomaron fotografias de los biofilm formados a fin de realizar el andlisis cualitativo de los mismos.

Microscopia electronica de barrido (SEM)
Esta técnica fue empleada para la visualizacion de los biofilm formados sobre vidrio. Por esto, este

protocolo comparte las primeras etapas con del protocolo de formacion de biofilm en tubos de plastico y en
vidrio. La etapa de formacion del biofilm y de fijacion con glutaraldehido 2,5% v/v en PBS son idénticas
en ambos protocolos. La tnica diferencia reside en que, para la observacion por SEM, los tubos de 1,5 ml
no fueron posteriormente procesados. Las etapas exclusivas de observacion por SEM consisten en
deshidratacion, secado y metalizado de los biofilm formados.

Para llevar a cabo la etapa de deshidratacion se realizo un tren de deshidratacion con alcohol etilico.
Para este procedimiento se prepararon soluciones de etanol-PBS 20%, 50%, 70% y 90% v/v. Luego de la
fijacion con glutaraldehido 2,5% v/v en PBS, los cubreobjetos fueron incubados durante 1 hora en cada
solucion de manera tal de aumentar gradualmente la concentracion de etanol. Por altimo, las muestras

fueron almacenadas en etanol absoluto hasta el momento de ser procesadas.
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La etapa de secado fue realizada mediante la técnica de punto critico y el metalizado fue realizado
con oro. Estos procedimientos fueron hechos en el servicio de microscopia electronica de barrido y
microanalisis del LIMF (Facultad de ingenieria-UNLP).

Las observaciones microscopicas fueron realizadas también en el servicio de microscopia

electronica de barrido y microanalisis del LIMF utilizando un microscopio FEI, Quanta 200.

Ensayos de movilidad
Se prepararon placas de SS semisolido (0,35% agar) suplementado con MgSO4 en una

concentracion final 40 mM y se dejaron secaron secar en la cabina del flujo laminar entre 10-15 minutos.
Pasado este tiempo se procedio a la inoculacion de estas con las bacterias a ensayar. Para esto se tomo con
un escarbadientes estéril una colonia de la placa donde se realizo el aislamiento y se inocul6 seguidamente,
en forma vertical, sobre la placa de movilidad. Por cada placa se realizaron 4 inoculaciones. Una vez
realizada la inoculacion, las placas se taparon, se recubrieron los bordes con parafilm para evitar que se
sequen y se incubaron durante 18 horas a 37 °C. Durante este tiempo, las células se desplazan de manera

individual formando halos concéntricos. Pasadas las 18 horas se midieron los halos empleando una regla.

Doble hibrido en bacteria (BACTH)
Esta estrategia fue empleada para evaluar la capacidad de dimerizacion de BdcB.

Para este ensayo se emplearon las cepas: E. coli pUT18 y pKTN2S5 sin inserto, E. coli pUT18Zip y
pKTN25zip y, las cepas E.coli pUT18bdcB y E. coli pKTN25bdcB obtenidas de la clonacion de bdcB en
los plasmidos pUT18 y pktn25 por de la técnica de clonacion con enzimas de restriccion y transformacion
por electroporacion en E. coli S17.

Las cepas de E. coli conteniendo plasmidos derivados del pKTN25 se inocularon en placas de LB
km 50 pg/ml y las cepas conteniendo plasmidos derivados del pUT18 en placas LB Cb 50 pg/ml.
Seguidamente, se incubaron durante 24 horas a 37°C.

La biomasa obtenida en cada placa se empled para inocular 5 ml de cultivos liquidos de LB
suplementado con Km 50 pg/ml o Cb 50 pug/ml, y los mismos se incubaron durante 16 horas a 37°C en
agitacion. Trascurrido el tiempo de incubacion, se procedié a realizar la extraccion de los plasmidos
mediante miniprep empleando un kit comercial. Una vez obtenidos los plasmidos, los mismos fueron
cuantificadas utilizando un equipo NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) y se les realizaron diluciones en
agua destilada estéril hasta obtener una concentracion final de 25 ng/ul de los mismos.

Seguidamente, se realizaron co-transformaciones (pUT18 y pKTN25 sin insertos entre si,
pUT18zip y pKTN25zip entre si y pUT18bdcB y pKTN25bdcB entre si) en la cepa E. coli BTH 101. Para

ello se tomaron 2 pul de cada una de las preparaciones de plasmidos, se pusieron en contacto con la E. coli
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y se realiz6 la transformacion mediante la técnica de electroporacion. Transcurrido el tiempo de incubacion,
se prepararon diluciones seriadas 1/10, 1/100 y 1/1000 y se plaquearon en medio LB suplementado con 50
ul de IPTG (0,5 mM), 100 ul de X-gal (40 pg/ml), Km (50 ug/ml) y Cb (50 pg/ml). Finalmente, estas placas
fueron incubadas durante 20 horas a 28 °C y se visualizaron en las interacciones de acuerdo con el color de

las colonias.

Ensayos de sobrevida con peroxido de Hidrogeno
Las cepas para emplear en este ensayo fueron inoculadas en placas BGAS e incubadas durante 72

horas a 37 °C. A partir del crecimiento bacteriano, se realizaron suspensiones a fin de obtener 1 ml de la
suspension bacteriana en una concentracion aproximada de 3x10° bacterias/ml. Esta tiltima suspension fue
empleada seguidamente para inocular tres tubos de 1,5ml que contenian 900 pl de medio de SS
suplementado con Gm. Cado uno de estos tubos corresponde a una réplica técnica.

Una vez realizada la inoculacion, se homogeniz6 la suspension y se procedio a realizar el recuento
de UFC al tiempo inicial.

Seguidamente a cada suspension de bacterias de 3x10° bacterias/ml se agregaron 10 pl de H,O,
dilucion 1/100 del stock 8822,5mM (concentracion final: 8,82mM) y se incubd durante 20 minutos a 37 °C
en agitacion. Transcurrido el tiempo de incubacion se procedid a realizar el recuento de UFC finales.

Con el recuento inicial y final de cada una de las bacterias se calculd el porcentaje de bacterias

vivas.

Prueba de difusion por discos con perdxido de Hidrégeno
A partir de las bacterias crecidas en placas BGAS, se prepararon suspensiones bacterianas en medio

SS liquido con una DOgsonm final: 0,1. 100 pl de esta suspension, se sembraron en placas de SS 0,9 % agar
suplementadas con Str Gm y se distribuyd de manera homogénea empleando una espatula de Drygalsky.
Sobre esta misma placa se colocaron dos discos de papel de filtro en el centro de la placa, pero
separados entre si y con una pinza estéril se hizo presion sobre los mismos para que quedaran fijos. Sobre
esos discos se agregaron 10 ul de H»0, a una concentracion final 50,0 mM. Las placas obtenidas se
incubaron durante 24 horas a 37 °C, y luego se midieron los halos de inhibicién de desarrollo empleando

una regla.

Cinética de crecimiento a pHs acidos
Las bacterias por analizar se inocularon en placas de BGAS suplementadas con Str-Gm y se

incubaron durante 72 horas a 37 °C. Pasado el tiempo de incubacion, la biomasa obtenida se emple6 para
inocular Erlenmeyers conteniendo 20 ml de SS liquidos a diferentes pHs (7,2, 6,0, 5,2 y 5,0). Para el caso

del SS pH= 7,2 se empleo el SS original, el cual contiene Tris 12,5 mM como sustancia buffer. En el caso
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de los medios de cultivo SS pH= 6,0, 5,2 y 5,0, el SS original fue modificado cambiando el Tris por MES
20 mM como sustancia buffer. Estos Erlenmeyer fueron inoculados con una suspension bacteriana de
manera tal de obtener una DOgsonm de 0,250 y se incubaron en agitacion durante 9 horas a 37 °C. Durante
este tiempo se tomaron alicuotas de 500 pl cada 1 hora para ir registrando la DOgsonm de los cultivos en

funcion del tiempo?®®.

Resistencia a pH acido
A partir del crecimiento bacteriano, se realizaron suspensiones bacterianas de DOgsonm:0,1

(aproximadamente 3x108 bacterias/ml) y con esta suspension se realizaron dos diluciones seriadas 1/10. La
primera dilucion se realizé en medio de cultivo SS estdndar pH= 7,2, mientras que la ultima dilucién 1/10
se realiz6 en medio SS pH=4,0. Finalmente se obtuvo 1 ml de la suspension bacteriana en una concentracion
aproximada de 3x10° bacterias/ml. Esta Gltima suspension fue empleada seguidamente para inocular tres
tubos de 1,5 ml que contenian 900 pl de medio de SS pH= 4,0 suplementado con Gm. Cada uno de estos
tubos corresponde a una réplica técnica.

Una vez realizada la inoculacion se homogenizo6 la suspension y se tomo, rdpidamente, una alicuota
de 10 pl y se colocaron en 990 pul de PBS para realizar el recuento de bacterias iniciales. Seguidamente se
procediod a incubar las suspensiones bacterianas durante 4 horas a 37 °C en agitacion. Durante el tiempo de
incubacion, se terminaron de realizar las diluciones seriadas de la alicuota tomada y se plaquearon para
realizar el recuento de UFC iniciales.

Transcurrido el tiempo de incubacion se realizo el recuento de bacterias finales. Con el recuento
inicial y final de cada una de las cepas ensayadas se calculé la fraccion de bacterias vivas y el resultado

obtenido se normalizo respecto al valor obtenido para la cepa control.

Electroforesis en SDS-PAGE
Tanto para los ensayos de Western blot como para la visualizacion de las muestras de proteinas se

realizaron corridas electroforéticas en geles de poliacrilamida (12,5% acrilamida-bisacrilamida) en
condiciones desnaturalizantes de acuerdo con la metodologia descripta por Laemmli®?.

Las muestras de proteinas se resuspendieron en buffer Leammli y se realizaron las corridas
electroforéticas en buffer de electroforesis empleando un potencial eléctrico constante entre 100 y 120
Voltios. El equipo usado en estos ensayos fue Miniprotean II de BioRad.

Para la visualizacion del perfil de proteinas de las muestras, los geles fueron incubados en una

solucion con el colorante Coomassie Blue R250 durante algunas horas y luego fue decolorado con una

solucion decolorante.
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Western blot
Las proteinas presentes en el gel de electroforesis se transfirieron a la membrana de Polifluoruro de

Vinilideno (PVDF) aplicando una diferencia de potencial de 100 V durante una hora en frio empleando el
equipo Mini Trans-Blot Cell (BioRad). Posteriormente, se bloque6 la membrana con leche descremada al
5% p/v en TBS (TBS-leche) durante una hora a temperatura ambiente. Seguidamente, se incubo la
membrana con el anticuerpo primario (dilucion 1/1000 del stock original en TBS-leche) durante toda la
noche en agitacion a 4°C. Al dia siguiente se retir6 el anticuerpo primario, se le realizaron 6 lavados a la
membrana con TBS-leche, se le adiciono el anticuerpo secundario conjugado a HRP y se dejé en agitacion
durante dos horas y media a temperatura ambiente. Pasado el tiempo de incubacion, la membrana se lavo
dos veces con Tween 20 0,1% en TBS y tres veces con TBS. Finalmente, se procedio al revelado. En esta
etapa se emplearon dos estrategias diferentes:

Una estrategia consistio en incubar la membrana con el sustrato quimio luminiscente comercial
Clarity™ Western ECL Substrate (Bio Rad #1705060) y revelar la membrana usando una placa
radiogréafica.

La otra estrategia consistio en incubar la membrana con 10 ml de una solucion que contenia: buffer
Tris-Hel 0,1M pH:8,5, 30 ul de H>O,y una punta de espatula de 3,3-Diaminobenzidina (DAB). En presencia
de la enzima HRP y H,O, el DAB se oxida a un compuesto de color marrén que se deposita en la membrana.
La membrana con esta solucion se incubd durante varios minutos en oscuridad y luego se detuvo la reaccion
lavando la membrana con agua desionizada.

Anticuerpos primarios empleados:

Anticuerpo Anti-flagelina: Anticuerpo policlonal de raton especifico para la flagelina B.

bronchiseptica (Tesis Julieta Fernandez).

Anticuerpo anti-FHA: anticuerpo policlonal de conejo que reconoce a la adhesina Hemaglutinina

Filamentosa.

Anticuerpo anti-bsp22: anticuerpo policlonal de raton que reconoce a la proteina Bsp223%.

Anticuerpos secundarios empleados:

Anticuerpo Anti-raton-HRP: Anticuerpo de cabra que reconoce IgG de raton conjugado a
peroxidasa de rabano. Bio-Rad
Anticuerpo Anti-conejo-HRP: Anticuerpo de cabra que reconoce IgG de conejo conjugado a

peroxidasa de rabano. Bio-Rad

Extraccion de ARN
En primer lugar, se inocularon placas de SS-sangre con las cepas a ensayar y se incubaron durante

48 horas a 37°C. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, la biomasa obtenida se empleo para inocular
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medios de cultivo liquidos SS suplementado con Str Gm a una DOssonm:0,1. Seguidamente, estas
suspensiones bacterianas fueron incubadas toda la noche a en agitacion a 37°C.

Al siguiente dia, se procedio6 a realizar las extracciones de ARN mediante dos etapas diferentes:
una primera etapa de resuspension de las bacterias y lisis, y otra etapa de separacion, lavado y obtencion de
los ARN en medio acuoso.

En la primera etapa de la extraccion se tomaron 1,5 ml del cultivo bacteriano y se centrifugaron a
6000 g durante 5 minutos a 4°C. Durante el tiempo de centrifugacion se precalentaron 200 pl del reactivo
comercial Max Bacterial Enhancement Reagent (Invitrogen) a 95 °C. Luego de la centrifugacion, se
descarto el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet con los 200 pl de este reactivo comercial empleando la
pipeta. Seguidamente, el tubo se incub6 por 4 minutos a 95 °C. Pasado este tiempo se le agregd Iml de
Tioisocianato de guanidinio (Trizol®, Invitrogen) y se mezclé nuevamente para lisar las bacterias.
Finalmente, la solucion se incub6 a temperatura ambiente durante 5 min y se procedi6 con la segunda etapa
de la extraccion.

En esta segunda etapa se adicionaron 350 ul de cloroformo y se mezcld vigorosamente empleando
vortex durante 1 minuto. Luego se centrifugd a 11.000 xg durante 15 minutos a 4 °C. Después de esta
centrifugacion se pueden apreciar dos fases diferentes en el tubo: en la parte inferior del tubo una fase
organica de color rosa, y en la parte superior una fase incolora acuosa que contiene el ARN. La fase incolora
se transfirio a un tubo de 2 ml estéril y se le adiciond el mismo volumen de etanol 70% conservado a -20
°C. El tubo fue mezclado por inversion varias veces y el contenido se traspaso a una columna de extraccion
provista por el kit comercial. Seguidamente, las muestras se trataron siguiendo las instrucciones provistas
por el comerciante. Finalizada la extraccion, las soluciones de ARN obtenidas fueron cuantificadas

empleando el NanoDrop One de Thermo Fisher.

qRT-PCR
Para llevar a cabo estos ensayos se emple6 el kit comercial Luna de un solo paso (New England

Biolab). Este kit permite hacer la conversion de ARN a ADNc y la subsiguiente amplificacion del ADNc
empleando una sola mezcla de reaccion. Los procedimientos fueron realizados de acuerdo con las
instrucciones del comerciante empleando en cada mezcla de reaccion 5 ul de RNA 25ng/pl.

Para cada gen analizado se realizaron tres réplicas bioldgicas y cuatro réplicas técnicas. Como gen
de referencia se emple6 el gen recA dado que se expresa de manera constitutiva en B. bronchiseptica. Los

niveles de expresion se calcularon empleando el programa Bio-Rad CFX Maestro.
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Obtencion de macrofagos a partir de medula dsea
Para llevar a cabo la obtencion de macrofagos se sacrificaron ratones BALB/c y/o C57BL/6j y se

obtuvieron los fémures de estos. Los fémures obtenidos se colocaron en un mortero estéril junto a 5 ml de
medio de cultivo RPMI con 10% v/v de suero fetal bobino (SFB) y se presionaron con el mazo a fin de
dispersar las células. Se paso el contenido del mortero por un filtro de células (70 pm) y el liquido se
recolectd en un tubo conico de 50 ml. El contenido del tubo de 50 ml fue trasvasado luego a otro de 15 ml,
se centrifugd a 1.000 xg durante 5 minutos, se descarto el sobrenadante, y al pellet se le agregd Sml de
medio de cultivo, se traspasé a un tubo de 50 ml estéril, se completdé con medio hasta un volumen final de
50 ml y la suspensidn obtenida fue distribuida en 5 placas de Petri estériles (10 ml en cada una). Las placas
inoculadas se incubaron durante 3 dias a 37 °C con 5 % CO.. Pasados esos tres dias se les adicioné medio
fresco. Al sexto dia se descart6 el medio y los macrofagos crecidos se removieron de la superficie de la
placa empleando un cell scrapper. Seguidamente se les agregd medio de cultivo nuevo y la suspension

obtenida se empled para inocular placas multipocillos para trabajar en los experimentos subsiguientes.

Recuento de células
Para el recuento celular, se tomaron 10 pl de la muestra y se mezclaron con 10 pl de azul de tripan.

Luego se tomaron 10 pl de esta ultima muestra y se colocaron en una lamina de vidrio para ser cuantificada

por el Contador de células automatico EVE™.

Medida de la liberacion de la enzima lactato-deshidrogenasa
Para llevar a cabo estos ensayos se obtuvieron macrofagos a partir de médula 6sea de ratones

BALB/cy C57bl/6j y se cultivaron en placas de 96 pocillos hasta obtener una cantidad de células por pocillo
de aproximadamente 1x10° células/ml.

Alcanzado este valor de células/ml, se retiré el medio de cultivo y los macréfagos adheridos a la
placa se lavaron dos veces con PBS Gibco™, pH 7,2 de Thermo Fisher scientific.

Por otro lado, se prepararon las suspensiones bacterianas a ensayar en medio RPMI suplementado
con 10% SFB. Por cada cepa se prepard una suspension de DOgsonm:0,1 para emplear como MOI: 100, una
dilucion 1/10 de esa suspension como MOI:10 y una dilucién 1/100 como MOI: 1.

Una vez listas las suspensiones, se emplearon para inocular la placa (100 pl de suspension
bacteriana por fosa). Finalizada la inoculacion, la placa se centrifugo6 a 500 g durante 5 minutos para poner
en contacto las bacterias con las células y se incub6 durante 4 horas a 37 °C con una atmosfera de 5% de
CO..

Transcurrido este tiempo, la placa se volvid a centrifugar, y el medio de cultivo se paso a una placa

de Elisa para realizar la medida de liberacion de la enzima lactato deshidrogenasa empleando el kit
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comercial The CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega). Los procedimientos
realizados y las condiciones empleadas fueron acorde a lo establecido por el comerciante.

Se realizaron al menos tres réplicas bioldgicas con macrofagos obtenidos de ratones BALB/c y tres
replicas biologicas con macrofagos obtenidos de ratones C57BL/6j. Por cada cepa y por cada MOI

empleada se realizaron 8 réplicas técnicas.

Medida de muerte celular con Ioduro de Propidio
Para llevar a cabo estos ensayos se obtuvieron macrdfagos a partir de ratones BALB/c y C57BL/6j

y se cultivaron en placas de 96 pocillos hasta obtener una cantidad de células por pocillo de
aproximadamente 1x10° células/ml.

Alcanzado este valor de células/ml, se retird el medio de cultivo y los macrofagos adheridos a la
placa fueron lavados dos veces con PBS Gibco™, pH 7,2 (Thermo Fisher Scientific).

Por otro lado, se prepararon las suspensiones bacterianas a ensayar en medio RPMI -IP. Se preparo
una suspension de DOgsonm:0,1 para emplear como MOI: 100, una dilucién 1/10 de esa suspension como
MOI:10 y una dilucién 1/100 como MOI: 1.

Una vez listas las suspensiones se emplearon para inocular la placa (100 ul de suspension bacteriana
por fosa). Como control negativo se inocularon fosas con el medio de cultivo RPMI-IP sin bacterias y como
control positivo se empled medio RPMI-IP suplementado con Triton-X100 en una concentracion final
0,01%.

Finalizada la inoculacion, la placa se centrifugd durante 5 minutos a 500 g y se coloco en el lector
de placas TECAN. Las medidas de fluorescencia se realizaron cada 10 minutos durante 8 horas a 37 °C.
(Longitud de excitacion: 535nm y Longitud de emision: 624nm).

Se realizaron al menos tres réplicas biologicas con macréfagos obtenidos de ratones BALB/c y tres
replicas bioldgicas con macrofagos obtenidos de ratones C57BL/6j. Por cada cepa y por cada MOI

empleada se realizaron 8 réplicas técnicas.

Cuantificacion de citoquinas y quimioquinas
Esta técnica se emple6 para medir los niveles de citoquinas en sobrenadantes de cultivos celulares

y para medir citoquinas y quimioquinas en homogeneizados de la cavidad nasal y del pulmén de ratones
infectados. Para ello se emple6 el kit comercial The LEGENDplex™ (BioLegend), en el cual se pueden
seleccionar diferentes paneles en funcion de las citoquinas o quimioquinas que se quieren analizar.

Para el analisis de citoquinas de los sobrenadantes de cultivos celulares se emplearon dos paneles
diferentes: el panel T-helper (Th) que permite la cuantificacion simultdnea de 12 citoquinas de raton,

incluyendo 1L-2,4, 5, 6,9, 10, 13, 17A, 17F, 22, IFN-y y TNF-a y ademas se empled el panel de inflamacion
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que permite la cuantificacion simultanea de 13 citocinas de ratdn, incluidas IL-1a, IL-1pB, IL-6, IL-10, IL-
12p70, IL-17A, IL-23, IL-27, MCP-1, IFN-p, IFN-y, TNF-0. y GM-CSF.

Para el analisis de quimioquinas y citoquinas en la cavidad nasal y en el pulmdn de los ratones se
emplearon: el panel de Quimioquinas proinflamatorias que permite la cuantificacion simultanea de 13
quimiocinas de raton, incluidas MCP-1 (CCL2), RANTES (CCLS5), IP-10 (CXCL10), Eotaxina (CCL11),
TARC (CCL17), MIP-1a (CCL3), MIP-1B (CCL4), MIG (CXCL9), MIP-3a (CCL20), LIX (CXCLS), KC
(CXCL1), BLC (CXCL13) y MDC (CCL22), y para el analisis de las citoquinas se empleo el panel de
inflamacion que incluye las siguientes citoquinas: IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-17A, IL-23, IL-
27, MCP-1, IFN-B, IFN-y, TNF-a y GM-CSF.

Las muestras de la cavidad nasal y de los pulmones constaron del sobrenadante de los
homogenizados de nariz y pulmén obtenido tras una centrifugacion a 10000 xg a 4°C durante 10 minutos.

Para proceder a la cuantificacion de citoquinas y quimioquinas se siguieron las instrucciones del

comerciante y se cuantificaron por citometria de flujo.

Ensayos de fagocitosis en macroéfagos obtenidos de ratones BALB/c y en macr6fagos Raw 264.7
Los macréfagos fueron cultivados en medio de cultivo para macrofagos hasta un 90% de

confluencia en placas de 96 pocillos a 37 °C y 5% CO». Seguidamente se realizaron dos lavados en PBS
Gibco™, pH 7,2 y se afiadieron las suspensiones bacterianas a los pocillos a una MOI de 100. Las placas
se centrifugaron a 5000 xg durante 5 minutos a temperatura ambiente y se incubaron a 37 °C. Después de
1 hora, se administraron 100 pl de solucion de tritén X al 0,1% (Sigma) en PBS a un subconjunto de
pocillos, seguido de una incubacién de 5 minutos a temperatura ambiente y pipeteo vigoroso para lisar las
células. Se realizaron diluciones seriadas y se sembraron en placas en BGA para cuantificar las bacterias
totales (intracelulares y extracelulares) presentes después de 1 hora. A la hora, se retir6 el sobrenadante de
los pocillos restantes y se reemplazo con 100 pl de solucion de gentamicina 100 pg/ml (Sigma-Aldrich) en
DMEM a los pocillos de muestra restantes. Las placas se incubaron en 5% de CO, a 37 °C, y luego a las 1,
4 y 24 horas después de la adicion de gentamicina, los pocillos apropiados se lavaron 3 veces con DMEM
y se trataron con 100 pl de triton X al 0,1% para lisar los macrofagos. Finalmente, a fin de realizar el
recuento bacteriano, se realizaron diluciones seriadas de los pocillos tratados con triton-X y se inocularon

placas BGAS.
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Modelo murino de infeccion
En los ensayos de infeccion en ratones se emplearon dos tipos de cepas: BALB/c y C57BL/6j de

entre 4 y 5 semanas de edad. Ambas especies de ratones se emplearon en dos esquemas de infeccion
diferentes: un esquema de infeccion con dosis altas y un esquema de infeccion con dosis bajas.

Para ambos esquemas de infeccion se prepararon suspensiones de bacterias en PBS a partir de
bacterias cultivadas en placas SS-Sangre suplementadas con Str durante 48 horas. Para los ensayos de
infeccion con dosis altas se prepard una suspension de 1x10° UFC/ml mientras que para los ensayos con
dosis bajas se empled una suspension de 1x10* UFC/ml.

El esquema de infeccion con dosis altas consistio en infectar a los ratones con 30 pl de la suspension
bacteriana. En los ensayos con ratones BALB/c se sacrificaron 5 ratones por cepa en una camara con CO»,
a los dias 7, 14, 28 y 56 post- infeccion. En los ensayos con ratones C57BL/6j se sacrificaron 4 ratones por
cepa a los dias 7 y 14 post- infeccion. Luego del sacrificio, se recolectaron las muestras de la cavidad nasal,
la traquea y los pulmones.

El esquema de infeccion con dosis bajas consistié en infectar a los ratones con 5 pl de la suspension
bacteriana. En los ensayos con ratones C57BL/6j se sacrificaron 3 ratones por cepaa los dias 3, 7, 14, 28 y
56 post- infeccion. En los ensayos con ratones BALB/c se sacrificaron 4 ratones por cepa a los dias 3, 7y
14.

Todas las muestras de cavidad nasal, traquea y pulmoén fueron recolectadas en tubos conteniendo 1
ml de PBS y perlas de 1,3 mm y 0,4 mm. Se homogeneizaron empleando un homogeneizador Bead Mill
(VWR) y se realizaron diluciones seriadas para realizar el recuento bacteriano. Las diluciones fueron
plaqueadas en placas de BGAS suplementadas con Str e incubadas durante 48 horas a 37 °C. Trascurrido

es tiempo se realizo el recuento de UFC y se determiné el niimero de bacterias por 6rgano.

Herramientas bioinforméticas
Para llevar a cabo el analisis in silico de bdcB se emplearon una serie de servidores y programas

que se listan a continuacion.

El servidor NCBI de las siglas en inglés: National Center for Biotechnology Information (Centro
Nacional para la informacion biotecnoldgica). Esta base de datos almacena y actualiza constantemente
informacion del campo de la biotecnologia. Ademas, ofrece herramientas como BLASTN y BLASTP para
el analisis de secuencias de DNA y de proteinas respectivamente. (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

El sitio web Uniprot (Universal Protein). Este sitio almacena informacion sobre proteinas*.

También disponible on line (https://www.uniprot.org/)

El predictor de estructuras Alpha fold2. Este programa se empled para predecir la estructura

proteica de BdcB. Este programa fue desarrollado por DeepMind de Alphabets/Google. Este predictor
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presenta predicciones mucho mas exactas que cualquier otro programa de prediccion. Disponible de manera
online®*’*?(https://colab.research.google.com/github/deepmind/alphafold/blob/main/notebooks/AlphaFol
d.ipynb).

Programa UCFS Chimera. Este programa se emple6 para visualizar los modelos de proteinas
predichos por Alphafold2%4,

ClustalW. Este programa permite realizar alineamientos multiples de secuencias. En este trabajo se
empled para realizar alineamientos de las secuencias de los dominios GGDEF de diguanilato ciclasas

244 Este programa esta disponible de manera on line: https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

activas
Weblogo: Permite realizar representaciones graficas de los alineamientos obtenidos®*’. Esta

disponible on line: https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi

Analisis Estadistico
Los graficos y analisis estadisticos se realizaron empleando el programa GraphPad Prism 6.

Las comparaciones entre dos grupos se analizaron con unpaired Student’s t-test mientras que las
comparaciones entre mas grupos se analizaron con one-way ANOVA seguido de un ftest de Tukey para

multiples comparaciones.
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Anexo 1: Medios de Cultivo
Medios de cultivo para el crecimiento de B. bronchiseptica

Medio Bordet-Gengou agar sangre (BGAS)
Agar Bordet Gengou DIFCO: 30 g/
Glicerol: 1 % p/v

Sangre:10 % v/v

Medio Stainer Scholte (SS)

Glutamato de sodio monohidratado: 570 mM
L-prolina: 20 mM

NacCl: 430 mM

KH,PO, 36 mM

KCI: 20 mM

MgCl,.6H,O: 5 mM

CaCl,.2H,0: 1,4 mM

Tris-HCI: 120 mM

Complemento 100X

pH 7,20

Agar: 15 g/l para medios sélidos; 3,5 g/l para medios de movilidad; sin agregado de agar para medios
liquidos

Sangre 10 %v/v. Solo para medios s6lidos SS-sangre.

Complemento 1000X
L-cisteina: 4,0 % p/v
FeS04.7H20: 1,0 % p/v
Acido ascorbico: 2,0 % p/v
Acido nicotinico 0,4 % p/v

HCI concentrado: 10,0 % v/v

Complemento 100X
Complemento 1000X: 1ml
Agua desionizada: 9 ml

L-glutation reducido: 0,1g
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Medios de cultivo para el crecimiento de E. coli

Composicion del medio de cultivo Luria-Bertani (LB)
Triptona: 10 g/l

Extracto de levadura: 5 g/l

NaCl: 5 g/l

Agar: 15 g/l para medio sélido. Sin agregado de agar para medio liquido

Medio de cultivo para ensayos de biofilm con P. fluorescens

Composicion del medio de cultivo K-10T
Triptona: 0,2 % p/v

Glicerol: 0,2 % v/v

MgS0O4: 0,06 M

Tris-HCI: 0,05 M

K;HPO4:0,001 M

pH: 7,4

Medios de cultivos para S. cerevisiae

Medio YPD

Peptona: 20 g/l

Extracto de levadura: 10 g/l
Glucosa: 20 g/l

Agar: 15 g/l para medio so6lido. Sin agregado de agar para medio liquido

Medio URA-

Yeast Nitrogen base (YNB): 6,7 g/l

Complete Supplement Mixture (CSM): 0,76 g/l
Glucosa: 15 g/l

Agar: 15 g/l
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Medios de cultivos para ensayos con cé€lulas

Medio de cultivo para macrofagos
DMEM: 700 ml

Medio de acondicionamiento LCM: 200 ml
SFB (Suero fetal bobino): 100 ml

Medio de cultivo para ensayos con loduro de propidio (RPMI-IP)
RPMI: 18 ml

SFB: 2 ml

HEPES 1M: 500 pl

IP 1mg/ml: 200 pl

Anexo 2: Soluciones empleadas
PBS

KH;POy: 0,428 g/l
NA,HPO,.12H,0: 3,5 g/l
NaCl: 7,2 g/l

Agua desionizada: hasta completar volumen

Soluciones para Miniprep

P1

Tris-HCl: 50 mM
EDTA: 10 mM
pH: 8,0

P2A
NaOH: 8 g/l

P2B
SDS: 20 g/l

P3
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Acetato de potasio: 1,5 M
pH: 5,5

Suspension de silica
Silica: 2g

Agua desionizada: 15,0 ml

Solucién de lavado de silica 10 X
NacCl: 500 mM

Tris- HCI: 100 mM

EDTA: 25 mM

pH: 7,5

Solucion de lavado silica 1X
Solucidn de lavado 10X: 10% v/v

Etanol: 50 % v/v

Soluciones para electroforesis en gel de agarosa:

Buffer TBE (10X)
Acido Boérico: IM
Tris-HCI: 1,0 M
EDTA: 0,02 M

Buffer de siembra
Sacarosa: 40% p/v

Azul de Bromofenol 0,25% p/v

Soluciones para clonados en levadura:

Solucion Lazy Bones

Polietilen glicol (PM 1350): 40% p/v
Acetato de litio: 0,1 M

EDTA: 1M

Tris-HCI: 10 mM

pH: 7,5
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Buffer TE
EDTA: ImM
Tris-HCI: 10mM
PH: 8,0

Soluciones para electroforesis en SDS PAGE

Buffer de electroforesis
Tris-HCl: 50 mM
Glicina: 370 mM

SDS 10: % p/v

pH: 8,3

Buffer Laemmli 6X

Tris HCI: 0,05 M

SDS: 2% p/v

Glicerol: 1% v/v

EDTA: 0,02 M

Azul bromofenol: 0,08% p/v
B-mercaptoetanol: 5% v/v

pH: 6,8

Coomasie Blue R250
Coomasie Blue R250: 0,2 % p/v
Metanol: 40 % v/v

Acido acético: 20 % v/v

Decolorante para Coomasie Blue
Metanol: 40 % v/v

Acido acético: 10 % v/v

Buffer de transferencia

Tris-HCI: 0,025 M

Soluciones para Western blot
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Glicina: 1| M
Metanol: 20 % v/v

TBS 10X
Tris-HCL: 1M
NaCl: 1,5 mM
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Anexo 3: Plasmidos empleados
Los plasmidos y construcciones utilizadas en este trabajo se detallan a continuacion.

Nombre del plasmido

pMQ72

pMQ72bdcB

pMQ72gchC

pMQ72bdcB
(GGAAF)

pMQ72AN-bdcB

pvacio

pbdcB

pbdcA

pbdcB (GGAAF)

pAN-bdcB

pKTN25

pUTI8

pKTN25bdcB

Descripcion

Vector de expresion en Pf. Presenta el gen de
resistencia a Gm

Vector pMQ72 con el gen de bdcB fusionado a
HA

Vector pMQ72 con el gen gecbC de la diguanilato
ciclasa de Pf

Vector pMQ72 con el gen bdcB con el sitio
GGDEF modificado por GGAAF y fusionado a
HA

Vector pMQ72 con el gen de bdcB sin los
primeros 165 nucledtidos y fusionado a HA
Vector pBBRI1-MCS5 con promotor pnptll.

Presenta el gen de resistencia a Gm

Vector pBBR1-MCS5 con promotor pnptll y el
gen de bdcB fusionado a HA

Vector pBBR1-MCS5 con promotor pnptll y el
gen de la diguanilato ciclasa bdcA4 de Bb

Vector pBBR1-MCS5 con promotor pnptll y el
gen de bdcB con el sitio GGDEF modificado por
GGAAF y fusionado a HA

Vector pBBR1-MCS5 con promotor pnptll y el
gen de bdcB sin los primeros 165 nucledtidos y
fusionado a HA

Vector de expresion para ensayos de doble
hibrido. Presenta el gen de resistencia a Kn.
Vector de expresion para ensayos de doble
hibrido.

Presenta el gen de resistencia a Cb.

Vector pKTN25 con el gen de bdcB

Referencia

324

Este trabajo

248

Este trabajo

Este trabajo

171

Este trabajo

328

Este trabajo

Este trabajo

329

329

Este trabajo
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pUT18bdcB Vector pUT18 con el gen de bdcB Este trabajo
pKTN25zip Control positivo para ensayo de doble Hibrido ~ ¥*°
pUT18zip Control positivo para ensayo de doble Hibrido ~ 3%°
pMQ30 Vector de reemplazo alélico, no replicativo en B. 324
bronchiseptica. Presenta un gen resistencia a Gm
pMQ30mutbdcB Vector empleado para realizar el mutante Este trabajo
BbAbdcB
pMQ30revertantebdcB Vector empleado para complementar el mutante Este trabajo
BbAbdcB
Anexo 4: Primers utilizados
Los primers empleados en este trabajo se detallan a continuacion.
Nombre Uso Secuencia (5°-3°) Referencia
F1BB3903Fb Construccion BbAbdcB y ctgttttatcagaccgettetgegttctgataa  Este trabajo
BbAbdcB:bdcB tcccatcgectgcet
F1BB3903R Construccion BbAbdcB TCTAGAAAGTATAGGAACT  Este trabajo
TCGAAGCAGCTCCAGCCTA
GCGTTGTCCAGCCTCG
F2BB3903F Construccion BbAbdcB AGGTCGACGGATCCCCGG  Este trabajo
AATTAATTCTCATGTTTCA
TAACGGCCCGCGG
F2BB3903Rb Construccion BbAbdcB y caatttcacacaggaaacagctatgGTG  Este trabajo
BbAbdcB:bdcB GCAGTATGCGCGC
Pmq3903 F1 Construcciones:  pMQ72bdcB 'y GCGAATTCGAGCTCGGTAC  Este trabajo
pMQ72bdcB(GGAAF) CCGGAGGGATTGCGATGG
CGAGGCtg
ggaaf3903 R1 Construccion pMQ72bdcB (GGAAF) GACAGCACCGCGGCGAAC  Este trabajo
GCCGCGCCGCCCACCC
ggaaf3903 F2 Construccion pMQ72bdcB (GGAAF) GGGCGGCgeggegTTCGCCG  Este trabajo
CGGTGCTGTCG
DeltaNS5BB39  Construccion pMQ72AN-bdcB GCGAATTCGAGCTCGGTAC  Este trabajo
03F CCGGGATTatatgggCGCCGC
GACGCTGCAGG
reverse3903HA pMQ72bdcB, pMQ72bdcB (GGAAF) GAACATCGTATGGGTATGC  Este trabajo
y pPMQ72AN-bdcB GCCAGCCGTGCGGCTGG
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fw HA p/3903

R HA p/3903

BB3093 B2H _
FW

BB3093 B2H _
RV

cyaAF

cyaAR

Prt F
Prt R

FhaCF

FhaC R

fimD F

fimD R

Dnt F

Dnt R

BopN F

BopN R
Bsp22 F

Bsp22 R

Fusion

transcripcional

HA para

pMQ72bdcB, pMQ72bdcB(GGAAF)

y pMQ72AN-bdcB

Fusion

transcripcional

HA para

pMQ72bdcB, pMQ72bdcB(GGAAF)

y pMQ72AN-bdcB
Construcciones
pKTN25bdcB
Construcciones
pKTN25bdcB
qRT-PCR de cyad

qRT-PCR de cyad

qRT-PCR de prT
qRT-PCR de prT

gRT-PCR de fhaC

qRT-PCR de fhaC

gqRT-PCR de fimD

gRT-PCR de fimD

qRT-PCR de dnT

qRT-PCR de dnT

qRT-PCR de bopN

gqRT-PCR de bopN
qRT-PCR de bsp22

qRT-PCR de bsp22

PUTI8bdcB

PUTI8bdcB y

CACGGCTGGCGCATACCCA
TACGATGTTCCTGACTATG
C
aggtcgactctagaggatccccTTAAG
CGTAATCTGGAACGTCATA

cgegegecaagettgATGGCGAGG
CTGGACAACG
gegegegetetagagt TGCGCCAG
CCGTGCGGC
CACTGAGCAGAACAATCCT
TTCC
CGTGAGCATCTGGCTTTCA
C
CAGCACGGCATCCACATC

GCCTGACGACCGCTTACC

GGAATCAGTGCCGACTTCG
A
AGTTCCCACCCAGATATTG
GGTAT
GTATCCCCAGAAAGGCGA
AGT
GCGAACCTCCGCGTTGT

GCAGAAAGTACGGCACTA
CAAGGT
CCTGTTGTGATTTTCGATT
CCA
TGCCGAGGAAAAGCATCA
CT
GCCAGAGCATCGGACGTT

CGGCACGGGCGTCAT

GGTGTAGGCACTTTCGAGT
TCCT

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

330

330

330
330

330

330

330

330

330

330

330

330
330

330
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BopD F

BopD R

BopB F

BopB R

BteA F
Btea R
RecA F
RecA R
BtrS F
BtrS R

BtrA F

BtrA R

BtrV F

BtrV R
BtrU F

BtrUR

qRT-PCR de bopD

qRT-PCR de bopD

qRT-PCR de bopB

qRT-PCR de bopB

gqRT-PCR de bteA
qRT-PCR de bteAd
qRT-PCR de rec4
gRT-PCR de rec4
qRT-PCR de btrS
qRT-PCR de btrS

qRT-PCR de btr4

gRT-PCR de btrA

qRT-PCR de btrV

qRT-PCR de btrV
qRT-PCR de btrU

qRT-PCR de btrU

CGGCTCGGTGAAGACATCT
AC
GCCTCCCGCATCTGTTGA

GCTCAATTCGACGAGGCCT
AT
TGTGCGTACTCGCCATATC
G
CGTGAAATGGCTGGATGG

GCGTCGGTGGATTGCTG

gagcacaaggaaatggccatc

gctgactatgecectggttct

CACTGCTTTCGGTTCCTGT

ACGCTGTCGTAGCCTCGTT

CCGCTTTACCTGCTTTGGA
G
GATGCGATGACCTGGAACT
G
GCGGCTTGACTACATTTCC
A

TTCGCACAGCACCAGTT

TACGAGGAAAGCCGCAAC

GAGATGGCGAGAACCCAC
TT

330

330

330

330

330

330

330

330

108

108

108

108

108

108

108

108
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