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1. Introduccidon general

1.1. Bordetella

Bordetella pertussis es un cocobacilo gram negativo pequefio, de entre 0,5 y 1 um de
largo, perteneciente al género Bordetella, parte de la familia Alcaligenaceae de las B-
proteobacterias [1]. Junto con Bordetella parapertusis, también perteneciente al mismo
género, es el agente causal de la tos convulsa en humanos, siendo ambos patdgenos
estrictamente humanos [2]. Estas dos especies junto a Bordetella bronchiseptica constituyen
las primeras especies descriptas del género y son conocidas como las especies “clasicas” de
Bordetella. Existe una subespecie de B. parapertussis que infecta ovinos ademas de la ya
mencionada que infecta humanos [1]. Por su parte, B. bronchiseptica produce infecciones en
varios mamiferos y ocasionalmente infecta a humanos que se encuentren inmunodeprimidos
[3]. Actualmente el género comprende otras trece especies que se han ido aislando en los
ultimos afios a partir de muestras de humanos infectados, asi como también especies aisladas
de ratones y de muestras ambientales. A partir de muestras humanas se han aislado B.
holmesii [4], B. trematum [5], B. ansorpii [6], B. petrii 7], B. bronchialis 8], B. flabilis [8] y
B. sputigena [8]. De estas, la Ginica que presenta una sintomatologia similar a la tos convulsa
es B. holmesii [4]. El resto han sido aisladas Unicamente en infecciones oportunistas.
También se han aislado especies del género Bordetella a partir de otras especies. B. hinzii se
ha aislado de aves de corral [9]. B. avium infecta aves generando una enfermedad respiratoria
en las mismas [10]. B. pseudihinzii infecta roedores [11], y se han aislado tres especies de
entornos ambientales: B. muralis, B. tumulicola y B. tumbae [12]. El andlisis filogenético del
género sugiere que las especies asociadas a animales evolucionaron a partir de ancestros
presentes en suelo y/o agua en un proceso de diversificacion y especiacion con pérdida y
ganancia de varios genes, entre ellos toxinas, sistemas de secrecion y otros factores de
virulencia [13], [14], [15]. Las tres especies cldsicas estdn estrechamente relacionadas
filogenéticamente entre si. Se cree que B. pertussis y B. parapertussis evolucionaron

recientemente a partir de un ancestro similar a B. bronchiseptica [16].
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1.2. Tos convulsa

La tos convulsa es una enfermedad contagiosa causada principalmente por la
infeccion del tracto respiratorio por B. pertussis [1] o B. parapertussis. La tos convulsa
causada por la infeccidn con B. pararpertussis suele presentar un cuadro mas leve de la
misma, probablemente a debido a que esta especie no expresa la toxina pertussis [2]. La
primera descripcion de una enfermedad con sintomatologia compatible con la tos convulsa
data de mediados del siglo XV [13]. Es hacia finales de ese mismo siglo que se describieron
epidemias de tos convulsa en el territorio que actualmente ocupa la republica de Iran [17].
Hacia finales del siglo XVI se registra la primera epidemia de tos convulsa en Europa,
originada en Paris [18]. Hacia finales del siglo XVII Thomas Sydenham y Thomas Willis
introducen el nombre de pertussis para referirse a esta enfermedad que afectaba
principalmente a niflos y lactantes con una importante tasa de mortalidad. En el afio 1906
Jules Bordet y Octave Gengou lograron desarrollar un medio de cultivo que permitio aislar el
agente causal de la tos convulsa y luego lograron relacionar la presencia de B. pertussis con
el desarrollo de la enfermedad [19].

La manifestacion clinica de la enfermedad suele variar dependiendo de la edad y
estado de inmunizacion del paciente, asi como también de la existencia de una infeccion
previa del patogeno y del tratamiento con antibidticos [1]. Generalmente, la fase sintomatica
de la enfermedad comienza tras un periodo de incubacion de entre siete y diez dias desde que
la bacteria ingresa al hospedador y suele durar entre seis y doce semanas, aunque puede
prolongarse. Asimismo, esta fase se divide en tres etapas: la catarral, la paroxistica y la
convaleciente. Durante el estadio catarral suele aparecer una tos leve acompafiada de rinorrea
y lagrimeo. Es durante esta etapa y en las dos semanas posteriores a la aparicion de la tos la
tasa de contagio es mas elevada. La tos empeora progresivamente tanto en frecuencia como
en intensidad durante un periodo que comprende entre una y dos semanas para dar paso a la
etapa paroxistica. Esta etapa se caracteriza por la aparicion de los eventos paroxisticos que
consisten en accesos violentos de tos repetidos con cinco o mas expectoraciones violentas
durante una exhalacion simple. Al final del evento sucede la inspiracion intensa durante la
cual ocurre el clasico sonido similar a un graznido y que da el nombre inglés de la
enfermedad (whooping cough). Estos episodios pueden ocurrir mds de una vez por hora
durante el dia y la noche y, entre los mismos, el infante puede parecer normal y sin
complicaciones respiratorias. Junto a estos paroxismos puede producirse cianosis (coloracion

azulada debida a la falta de aire), salivacion, lagrimeo e incluso vomitos. Existen varias
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complicaciones comunes de la enfermedad. Una de ellas es la neumonia, que puede resultar
no solo de la propia infeccion con B. pertussis, sino también de alguna infeccion secundaria
con otro patdgeno. La hipoxia cerebral asociada con los paroxismos severos probablemente
sea el desencadenante de convulsiones y encefalopatias. La etapa paroxistica suele durar
entre dos y ocho semanas y finaliza con una transicion gradual hacia la etapa convaleciente
asociada con una disminucion tanto en la frecuencia como en la gravedad de los eventos
paroxisticos. Esta tlltima etapa convaleciente suele durar entre una y dos semanas [1].

La mayoria de las muertes por infeccidn con B. pertussis ocurren en infantes,
especialmente durante el primer afio de vida. Los contagios a estos individuos susceptibles
suelen tener como fuente algin miembro adolescente o adulto del propio grupo familiar. En
neonatos, el sintoma inicial frecuentemente es la apnea y las infecciones son particularmente
graves, con hasta un 3% de riesgo de muerte [1]. En infantes la gravedad de la enfermedad y
el riesgo de muerte correlacionan con el grado de leucocitosis [20]. En los infantes
gravemente enfermos se observa una hipertension pulmonar, a la cual contribuiria la
leucocitosis al bloquear los capilares pulmonares y restringir el flujo de sangre [21].

El tratamiento de las infecciones de nifios menores de seis meses suele requerir
hospitalizacion debido a las complicaciones que pueden acaecer, entre ellas las mencionadas
dificultades para respirar, apneas e hipoxia. También se recomienda, generalmente, un
tratamiento con antimicrobianos que tiene su maxima efectividad en el periodo de
incubacion, reduciendo la misma durante la fase catarral. Una vez desencadenados los
eventos paroxisticos el tratamiento con antimicrobianos no modifica notablemente el curso de
la enfermedad, pero reduce las posibilidades de transmision del patdégeno a otros
hospedadores. Actualmente se recomienda el uso de azitromicina y claritromicina y una
combinacion de trimetoprima con sulfametoxazol en casos de infantes mayores de dos meses
de edad con alergia o intolerancia a macrolidos [22].

Los individuos inmunizados, especialmente adolescentes y adultos, suelen cursar
infecciones asintomaticas [23], [24], [25] o con enfermedad respiratoria leve (catarro,
lagrimeo, estornudos irritacion en la garganta o tos durante mas de 21 dias) [26], [27] aunque
también pueden cursarla como una infeccién con la sintomatologia clédsica descripta. Esto
ocurre ya que la mayoria de estos adolescentes y adultos que se contagian se encuentra
inmunizados por vacunacion o ya han cursado una infeccion previa por B. pertussis [28], [29]
pero presentan bajo nivel de anticuerpos circulantes.

B. parapertussis, por su parte, puede causar en humanos infecciones asintomaticas,

cuadros de tos convulsa leves o infecciones cldsicas como la descripta mas arriba.
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1.3. Factores de virulencia de B. pertussis

1.3.1. Factores de virulencia regulados por BvgAS

Entre los varios factores de virulencia que posee Bordetella pertussis, la mayoria
estan regulados por el sistema de dos componentes BvgA y BvgS (del inglés Bordetella
virulence genes Activator y Sensor respectivamente) codificadas por el locus bvgAS [30].
Este sistema controla la expresion de determinados genes en respuesta a cambios en las
condiciones ambientales y bajo su regulacion se incluyen genes que codifican estructuras
presentes en la superficie externa de la bacteria y factores secretados al medio de cultivo.
Entre ellas, proteinas relacionadas con la patogénesis, enzimas metabolicas e incluso otros
sistemas regulatorios [31]. BvgA es un regulador de respuesta proteico con un domino
receptor en su extremo N-terminal y un dominio de unién a ADN del tipo hélice-giro-hélice
hacia el extremo C-terminal [32]. Por su parte, BvgS es una proteina sensor quinasa que
posee dos dominios del tipo venus atrapamoscas (VFT del inglés venus flytrap) en su extremo
N-terminal y con localizacion en el periplasma que estan implicados en la deteccion de las
moléculas sefial que regulan su actividad [33]. A continuacion de estos dominios VFT, BvgS
posee una region que atraviesa la membrana interna, un domino Per-Arnt-Sim (PAS) ubicado
en el citoplasma, un dominio histidina quinasa (HK), un dominio receptor (Rec) y un dominio
histidina fosfotransferasa (Hpt). Cuando B. pertussis crece cultivada in vitro a 37°C, BvgS se
encuentra activo y utiliza ATP en la fosforilacién de un residuo histidina conservado en su
dominio HK [34]. Este grupo fosforilo se transmite luego a un aspartato presente en el
domino Rec, posteriormente a una histidina del domino Hpt y finalmente a un aspartato del
dominio Rec del regulador de respuesta BvgA [34]. BvgA fosforilado se dimeriza y se une a
la secuencia consenso heptamérica TTC(C/C)NTA en el ADN [35] para ejercer su funcion
activadora o represora de la transcripcion [36], [37]. Si bien la sefal o sefiales que regulan la
actividad de BvgS en la naturaleza se desconocen, el crecimiento in vitro a baja temperatura o
en presencia de sulfato (MgSOs4 es el ejemplo mas utilizado) o de acido nicotinico, inactivan
a BvgS lo cual determina que BvgA permanezca sin fosforilacion e incapaz de iniciar la
transcripcion de sus genes blanco [30]. La regulacion a través de este sistema no es del tipo
encendido-apagado, sino que responde a modo de redstato modificando la expresion de los
genes blanco en respuesta a variaciones sutiles de las condiciones del entorno [35], [38], [39],

[40], [41]. Este comportamiento de tipo redstato podria explicarse por un efecto del dominio
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PAS que detecta cambios en la abundancia de determinadas moléculas intracelulares
afectando la sefializacion por BvgS [42]. Se especula que esta regulacion diferencial de los
factores de virulencia, dependiente de BvgAS, en respuesta a las distintas condiciones
ambientales encontradas tanto en el interior del hospedador como durante la transmision entre
individuos podria tener un rol importante en la patogénesis de B. pertussis.

Se han identificado in vitro tres fases fenotipicas en respuestas a cambios graduales de
agentes moduladores (sulfato y/o acido nicotinico) o de la temperatura, la virulenta (Bvg"),
intermedia (Bvg') y avirulenta (Bvg’) [35]. Las transiciones entre estas fases son reversibles y
se denominan en conjunto modulacion fenotipica [43]. Cuando B. pertussis crece a 37°C en
ausencia de acido nicotinico y MgSOa, BvgS activa a BvgA por fosforilacion y este induce la
expresion de los genes denominados vags (del inglés virulence activated genes, genes activos
en virulencia) y a la proteina BvgR cuya funcion es reprimir la transcripcion de los genes vrg
(del inglés virulence repressed genes, genes reprimidos en virulencia) [44], [45]. Los genes
regulados por este sistema han sido clasificados en cuatro clases en base a diferencias
temporales de su expresion in vitro [31], [46], [47]. Los genes de clase I, denominados vags
tardios, presentan una cinética de expresion relativamente lenta y que requiere mayores
niveles de BvgA fosforilado. Entre estos genes se encuentran el operdn ptx-ptl que codifica
para la toxina pertussis y su sistema de transporte, el operén cyad-E que codifica para la
toxina adenilato ciclasa y el operon bsc que codifica la expresion del sistema de secrecion de
tipo 3. Los genes de clase II, por su parte, responden con mayor velocidad a la activacion y
requieren concentraciones bajas de BvgA fosforilado [47]. Entre estos genes se encuentran
fhaB que codifica para la adhesina hemaglutinina filamentosa, los genes fim que codifican
para las fimbrias y también el propio bvgAS. El hecho que BvgAS esté autorregulado
positivamente confiere un nivel adicional de control del sistema [48]. Para la transcripcion de
los distintos vags se requieren de distintos niveles de BvgA fosforilado, esto se explica por la
localizacion y la afinidad de los sitios de union de este factor a sus respectivos promotores
[49]. Los genes de clase IV son los considerados vrgs y se expresan debido a la ausencia de
BvgR. Esto ocurre cuando B. pertussis se cultiva a 25°C o bien a 37°C en presencia de
MgSOs4 o acido nicotinico. En estas condiciones se inactiva la fosforilacion de BvgAS, no se
expresa BvgR, dando lugar a la fase Bvg™ o avirulenta. Entre los genes de esta clase se
encuentran genes relacionados con la sintesis de lipooligosacaridos (LOS) y de polisacaridos
de la capsula [50]. Los genes de clase III se expresan unicamente durante la denominada fase
intermedia Bvg' [31] caracterizada también por la ausencia de expresion de los genes de clase

I (vags tardios) y de clase IV (vrgs) y la expresion de los genes de clase II (vags tempranos)
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[35]. Esta fase ocurre cuando las bacterias crecen en presenciade bajas concentraciones de los
moduladores o en las primeras horas luego del cambio de condiciones de Bvg a Bvg'. El
unico gen perteneciente a la clase III caracterizado es bip4 [31], [51] que codifica para una
proteina que se desconoce su funcidon pero se describié que promueve la formacién de
biopeliculas (biofilms de aqui en adelante) [52] y podria tener un rol durante las primeras
etapas de la colonizacion de las vias respiratorias [51], [53].

Se especula que la baja temperatura durante la transmision de hospedador a
hospedador, sumado a la baja temperatura en la zona nasofaringea podria determinar la
modulacion de la virulencia de tal forma que durante los primeros estadios de colonizaciéon B.
pertussis tendria un fenotipo de fase intermedia o avirulento [54], [55]. Si este fuera el caso,
durante los estadios iniciales B. pertussis no expresaria los genes vags. Ya en el interior del
hospedador, el aumento de temperatura induciria la expresion de los vags tempranos entre los
cuales se encuentran las adhesinas (hemaglutinina filamentosa y fimbrias) que favorecerian la
interaccion con las células epiteliales respiratorias. Luego de esto, si las condiciones se
mantienen, comenzaria la expresion de los factores propios de la fase virulenta. Entre estos
factores se encuentran las toxinas, responsables en general de alterar los mecanismos
defensivos del hospedador y relacionadas con la fase aguda de la enfermedad y la
sintomatologia tipica. En las secciones siguientes se profundizara particularmente sobre los

factores de virulencia mas relevantes.

1.3.1.1. Toxina pertussis

La toxina pertussis (PT) es uno de los factores de virulencia mas estudiados de este
patdgeno y uno de los primeros en identificados [56]. Esta proteina es un hexdmero tipo ABs
formado por una subunidad A catalitica y cinco subunidades B involucradas en la union de la
toxina a los receptores de sus células blanco [57]. La subunidad A esta codificada por la
secuencia S1 y el pentamero B est4d formado por cuatro subunidades distintas codificadas por
las secuencias S2 a S5 y dispuestas con una estequiometria 1S2:1S2:2S54:1S5 [58]. El operon
que codifica para la toxina también contiene las proteinas accesorias necesarias para la
secrecion de la misma [58] B. pertussis es la unica especie del género que sintetiza y secreta
esta toxina cuya actividad principal es la catdlisis de la ribosilacion de ADP de la subunidad
alfa de proteinas G triméricas en las células del hospedador [57]. Las subunidades se
ensamblan en el periplasma y se exportan mediante un sistema de secrecion de tipo IV [59].

Esta toxina es capaz de unirse a glicoproteinas que posean acido sialico [57] y, debido a esto,
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existe una gran cantidad de receptores en distintos tipos celulares que han sido identificados y
caracterizados in vitro [58] aunque se desconocen los blancos especificos de la misma in vivo
[30]. Luego de la union a estos receptores, PT ingresa a la célula por un mecanismo de
endocitosis mediada por receptor y es transportada al aparato de Golgi y luego al reticulo
endoplasmico [60]. La subunidad A escapa del reticulo endoplasmico y se activa en el
citoplasma, donde cataliza la transferencia de ADP-ribosa desde una molécula de NAD" a un
aminoacido cisteina de la subunidad alfa de proteinas G heterotriméricas. Entre otros efectos,
esta modificacion interfiere con la capacidad de estas proteinas G inhibitorias de inhibir la
adenilato ciclasa del hospedador, por lo que la intoxicacién aumenta los niveles de AMP
ciclico (cAMP). Ademas de esto, bloquea otras enzimas y vias cuya regulacion depende de
las proteinas G [58], [61], lo que conduce a una desregulacion de la respuesta inmune. Los
neutr6filos, monocitos y linfocitos expresan receptores de quimioquinas acoplados a
proteinas G, por lo que el efecto de PT inhibe su migracion [62]. Modelos murinos de
infeccion mostraron que la presencia de PT esta asociada con una menor produccion de
citoquinas y quimioquinas proinflamatorias, una mayor colonizaciéon bacteriana en los
momentos tempranos de la infeccion [63], [64] e incluso con una mayor letalidad de la
infeccion [65]. También esta involucrada en el mecanismo que induce la tos [66], [67]. Ya
que inhibe el reclutamiento de neutrdfilos, interfiere con la capacidad de anticuerpos
opsonizantes de mediar la eliminacion de la bacteria [64]. Se ha descripto también que PT
disminuye la expresion de moléculas presentadoras de antigenos [68] y aumenta la expresion
de CR3 en macrofagos [69]. El aumento de CR3 promueve la unién de B. pertussis a los
neutr6filos en un tipo de interaccion no bactericida [70] y también de la toxina adenilato
ciclasa [71] que intoxica al neutréfilo [72]. La toxina pertussis también se une a células
dendriticas e interfiere con la actividad de las mismas reduciendo la respuesta adaptativa y

facilitando la reinfeccion [73].

1.3.1.2. Adenilato ciclasa

La toxina adenilato ciclasa (CyaA) pertenece al grupo de toxinas RTX (del inglés
repeats in toxin) [74]. Una vez sintetizada, CyaA es modificada mediante palmitoilacién y
secretada por un sistema de secrecion de tipo 1 [75], [76]. La toxina madura de 1706 residuos
aminoacidicos (177 kDa) contiene dos modulos funcionales. Uno es el dominio C-terminal
que contiene las repeticiones RTX. Este dominio tiene actividad hemolitica, se une a las

células blanco y forma poros selectivos de cationes en la membrana plasmatica eucariota, lo
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que resulta en la hemolisis de las mismas [77], [78]. Este dominio también media la secrecion
de la toxina a través de un sistema de tipo I [79]. El otro es el dominio catalitico N-terminal
con actividad adenilato ciclasa, cataliza la conversion de ATP citosolico en el segundo
mensajero AMP ciclico (cAMP) y se activa por calmodulina [80], [81]. Si bien se observd
que esta toxina es capaz de unirse e interactuar con varios tipos celulares, el blanco mejor
caracterizado son las células que expresan CR3 en superficie, como los fagocitos
profesionales. CyaA se une con gran afinidad al receptor de complemento 3 (también
conocido como CR3, CDI11b/CD18, integrina amB2 o Mac-1) expresado por macrofagos,
neutrofilos y células dendriticas [71]. La union de la toxina comienza con una interaccion
débil con los glicanos asociados a CDI11b y sigue con un reconocimiento especifico de
segmentos particulares de CD11b por el dominio RTX de la toxina [82]. La produccion de
cAMP inducida por CyaA en neutrdéfilos humanos inhibe la fagocitosis y el estallido
respiratorio favoreciendo la supervivencia bacteriana [72], [83]. En cuanto a la interaccién
con macrofagos, CyaA induce la desdiferenciacion de los mismos a monocitos, bloquea la
fagocitosis dependiente del complemento e interfiere con los mecanismos bactericidas
dependientes de especies reactivas de nitrégeno en estas células [84], [85], [86]. Estudios
recientes llevados a cabo por nuestro grupo demostraron que esta toxina tanto expresada por
la bacteria como vehiculizada por las vesiculas de membrana externa favorece la sobrevida
intracelular de B. pertussis en macrofagos [87], [88]. También se demostré que esta toxina es
capaz de suprimir la activacion y la quimiotaxis de las células T [89]. En modelos de
infeccion murinos las bacterias deficientes para la expresion de esta toxina se eliminan en
menos tiempo que las de la cepa salvaje [90] y utilizando ratones inmunodeficientes y
neutropénicos se observo que CyaA tendria un rol relevante en la evasion de la degradacion
mediada por neutrofilos [91]. Ademds de la interaccion a través de CR3, es observo que
CyaA es capaz de unir con menor afinidad a glicoproteinas y gangliosidos presentes en la
superficie de células que no expresan este receptor [92], [93], ingresar a las mismas e

intoxicarlas elevando la concentracion de cAMP [93], [94].

1.3.1.3. Hemaglutinina filamentosa

La hemaglutinina filamentosa (FHA) es la principal adhesina de B. pertussis. Se
sintetiza como un precursor de 376 kDa que sufre varias modificaciones hasta generar una
proteina madura de 220 kDa de forma fibrilar con 2-4 nm de didmetro y unos 100 nm de

longitud altamente inmunogénica [95], [96], [97]. Esta forma madura puede permanecer
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asociada a la superficie bacteriana o ser liberada al medio extracelular. El transporte a través
de la membrana citoplasmatica ocurre mediante un sistema dependiente de péptido sefial y de
la maquinaria de exporte Sec [95], [97]. Luego, FHA conforma, junto a la proteina accesoria
FhaC, un sistema secrecion de dos componentes (TPS del inglés two-partner secretion) que
la transloca a través de la membrana externa [98]. Una vez ubicada en la superficie bacteriana
externa, la adhesina permanece alli o puede ser liberada al medio extracelular tras ser
escindida por la proteasa SphB1 [99], siendo este proceso bastante importante durante la
colonizacion del hospedador ya que resultados sugieren que B. pertussis depende de este
factor para diseminar la infecciéon hacia el pulmon [100]. FHA posee al menos cuatro
dominios de unién. Uno de estos dominios contiene el triplete Arg-Gly-Asp (RGD, residuos
1097-1099) y promueve la adhesion a células inmunes como macrdéfagos y leucocitos
polimorfonucleares (PMNs) a través de la interaccion con distintas integrinas, entre ellas el
receptor de complemento 3 (también conocido como CR3, CD11b/CDI18, amP2, Mac-1)
[101], [102], [103]. Este dominio también estd involucrado en la invasion de células
epiteliales a través de la interaccion con la integrina asfi (también conocida como VLA-5)
[104]. Otro dominio presente en esta adhesina es el dominio de interaccidon con carbohidratos
(CRD del inglés carbohydrate recognition domain, residuos 1141 y 1279) que media la
adhesion a glicolipidos ricos en lactosa, presentes en células epiteliales ciliadas, y a
glicoconjugados ricos en galactosa, presentes en macrofagos [103], [105]. También posee un
dominio C-terminal maduro, MCD (del inglés mature C-terminal domain, aproximadamente
los ultimos 500 residuos de este extremo) que mediaria la uniébn a macréfagos y células
epiteliales. Se ha demostrado, en B. bronchiseptica, que este dominio esta involucrado en la
colonizacion de las vias respiratorias y la modulacion de la respuesta inflamatoria en modelos
murinos de infeccion [106]. Por ultimo, también posee un dominio de union del tipo lectina
inhibible por heparina (residuos 442 a 863) que une FHA a proteoglicanos sulfatados y
glicolipidos como condroitin sulfato y heparina. Este dominio es responsable de la actividad
hemaglutinante de esta adhesina [107], [108], [109]. Resultados obtenidos por nuestro grupo
indican que la actividad adhesina de FHA se ve influenciada por la presencia de CyaA en la
membrana bacteriana. Cuando CyaA no se encuentra expresada, la interaccion de FHA con
células epiteliales es menos eficiente pero no se inhibe por la presencia de heparina,
sugiriendo que CyaA afecta la actividad del dominio de union tipo lectina [110]. Estudios
posteriores confirmaron la interaccion fisica entre estos dos factores en la membrana
bacteriana [111]. Estudios de nuestro grupo demostraron que FHA dirige a B. pertussis hacia

las balsas lipidicas presentes en las membranas de las células del hospedador [83], [112].
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FHA no solo tiene afinidad por el colesterol presente en estas balsas sino también por otros
receptores que se concentran en estas balsas [113], [114]. Esta interaccion favorece la

adhesion, la internalizacion y la sobrevida intracelular de este patégeno [83], [112].

1.3.1.4. Fimbrias

Las fimbrias (Fim), también conocidas como pili de tipo I, son estructuras proteicas
de tipo filamentoso conformadas por una subunidad mayor y una menor que se localizan en
la superficie bacteriana. B. pertussis produce dos serotipos principales de la subunidad mayor
(Fim2 y Fim3) que comparten una subunidad menor (FimD) [115]. El gen que codifica para
FimD se expresa en el mismo operéon que la chaperona FimB y el acomodador FimC
necesarios para la biosintesis de fimbria [116]. Los genes que codifican para Fim2 y Fim3 se
ubican en otro sector del cromosoma y son susceptibles de experimentar variacion de fase
[117]. También se ha descripto otra subunidad mayor alternativa codificada por el gen fimX
[118] que se expresa en muy bajos niveles in vitro [119], pero tiene altos niveles de expresion
in vivo [120]. Las fimbrias intervienen en la adhesion de B. pertussis al epitelio respiratorio
mediante Fim2 y Fim3 y a monocitos mediante FimD [121], [122], [123]. También se ha
demostrado que interaccionan con azucares sulfatados como heparina, condroitin y dextrano
[122] y que FimD interviene en la adhesion de B. pertussis no opsonizada a la integrina
VLA-5 expresada en la superficie de monocitos provocando la induccion de la expresion de
CR3 e incrementando los sitios de union de CyaA y FHA [121], [124]. Resultados de nuestro
grupo demostraron que los anticuerpos anti-Fim no inhiben la adhesion de la bacteria pero
poseen una gran actividad aglutinante que interfiere significativamente en la capacidad de B.
pertussis de adherir a células epiteliales, promoviendo la eliminacion de la misma del tracto
respiratorio [125]. Esto explicaria la contribucion de los anticuerpos contribuyan a la
proteccion contra el patdgeno y que la inclusion de Fim en las formulaciones vacunales

acelulares determine un aumento en la eficacia de las mismas [126], [127].

1.3.1.5. Sistema de secrecion de tipo 111

B. pertussis posee un sistema de secrecion de tipo III (SST3) denominado Bsc
regulado positivamente por el sistema BvgAS [128] y por la disponibilidad de hierro [129].
El SST3 es un aparato secretor especializado que permite a las bacterias Gram-negativas

inyectar proteinas efectoras desde el propio citoplasma directamente en el citoplasma de
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células eucariotas atravesando las dos membranas bacterianas y la membrana eucariota [130].
Estos efectores suelen ser semejantes a factores eucaridticos involucrados en la transduccion
de sefiales e interfieren con las vias de sefalizacion de la célula hospedadora. Ya que B.
bronchiseptica expresa constitutivamente este sistema, la caracterizacion del SST3 de
Bordetella se realiz6 utilizando este patogeno como modelo. Se encontrd que el SST3 de este
género inyecta las proteinas efectoras BteA (también conocida como BopC) y BopN a través
de un proceso que requiere la formacion de un poro en la membrana del hospedador,
mediante la actividad de dos proteinas translocadoras denominadas BopB y BopD [131],
[132], [133], [134]. Bsp22 actua de punta del inyectosoma conectando la “aguja” del SST3
con este poro [135]. Luego de la inyeccion en la célula hospedadora, BteA permanece en
balsas lipidicos en la superficie citoplasmatica de la membrana celular y desencadena una
muerte celular rapida y mediada por mecanismos ain no caracterizados [131], [136], [137],
[138], [139]. La proteina BteA de B. pertussis exhibe una citotoxicidad bastante menor que la
de su homoélogo en B. bronchiseptica debido a una mutacién puntual que probablemente
represente una adaptacion de B. pertussis a hospedadores humanos [140]. Se ha reportado
que el otro efector del sistema, BopN, interfiere con la sefializacion a través del factor NF-kB
y promueve la induccion de la citoquina antiinflamatoria IL-10, perjudicando la respuesta
inmune del hospedador [133], [141]. Si bien hasta el momento solo hay indicios de la que
podria ser la actividad del SST3, las cepas con el SST3 inactivo poseen una menor
persistencia en las vias respiratorias inferiores de ratas y ratones [142], [143].

El rol de este sistema en la infeccion de B. pertussis continlia siendo una incognita. En
este patdogeno tanto los genes que codifican para el sistema como los que codifican factores
para su regulacion se han conservado a lo largo de la evolucion, e incluso los alelos del gen
bteA son funcionalmente intercambiables entre las especies de Bordetella [128], [138]. Sin
embargo, no se han esclarecido completamente aun las condiciones en las que este sistema se
expresa ni la funcion que cumple el mismo en la patogénesis de B. pertussis, aunque se han
publicado resultados que sugieren la expresion del mismo in vivo [144]. En este sentido, si
bien no se observa actividad relacionada con este sistema en cepas adaptadas al laboratorio, si
se observo la expresion y secrecion de la proteina Bsp22 in vitro en aislados clinicos [144].
También se ha observado que la mutacion del gen bscN codificante para una ATPasa, que
otorga energia al SST3, determina una eliminacién, temprana de la bacteria de los pulmones
de ratones infectados[144]. Se ha descripto que BtrA regula de forma diferente la expresion
de genes del sistema en B. pertussis y B. bronchiseptica, 1o que podria explicar las diferencias

entre la activacion del mismo en las dos cepas [145]. La eliminacion de btr4 en B. pertussis
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activa la secrecion del SST3 e induce la expresion de los genes bopB, bopD, bopN, bsp2?2,
bscN y bteA sugiriendo que en este patdgeno el sistema seria funcional pero que su expresion

estaria bloqueada por el efecto de BtrA[145].

1.3.1.6. Pertactina y otros autotransportadores

La familia de los autotransportadores comprende distintas proteinas funcionalmente
diferentes como proteasas, adhesinas, lipasas e invasinas que comparten la caracteristica de
dirigir su propia exportacion a través de la membrana [146]. B. pertussis expresa varias
proteinas que pertenecen a esta familia siendo pertactina (Prn) la primera descripta en esta
especie [146], [147]. Pertactina es una proteina de membrana externa, de 69kDa, muy
inmunogénica y de probada actividad protectora en formulaciones vacunales [148]. Posee un
motivo RGD y regiones ricas en prolina y en repeticiones de leucina, dos dominios que
podrian estar involucrados en la adhesion a células del hospedador [147], sin embargo, no se
podido demostrar que Prn es una adhesina. Estudios de nuestro grupo sugirieron que los
anticuerpos generados contra Prn poseen un rol crucial en la proteccion contra B. pertussis
debido a que promueven la inmunoeliminacion mediada por células a través de su capacidad
opsonizante [149], [150]. Estos estudios indicaron, ademas, que Prn es el inico antigeno de
las formulaciones vacunales acelulares que induce anticuerpos opsonofagociticos, resaltando
la importancia de la presencia del antigeno en esas vacunas[148], [149]. Pertactina no es una
proteina vital, ni estd involucrada en la patogénesis. Debido a esto, su presencia en las
formulaciones vacunales usadas masivamente llevo, con el paso de los afos, a la aparicion de
cepas con variantes polimoérficas de Prn en regiones inmunodominantes primero [151] y a la
aparicion de cepas defectivas en Prn después [152], [153], [154], [155], [156], [157].

Otros autotransportadores identificados como factores de virulencia en B. pertussis
son el factor de colonizacion traqueal TcfA [158], BrkA [159], BapC [160], SphB1 [99]y
Vag8 [161]. BrkA y BapC le otorgan a la bacteria cierta resistencia a péptidos
antimicrobianos [159], [160] y a la activacion de la via clasica del complemento [159], [160],
[162]. Vag8 también ha sido asociado a la evasion de la actividad bactericida del sistema de
complemento interviniendo principalmente en la via clasica y en la via de las lectinas [163],
[164]. Segln ya se indico, SphBI1 estd implicada en la liberacion de FHA al medio

extracelular [99].
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1.3.1.7. Toxina dermonecrotica

La toxina dermonecrética (DNT) es una toxina de tipo A-B con un dominio N-
terminal de unidon a su receptor y un dominio C-terminal enzimatico [165], [166]. Posee
actividad transglutaminasa y causa la activacion constitutiva de GTPasas Rho intracelulares
[167], [168]. Estas GTPasas regulan distintos procesos celulares entre los que se pueden
nombrar la reorganizacion del esqueleto y la diferenciacion celular, entre otros [169]. La
activacion de estas GTPasas por DNT provoca la intoxicacion celular y la reorganizacion de
los filamentos de actina [170]. Aunque el receptor de DNT no ha sido identificado aun, se
sabe que esta toxina es internalizada y activada mediante su escision por proteasas de la
célula eucariota [171]. Si bien DNT no es secretada por bacterias en cultivo y no posee sefial
tipica de exportacion [165], no se descarta la posibilidad de que se secrete durante la
colonizacion del hospedador mediante un mecanismo de secrecion aun no caracterizado
[172], por ejemplo, por vesiculas de membrana externa, segun resultados recientes de nuestro

grupo (Alvarez Hayes, manuscrito en preparacion)

1.3.1.8. Capsula

La cépsula esta constituida por una matriz compleja de polisacaridos que rodea a las
bacterias y las protege contra eventuales condiciones ambientales desfavorables [173].
Debido a que dota a los patdgenos de resistencia contra diversos mecanismos bactericidas del
hospedador es considerada un factor de virulencia relevante. Si bien existen reportes que
describen a B. pertussis como un microorganismo encapsulado [174] y otros que muestran la
presencia de una microcdpsula intacta en la superficie bacteriana y cuya sintesis se encuentra
regulada por el sistema BvgAS [173], contintian hasta hoy las dudas sobre la existencia de la

misma y se desconoce el rol que podria cumplir en la patogénesis de B. pertussis.

1.3.2 Regulacion por el sistema RisA/RisK

El sistema Ris (del inglés regulator of intracellular stress response) es otro sistema de
dos componentes expresado por Bordetella y que se encuentra interconectado con el sistema
BvgAS. Fue identificado en un estudio de mutagénesis al azar cuyo objetivo era la
identificacion de genes involucrados en la sobrevida intracelular de B. bronchiseptica dentro

de células eucariotas [175]. Este sistema esta codificado en el locus risAS que contiene el
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regulador de respuesta RisA y el sensor con actividad quinasa RisS [175]. Este sistema
presenta alto grado de identidad de secuencia con el sistema codificado por los genes ompR-
envZ involucrado en procesos de osmorregulacion en Escherichia coli [176] y con los genes
phoPQ involucrados en la activacion intrafagosomal de genes de virulencia de Salmonella
[177], [178]. Se reportd que la expresion del sistema RisAS de B. bronchiseptica se induce en
localizacion intracelular y favorece su sobrevida [175]. Si bien el gen risS de B. pertussis
posee un corrimiento en el marco de lectura y da lugar a una proteina RisS truncada no
funcional, este patdogeno expresa una proteina RisA funcionalmente activa [179]. En estudios
recientes se identifico al factor RisK como la proteina sensor histidina quinasa encargada de
fosforilar a RisA, aunque esta codificada en un gen ubicado en otro operéon [180]. La
eliminacion del gen risA en B. pertussis induce un defecto en la invasion de células epiteliales
[179] y una disminucién en la transcripcion de los genes vrg sugiriendo un rol de RisA en
ambos procesos [179], [181]. Se ha propuesto que BvgR podria inhibir la transcripcion de los
vrgs previniendo la unién de RisA a los promotores de los mismos de forma directa
compitiendo por la secuencia del promotor, o de forma indirecta uniéndose a RisA. Otro
posible mecanismo, por el cual BvgR podria interferir en la actividad de RisA, es a través de
la degradacion del segundo mensajero diguanilato ciclico (c-di-GMP) necesario para que
RisA ejerza su accidon sobre los promotores de los vrgs [181]. BvgR no se produce en fase

avirulenta, permitiendo a RisA la induccién de los genes vrg.

1.3.3. Regulacion por sistema PlrSR

El sistema de dos componentes PIrSR (del inglés persistence in the lower respiratory
tract) es otro sistema recientemente caracterizado en Bordetella y que también se encuentra
relacionado con BvgAS [182]. Este sistema fue caracterizado en B. bronchiseptica y seria
necesario para mantener la persistencia de esta bacteria en el tracto respiratorio inferior [182].
También se demostré que cepas de B. pertussis mutantes defectivas en este sistema tienen
una menor persistencia en el tracto respiratorio inferior murino, sugiriendo que en este
patogeno el sistema posee un funcionamiento y relevancia similar que en B. bronchiseptica

[182].
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1.3.4. Regulacion mediada por la chaperona Hfg

La chaperona Hfq es una proteina de uniéon a ARN que interviene en la interaccion
entre ARN pequefios reguladores (small RNA) y los ARN mensajeros blanco, afectando la
traduccion y estabilidad de estos ultimos, participando asi en la regulacion post
transcripcional de la expresion de varias proteinas con distintas funciones [183]. Se ha
demostrado que Hfq interviene en la regulacion de la expresion de factores de virulencia de
B. pertussis como CyaA, PT, FHA, Vag8, Tcf'y de algunos genes del sistema de secrecion de
tipo III [184], [185], ademas de estar involucrada en la adaptacién a ambientes con baja
disponibilidad de hierro [184], [185], [186]. Cepas deficientes en Hfq muestran niveles
menores de sobrevida intracelular en macrofagos y menor capacidad de colonizacion del
tracto respiratorio murino, indicando que la regulacion ejercida por esta chaperona es

relevante para la patogénesis de la bacteria [184], [185], [186].

1.3.5. Citotoxina traqueal

La citotoxina traqueal (TCT) es un factor de virulencia que no se encuentra bajo la
regulacion del sistema BvgAS. Es un producto resultante de la degradacion del
peptidoglicano presente en las bacterias Gram-negativas. Bordetella libera este producto al
medio externo ya que carece de la proteina integral de membrana AmpG, que estd presente en
otras bacterias Gram-negativas, y recicla el peptidoglicano por transporte al citoplasma [187],
[188]. Esta toxina causa disfuncion y muerte de células epiteliales ciliadas resultando en la
destruccion y extrusion de las mismas de la superficie epitelial [189]. También se postuld que
TCT estimula la produccion de IL-1a en células secretoras de mucus in vivo y que esto a su
vez estimula la expresion de la enzima 6xido nitrico (NO) sintetasa. Esto conduciria a una
produccion elevada de NO que difunde a células ciliadas cercanas intoxicandolas [189],
[190]. E1 NO provoca el agotamiento del hierro intracelular y esto conlleva a la inactivacion
de enzimas que contienen este metal involucradas en la respiracion mitocondrial y en la
sintesis de ADN. Como resultado de esta intoxicacion celular la unién entre células

epiteliales se ve afectada y ocurre la extrusion de las células ciliadas.
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1.3.6. Lipooligasacarido

Al igual que otras bacterias Gram-negativas, B pertussis posee lipopolisacarido (LPS)
en su membrana externa. Este compuesto constituye una potente endotoxina bacteriana
constituida por un lipido A pentaacilado anclado a la membrana externa y unido a un
complejo trisacarido central. B. pertussis no expresa el antigeno O caracteristico del LPS
presente en la mayoria de las bacterias Gram-negativas, lo que determina que el LPS de B.
pertussis es llamado lipoolisacarido (LOS). La biosintesis y el ensamblado de esta molécula
estd codificada en el locus wl/b compuesto por doce genes y no se encuentra bajo la
regulacion del sistema BvgAS [191]. El lipido A es la fraccion endotdxica principal de esta
molécula que es ademads pirogénica, mitogénica e histaminosensibilizante [192], [193], [194].
También es responsable de la reactogenicidad y efectos adyuvantesde las vacunas celulares
contra B. pertussis. Cuando entra en contacto con células epiteliales o células inmune induce
la expresion de citoquinas proinflamatorias, como IL-1B, TNF-a, IL-12 e IL-8, conduciendo a
la toxicidad sistémica o al “shock inducido por endotoxina” [193]. Se ha descrito que el LOS
de B. pertussis es detectado de manera menos eficiente por el receptor TLR-4 de ratones que
el LPS de B. bronchiseptica. Mas aun, su estructura sugiere que su capacidad para estimular
el receptor TLR-4 humano es muy baja [195]. En base a estas observaciones se propuso que
durante la especiacion y la restriccion de hospedador B. pertussis evolucion6 de manera tal de
minimizar la respuesta inflamatoria facilitando la infeccion en humanos [195]. La estructura
del LOS de B. pertussis protege a la bacteria de la proteina surfactante A presente en el
epitelio respiratorio [196]. Presumiblemente debido a su conformacién particular,
determinada por la ausencia de antigeno O, impide la interaccion entre la molécula y la

proteina, obstaculizando asi la eliminacion de la bacteria del tracto respiratorio.

1.4. Vacunacion

La primera vacuna contra la tos convulsa se introdujo entre 1940 y 1950, y estaba
compuesta células enteras de B. pertussis en fase virulenta inactivada por calor o tratamientos
quimicos. Esta vacuna se formuld en conjunto con el toxoide tetdnico y diftérico, y se
denomin¢ triple bacteriana (DTP por difteria, tétano y pertussis). Esta vacuna result6 efectiva
para bajar la incidencia, pero presentd efectos adversos de distinta magnitud como dolor
local, fiebre, encefalopatias e incluso se estima que causo la muerte en 1 de cada 310000

personas vacunadas. El principal factor desencadenante de estos efectos adversos es el LOS
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de B. pertussis presente en estas formulaciones. Las reacciones adversas motivaron una
disminucién de la aceptacion de la vacuna en varios paises y en algunos incluso se detuvo la
vacunacion contra la tos convulsa [197], [198]. Esto condujo a varias epidemias [197], [198]
y finalmente al desarrollo de las vacunas acelulares més seguras y formuladas a partir de
factores de virulencia purificados de la bacteria. La primera vacuna acelular se desarrollé en
la década de 1970 en Japon y estuvo constituida por proteinas de B. pertussis copurificadas,
principalmente PT y FHA [199], [200]. Luego de esto se desarrollaron distintas vacunas
formuladas a partir de antigenos bacterianos purificados individualmente, todas ellas
derivadas de una combinacion de PT, FHA, Prn, y Fim. En la actualidad los paises
industrializados utilizan en su mayoria vacunas acelulares denominadas TDPa ya que
combinan el toxoide diftérico y tetanico con antigenos purificados de B. pertussis. Las
vacunas acelulares existentes difieren basicamente en la cantidad de antigenos distintos que
poseen. Existen las monovalentes que so6lo tienen PT, las bivalentes que poseen PT y FHA,
las trivalentes con PT, FHA y Prn y las pentavalentes con PT, FHA, Prn, Fim2 y Fim3. Los
estudios epidemioldgicos sugieren que las vacunas con tres o mas componentes son,
generalmente, mas eficaces contra casos tipicos o con sintomatologia leve de tos convulsa
que las formulaciones mono o bivalentes [1].

Luego de la introduccion a gran escala de las vacunas acelulares se observd un
aumento sostenido en el nimero de casos de tos convulsa que motivo que la enfermedad haya
sido declarada reemergente por la Organizacion Mundial de la Salud. Se ha propuesto que
existen varios factores que han contribuido a generar esta reemergencia y, entre ellos, se
destacan algunos relacionados con las vacunas actualmente utilizadas. La inmunizacién con
vacunas celulares induce, al igual que la infeccion natural, inmunidad celular y humoral con
un perfil de citoquinas principalmente Th1/Th17. La inmunizacion con vacunas acelulares
genera fundamentalmente inmunidad humoral y un perfil de tipo Th1/Th2 [201], [202],
[203], [204]. Estudios de evaluacion de la eficacia de las vacunas en humanos indican que las
vacunas celulares inducen una mayor proteccion que las acelulares. Estos estudios indican
una eficacia de la vacuna celular proxima al 95% [205], [206], [207], [208] y valores entre el
59% y el 83% para las vacunas acelulares [206], [209], [210]. Asimismo, se observo que las
vacunas acelulares protegen contra la sintomatologia de la enfermedad, pero brindan menos
proteccion que las vacunas celulares contra la colonizacion del tracto respiratorio [211], lo
que llevé al aumento de infecciones subclinicas y portadores asintomaticos luego de su

introduccion en los esquemas de vacunacion.
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Otro factor asociado a la reemergencia de la enfermedad es que la inmunidad por
vacunacion confiere una proteccion que decae en el tiempo y, transcurrido un determinado
plazo, desaparece en un fendémeno denominado waning immunity [212]. La proteccion
inducida por la infecciéon, en cambio, suele ser mas duradera [213], [214], [215]. La
inmunidad conferida por la vacuna celular comienza a declinar transcurridos entre 3 y 5 afos,
con la ausencia de anticuerpos circulantes luego de 10 o 12 afios [214]. La inmunidad
conferida por la vacuna acelular muestra una duracion de la proteccion incluso menor, con
ausencia de anticuerpos circulantes luego de entre 4 y 5 afos [213], [214]. Esto implica que,
aun con esquema de vacunacion completo durante la infancia, ya sea con la vacuna celular o
la acelular, la poblacion adolescente y adulta no tiene anticuerpos circulantes y tendrd una
proteccion deficiente o nula contra la infeccién. Sumado a esto, 0 como consecuencia de esto,
la reemergencia de la tos convulsa tiene también su origen en la aparicion de cepas con
polimorfismos y/o deleciones en los principales antigenos vacunales antigenos vacunales (Prn
y PT) [151], [153], [212], [216], sugiriendo una inmunoseleccion dirigida por vacunacion
[151]. Se ha demostrado que estos cambios en las cepas circulantes no aparecieron como
consecuencia de la adquisicion de nuevos genes ni expansion clonal de una cepa mutante,
sino que se trata de pequefios cambios genéticos que se produjeron en forma independiente y
progresiva en pasos sucesivos durante un periodo de 40 afios [151] en poblaciones vacunadas,
con continua circulacion de la bacteria. Relevamientos realizados en Argentina demostraron
que las cepas circulantes en la poblacioén presentan las mismas variaciones polimoérficas que
las encontradas en otros en regiones inmunodominantes de PT y Prn, los principales
antigenos presentes en las vacunas acelulares [217], apoyando la hipotesis de que estas
variantes han aparecido por inmunoseleccion dirigida por vacunacion [217], [218].

Las estrategias de vacunacion contra B. pertussis tienen como objetivo principal
proteger a los infantes y neonatos, en quienes la enfermedad es mas severa pudiendo
provocar incluso la muerte. Se ha demostrado que una importante fuente de contagio de los
mismos son adultos y adolescentes en los que la proteccion por vacunacion ha decaido y
cursan infecciones asintomaticas y, segun The Global Pertussis Initiative, un comité de
seguimiento epidemioldgico de la enfermedad conformado por expertos de distintos paises, la
vacunacion de adolescentes y adultos reduce el riesgo de contagio a infantes no inmunizados
o con esquemas de vacunacion incompleto ademas de reducir la incidencia de la enfermedad
[219]. Esto motivd que desde hace algunos afios se hayan aprobado e impulsado el uso de
formulaciones vacunales acelulares denominadas Tdap para adolescentes y adultos. La

principal diferencia entre la vacuna Tdap y la DTPa usada para infantes es que la primera

22



Capitulo 1

posee menores cantidades de toxoide diftérico y de antigenos de B. pertussis. Ademas de
esto, se impulso la inmunizacion con Tdap durante el embarazo a fin de evitar el contagio del
recién nacido y con el beneficio de conferir proteccion contra la tos convulsa en los recién
nacidos a mediante anticuerpos maternos transferidos a través de la placenta [220], [221],
[222].

La inmunizacion contra la tos convulsa en Argentina comenzd en la década de 1960
[223] y en la actualidad, al igual que en la mayoria de los paises en vias de desarrollo, se
utiliza la vacuna celular administrada junto con el toxoide tetanico y diftérico (DTP), el
antigeno de superficie del virus de la hepatitis B (HB) y el polisacarido de Haemophilus
influenzae serotipo b (Hib) conformando la vacuna pentavalente. El Calendario Nacional de
Vacunacion estipula que la misma se aplica en tres dosis administradas a los 2, 4 y 6 meses
de edad con un primer refuerzo con la denominada vacuna cuadruple bacteriana conformada
con los antigenos de difteria, tétanos, pertussis y H. influenzae a los 18 meses. Por ultimo, se
administra un segundo refuerzo a la edad de ingreso escolar (entre los 5 y los 6 afios) con la
vacuna DTP. En el afio 2009 se amplio el esquema de vacunacion incluyendo una
inmunizacion con Tdap a los 11 afios de edad basandose en los fundamentos de reduccion de
la incidencia y la circulacidon en adolescentes en los que la proteccion ya decayo y que pueden
contagiar a infantes no inmunizados como se describio. Ademas de esto, se incorporo la
vacunacion obligatoria con la vacuna Tdap a embarazadas a partir de la semana 20 de
gestacion, a personal de salud que estd en contacto con menores de 1 afio y a familiares de
bebés prematuros a fin de reducir el contagio y la morbimortalidad en menores de 6 meses de
edad [223]. Estas dosis adicionales también tienen como objetivo fomentar la denominada
inmunidad de rebafio (herd immunity) que detiene la propagacion de una enfermedad
contagiosa dentro de una poblacion cuando una proporcion suficientemente alta de la misma
es inmune a la enfermedad. Los estudios indican que la introduccion del refuerzo con la
vacuna Tdap durante el embarazo disminuyd la tasa de mortalidad por tos convulsa en
Argentina [223].

Segun se menciond previamente en esta seccion, las vacunas acelulares protegen
contra la enfermedad, pero no evitan la colonizacion del tracto respiratorio por B. pertussis ni
la transmision de la enfermedad [211], permitiendo la circulacion del patdégeno en la
poblacién y la existencia de portadores asintomaticos que constituyen fuentes de contagio.
Otro de los objetivos de la vacunacion regular de adultos y adolescentes es controlar esta
transmision. Si bien esta medida pueda contribuir a disminuir la incidencia de la enfermedad,

posiblemente no logre erradicarla de la poblacién ya que persiste el problema de base, es
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decir, la falta de proteccion contra la colonizacion. Esto determina que la buisqueda de nuevos
inmunogenos y/o nuevas formulaciones vacunales que protejan eficientemente contra la
infeccion por B. pertussis continue siendo prioritaria, para lo cual se torna indispensable el
ampliar el conocimiento existente acerca de la patogénesis, del fenotipo infectante y del ciclo
infeccioso de este patdgeno.

Varias estrategias han sido consideradas a lo largo de los ultimos afos para el
desarrollo de una nueva generacion de vacunas contra la tos convulsa. Entre ellas, se ha
propuesto la adicion de nuevos antigenos a las formulaciones acelulares actuales y la
repolarizacion de la respuesta Th1/Th2 del hospedador por una del tipo Th1/Th17 con
induccion de inmunidad celular, necesarios para generar una inmunidad protectora [211],
[224], [225]. Se ha propuesto inducir esta repolarizacion mediante el remplazo del adyuvante
aluminio (que induce perfil Th2) por otro adyuvante o por nuevos antigenos que induzcan
una respuesta Th1/Th17. Incluso se ha planteado la reintroduccion de las vacunas celulares
ya sea como inmunizacidén primaria o como refuerzo que modifique le polarizacion de la
respuesta inmune del hospedador [226]. Recientemente se ha propuesto una estrategia de
vacunacion alternativa basada en la inmunizacion con una cepa viva atenuada de B. pertussis
denominada BZEI en la cual las toxinas TCT y DNT estan delecionadas y la actividad téxica
de PT eliminada por dos mutaciones que no afectan sus propiedades inmunogénicas [227].
Estudios en modelos murinos y en primates no humanos indicaron que la inmunizacién en
una dosis con BPZE1 induce proteccion efectiva contra la colonizacion nasal y contra la
enfermedad [228], [229]. Estudios clinicos de fase 1 mostraron que dosis de entre 10° y 10°
UFC de BPZE1 son toleradas e inducen respuesta humoral contra varios antigenos de B.
pertussis y una respuesta celular de tipo Thl [230], [231], [232]. Ensayos de fase 2b sugieren
que una administracion nasal de BPZEI es segura, induce una respuesta IgA robusta y
sostenida contra B. pertussis, y protege de la colonizacion frente a una infeccion desafio con
BPZE1 [233]. Estos resultados deben ser confirmados en ensayos de fase 3 y debe tenerse en
cuenta, ademas, que por tratarse de una bacteria atenuada no estd clara la dindmica de
propagacion que podria generarse ni como podria controlarse una eventual reversion a la
virulencia. Otra estrategia de vacunacion que se ha propuesto es la utilizacion como
candidato vacunal de las vesiculas de membrana externa (OMV del inglés outer membrane
vesicles) derivadas de B. pertussis [234]. Estas vesiculas serian mas seguras que las vacunas
celulares actuales debido a su menor contenido de LOS [235].

Siguiendo este objetivo de identificar nuevos inmunodgenos protectores, nuestro grupo

logré identificar mediante técnicas de protedmica comparativa combinada con

24



Capitulo 1

inmunoproteémica dos antigenos expresados en limitacion de hierro, un fenotipo similar al
fenotipo infectante [236]. Estos antigenos se denominan AfuA e IRPI1-3 y los estudios
demostraron que ambas proteinas son capaces de inducir anticuerpos opsonizantes, que la
inmunizacion monovalente con los mismos induce proteccion contra la infeccion por B.
pertussis y que, ademas de esto, el agregado de ambos antigenos a las formulaciones actuales
mejora la proteccion de las mismas [237], [238], [239]. Actualmente ambos antigenos se

encuentran en etapas de evaluacion preclinica en ensayos con primates no humanos.

1.5. Epidemiologia

Se ha observado en paises con altas tasas de vacunacion un cambio en la
epidemiologia de la tos convulsa, registrandose un aumento en la incidencia de la enfermedad
en adolescentes y adultos que, segiin se menciond, han perdido la inmunidad conferida por
vacunacion [240]. Esto se evidencia por las proporciones de casos en pacientes mayores de
diez anos de edad relevados por la agencia estadounidense CDC (Center for Disease Control)
que aumentaron de 15,1% en 1970 a 26,9% en 1990 y 49% en 2000 [241].

Previo al desarrollo de las vacunas las epidemias por tos convulsa ocurrian a nivel
mundial presentando patrones ciclicos con picos de incidencia cada 2 a 5 afios, afectando
principalmente a niflos, quienes representaban la mayor fuente de transmision [242]. Los
adultos, por su parte, recibian refuerzos naturales por exposicion repetida a la bacteria. Los
infantes recién nacidos poseian anticuerpos adquiridos de su madre a través de la placenta y
se tornaban vulnerables una vez que los niveles de los mismos descendian. Estos hechos
determinaron que la tos convulsa constituya una de las mayores causas de mortalidad infantil
en todo el mundo. La introduccion de la vacuna celular entre los afios 1940 y 1950 implico
una dréstica disminucion en la incidencia de la enfermedad y, como consecuencia de la
vacunacion masiva a nivel mundial, la circulacion de B. pertussis disminuyd
considerablemente [243], [244], determinando que los adultos y adolescentes dejen de recibir
el refuerzo de la inmunizacion por exposicion al patdégeno. Sin embargo, aunque con menor
incidencia, continuaron los picos epidémicos ciclicos tipicos de acumulacion de casos en
susceptibles. Esa fue la primera indicacion que la vacunacion masiva no detenia la
circulacion. Luego resulté evidente que la vacuna (en ese tiempo la formulacion celular)
protegia principalmente contra los sintomas de la enfermedad, pero no prevenia la
colonizacion [245], [246], [247]. Con la introduccion de la vacuna acelular, con un repertorio

antigénico menor e inductora de inmunidad casi exclusivamente humoral, la situacion
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empeord. Fue esto lo que condujo a un aumento en el numero de casos en adolescentes y
adultos casi sin titulo de anticuerpos circulantes y, consecuentemente, en neonatos en
contacto con hermanos mayores y que no reciben adecuada inmunizacion pasiva por parte de
la madre. Desde entonces la poblacion de adolescentes y adultos infectados constituyen un
reservorio importante de B. pertussis [248], [249] y son la fuente principal de transmision del
patogeno para lactantes e infantes con esquemas de vacunacion incompletos [250], [251],
[252], [253]. Luego, los resultados del modelo de infeccion en babuinos demostraron que la
inmunizacion con la vacuna acelular protege contra los sintomas severos de la enfermedad,
pero no previene la infeccion ni la transmision de B. pertussis entre individuos [211] segun se
menciond previamente. Mas atin, en este modelo los individuos vacunados con vacuna
acelular mantienen un estado de infeccidon asintomatica mas prolongado que los individuos
infectados por primera vez (naive) o los vacunados con vacuna celular [211]. Estos resultados
muestran claramente que el tipo de inmunidad inducida por las formulaciones vacunales no
es adecuada para controlar este patdgeno.

La situacion epidemioldgica Argentina no difiere considerablemente de la del resto
del mundo, aunque, debido a la falta de notificacién obligatoria, no fue completamente
advertida durante afios. Nuestro grupo estuvo involucrado en el relevamiento de la tos
convulsa en el pais desde 2002. En ese momento se organizé el relevamiento epidemiologico
de la enfermedad y la busqueda de casos sospechosos a través del Ministerio de Salud de la
Nacion. Este relevamiento permitid detectar un incremento sostenido en el nimero de casos
reportados. En 2005 se detectd un importante brote en la provincia de Neuquén [218] cuyos
principales afectados fueron nifios menores de 6 meses con esquemas incompletos de
vacunacion, aunque también se observo un incremento en el numero de casos en adultos y
adolescentes [218]. De acuerdo con el Ministerio de Salud, se produjeron otros brotes en
2011 y 2016. El primero tuvo una incidencia de 6,9 cada 100.000 habitantes y una tasa de
letalidad del 2,6% mientras que el segundo tuvo una incidencia del 3,9 cada 100.000
habitantes con una letalidad del 0,6%. Se especula que la disminucién de la incidencia
maxima y de la tasa de letalidad puede deberse a la implementacion de la inmunizacion
maternal obligatoria con Tdap adoptada en 2012 [254]. También se reportaron en el pais, al
igual que en se describid para otros, cepas circulantes en la poblacion con variaciones
polimorficas con respecto a la cepa vacunal en regiones inmunodominantes de los antigenos

vacunales [217].
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1.6. Patogénesis

Durante la colonizacion del epitelio respiratorio ocurre una compleja serie de eventos
entre los que se incluyen la adhesion del patdgeno, la evasion de las defensas del hospedador,
la proliferacion bacteriana que suele conducir al dafio tisular e incluso a una eventual
invasion de las células del hospedador y la persistencia del patogeno en su interior. El
desarrollo de estos eventos surge como resultado de la interaccion de los factores de
virulencia del patogeno con las células del hospedador. La infeccion en el caso particular de
B. pertussis comienza con la adhesion de la bacteria a las células epiteliales ciliadas de
traquea y nasofaringe. Existen varios factores regulados por BvgAS que han sido sefalados
como potenciales adhesinas (FHA, Fim, PT, TcfA, BrkA, Vag8 y Prn) pero numerosos
estudios han reportado que la mas relevante en fase virulenta es FHA [101], [102], [103],
[105]. En estas etapas tempranas de la colonizacion ocurre la induccion de pérdida de
movimiento de las cilias de las células denominado ciliastosis. Este fenomeno junto a la
acumulacion de mucus y el dafio al epitelio dificulta la eliminacion del patdégeno. El dafio
experimentado por las células epiteliales locales se debe a las toxinas TCT, DNT, CyaA y al
LOS [169], [255], [256], [257]. Se ha propuesto que la expresion de la proteasa SphB1
promoveria la escision de FHA anclada a la membrana bacteriana facilitando la dispersion de
B. pertussis desde las microcolonias iniciales hacia nuevos sitios de infeccion en el tracto
respiratorio inferior [100]. La tos paroxistica, sintoma caracteristico de la enfermedad, es
consecuencia del dafio tisular local, aunque el periodo de duracion de la misma suele ser
mayor que el del dafo tisular, sugiriendo que existen otros factores atin no identificados que
contribuyen a la persistencia de la misma. Modelos de infeccion murinos sugieren que la
misma es originada por los efectos de PT, LOS, y Vag8 [66], [67].

Se ha propuesto, asimismo, que B. pertussis es capaz de formar biofilms como un
mecanismo de patogénesis que favorece la persistencia en el hospedador [258], [259]. El
biofilm consiste en una comunidad de células de un microorganismo inmovilizadas adheridas
a una superficie y/o unas a otras embebidas en una matriz polimérica extracelular
(denominada EPS del inglés exopolysaccharides) que les confiere resistencia [260]. La
capacidad de formar biofilms suele contribuir a la patogénesis, desempefiar un rol relevante
en la evasion de los mecanismos inmunes, y podria participar en la persistencia a largo plazo
en el interior del hospedador. Los aislados clinicos de B. pertussis poseen una capacidad
incrementada de formar biofilms comparadas con las cepas de referencia [261], [262].

Estudios recientes han mostrado evidencia de la formacion de biofilms en modelos epiteliales
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ex vivo [263] y en la cavidad nasofaringea de modelos murinos [264], [265]. Segun los
resultados obtenidos in vitro el desarrollo de biofilm de B. pertussis estd regulado por el
sistema BvgAS [266].

El éxito de este patégeno de dificil erradicacion se debe en buena medida a los
multiples mecanismos de inmunoevasion que posee, muchos de ellos mediados
fundamentalmente por CyaA y PT. Por ejemplo, CyaA provoca la intoxicacion de
neutrdfilos, las principales células de defensa contra patdgenos invasores, induciendo la
produccion supra fisiolégica de cAMP en los mismos e interfiriendo con su capacidad
fagocitica, su activacion y su actividad bactericida intra y extracelular [72], [83], [267], [268].
PT por su parte, retarda la migracion de los neutréfilos al sitio de infeccion mediante la
disminuciéon en la produccion de citoquinas y quimioquinas en células epiteliales y
macrofagos, ademds de inhibir la activaciéon de células inmunes [64]. Estas toxinas son
capaces de intoxicar macrofagos e interferir con sus funciones inmunes [84], [85], [86],
[269], [270]. También se demostrdé que TCT es capaz de inhibir la quimiotaxis de neutrofilos
in vitro [255]. Los efectos combinados de estas toxinas posibilitan que B. pertussis evada la
inmunidad innata durante etapas tempranas de la colonizacion.

Bordetella pertussis es un patégeno estrictamente humano sin reservorio ni vector por
fuera del hombre [16], [271], por lo que la epidemiologia de la tos convulsa evidencia una
circulacion permanente del patdgeno en poblaciones vacunadas. Historicamente se ha
considerado un patdgeno extracelular que supuestamente es eliminado del hospedador siete
dias después de comenzada la infeccion ya que no hay cultivos positivos después de este
tiempo. Sin embargo, B. pertussis ha sido encontrada en macrofagos alveolares aislados de
nifios coinfectados con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) [272] y en infantes
con neumonia provocada por B. pertussis [21], sugiriendo que este tipo celular podria
constituir un reservorio de esta bacteria, y que B. pertussis no es un patdgeno extracelular
estricto. La necesidad de una respuesta tanto humoral como celular para combatir la infeccion
parece apoya esta hipodtesis. La existencia de un reservorio intracelular explicaria la
epidemiologia de esta enfermedad, y la ineficacia de vacunas disefadas para patdgenos
exclusivamente extracelulares. Nuestro grupo de investigacion se dedicé a lo largo de los
ultimos afios al estudio de eventuales nichos intracelulares de persistencia de este patogeno, a
aspectos referidos a la invasion y a la sobrevida de B. pertussis en células del hospedador.
Esto permitié demostrar que, en ausencia de anticuerpos opsonizantes, B. pertussis es capaz
de sobrevivir a la interaccion con neutrofilos mediante la inhibicion del estallido respiratorio

y del trafico a lisosomas [83]. También se observd que esta inhibicién depende de que la
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adhesion e internalizacion ocurra a través de dominios ricos en colesterol denominados balsas
lipidicas en la membrana del neutréfilo con los cuales B. pertussis interacciona mediante
FHA [83]. B. pertussis también es capaz de inhibir, a través de CyaA, mecanismos
bactericidas extracelulares del neutrofilo como la degranulacion [83] y la formacion de
trampas extracelulares de ADN (NETs del inglés neutrophil extracellular traps) [267]. En
interaccion innata B. pertussis también es capaz evadir la accion bactericida de los
macrofagos, otra célula efectora del sistema inmune. Nuestro grupo demostrd que este
patogeno es capaz de inhibir la fusion fagolisosomal y permanecer viable en compartimientos
con caracteristicas de endosomas tempranos en los que tiene acceso a nutrientes
extracelulares [273]. También se avanzé en el estudio de la adaptacion de B. pertussis al
entorno intracelular en estas células mediante un abordaje proteémico [274] y se describieron
factores relevantes en este proceso y para la sobrevida intracelular [87], [186], [274].
Asimismo, a lo largo de estos afios se pudo demostrar que CyaA y PT estan involucradas en
la inhibicion de la fusion fagolisosomal en macrofagos ya que interfieren con la transcripcion
de genes relacionados con la respuesta inflamatoria y bactericida del macrofago,
favoreciendo la sobrevida intracelular de B. pertussis [87]. Se observo que la modulacién de
la respuesta bactericida por estas toxinas induce un fenotipo del tipo M2 [87]. Esta descripto
que la polarizacion de los macréfagos entre los fenotipos M1 y M2 juega un rol relevante en
el desarrollo de las enfermedades infecciosas [275]. Mientras que el fenotipo proinflamatorio
M1 desarrolla una actividad bactericida mas agresiva, el fenotipo M2 se caracteriza por un rol
antiinflamatorio y una mayor permisividad para la sobrevida intracelular [275]. En estudios
posteriores pudimos corroborar que B. pertussis efectivamente tiene una mayor sobrevida
intracelular en el fenotipo M2 y que ademas es capaz de sobrevivir también en el interior de
macréfagos M1[276].

La localizacion intracelular le proporciona a B. pertussis, como a cualquier patdgeno,
proteccion contra distintos efectores inmunes del hospedador. Durante la respuesta
proinflamatoria desencadenada como respuesta a la infeccion, un nicho intracelular permite a
la bacteria permanecer viable hasta que la inflamacion sea modulada y emerger en
condiciones mds permisivas., infectar otros nichos, e incluso alcanzar otros sitios del
hospedador que sin ser transportada por macréfagos no podria alcanzar, propagando la

infeccidon en un mecanismo del tipo caballo de Troya [277].
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1.7. Inmunidad

Para desarrollar inmunidad frente a un patégeno se requiere el reconocimiento de
componentes del mismo por células de la inmunidad innata, la produccién de mediadores
solubles y el reclutamiento y la activacion de moléculas y células efectoras. El estudio de la
inmunidad contra B. pertussis se llevo a cabo utilizando principalmente modelos de infeccion
respiratoria en ratones [278]. Los resultados utilizando estos modelos deben ser analizados
cuidadosamente ya que el sintoma de la tos, prototipico de la enfermedad, esta ausente en la
mayoria de los mismos y algunos hallazgos patologicos pulmonares son diferentes a los
observados en humanos [279]. Sin embargo, el curso de la infeccion y muchos de los efectos
sistémicos de la tos convulsa como la leucocitosis y la hipoglucemia son similares a los que
se observan en humanos [280]. Ademas de esto, los mecanismos inmunes que se inducen en
ratones infectados coinciden con los que se inducen en humanos infectados [279]. Al ser
colonizada la mucosa del tracto respiratorio murino por B. pertussis se desencadena una
respuesta local de citoquinas proinflamatorias que conduce al reclutamiento de células
inmunes al sitio de infeccion [281], [282]. Los neutréfilos suelen ser las primeras células en
llegar, seguidos de una ola compuesta de células natural killer (NK), macrofagos, células
dendriticas (DCs) y linfocitos [283], [284], [285], [286]. Sin embargo, como se describio
previamente, algunos factores de virulencia de B. pertussis limitan esta respuesta inflamatoria
local. Por ejemplo, se menciond que las toxinas PT y TCT inhiben el trafico de células
inmunes al tracto respiratorio [64], [287]. Ademas de esto, CyaA y FHA inducen la secrecion
de citoquinas antiinflamatorias como IL-10 que limitan la respuesta local [288], [289], [290].
Eventualmente B. pertussis es reconocida en el tracto murino por células presentadoras de
antigenos que la capturan y procesan y presentan antigenos de la misma a células T,
induciendo de esta forma la generacion de una respuesta inmune adaptativa [224].

Se ha descripto que tanto la inmunidad celular como la humoral juegan un rol
importante en la eliminacion de la bacteria del tracto respiratorio [224]. La inmunidad celular
contra la infeccion por este patdogeno estd mediada principalmente por linfocitos T CD4"
[291], [292]. De acuerdo al perfil de citoquinas que expresan, estas células T se dividen
principalmente en células T helper tipo 1 (Thl) y células T helper tipo 2 (Th2) [293], [294].
Las del perfil Thl secretan IFN-y e IL-12 y son esenciales para el desarrollo de la inmunidad
mediada por células necesaria para la eliminacion de patdgenos intracelulares [295]. Las
células Th2, por su parte, juegan un papel mas importante en el desarrollo de la respuesta

humoral mediada por anticuerpos y se caracterizan por la secrecion de IL-4, IL-5 e IL-13
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[295]. Otro perfil existente entre las células T helper es el denominado Th17 caracterizado
por la secrecion de las citoquinas IL-17, IL-12 e IL-22 y por estar involucrado en la respuesta
inflamatoria del hospedador frente a distintos patdgenos extracelulares [296]. Varios estudios
han demostrado un rol importante de las células Thl en la proteccién contra B. pertussis en
modelos murinos [297], [298], [299]. También se ha relacionado la proteccion contra B.
pertussis con la generacion de células Th17 [300], [301]. En estudios posteriores se observo
que también son necesarias las denominadas células T CD4 residentes de memoria (TRM del
inglés tissue resdient memory T cells) en nasofaringe y en pulmoén [302]. Estudios llevados a
cabo en babuinos confirmaron la necesidad de una inmunidad mediada por células T y de un
perfil Th1/Th17 en la proteccion contra la infeccion [211], [225]. En babuinos B. pertussis
desarrolla una enfermedad similar a la observada en humanos, con tos persistente por
semanas y transmision entre individuos. La colonizacion del tracto respiratorio y la
leucocitosis que ocurre en humanos también aparece en babuinos [211], [225], por lo que este
modelo se estd empleando para confirmar los hallazgos mas importantes de la fisiopatologia
de esta bacteria y para realizar pruebas preclinicas de nuevas vacunas. Varios estudios
sugieren la inducciéon de una respuesta tipo Thl y Th17 también en humanos infectados
[279], [303]. La necesidad de un perfil Th1/Th17 para la eliminacion de B. pertussis del
tracto respiratorio parece consistente con una ubicacion tanto intracelular como extracelular
del patogeno durante el ciclo infeccioso [224].

En lo que refiere a la inmunidad adquirida por vacunacion, el tipo de respuesta
generada varia con el tipo de vacuna utilizada. Estudios en modelos de inmunizacion murinos
indican que la proteccion conferida por la vacuna celular involucra la activacion del receptor
TLR4 y la produccion de IL-1, IL-12 e IL-23 por células dendriticas, conduciendo a un perfil
tipo Th17 junto con uno Thl. En cambio, la inmunizacién con vacunas acelulares induce la
produccion de IL-5 y anticuerpos IgGi, determinando de esta manera un perfil tipo Th2
[300]. Los estudios de inmunizaciéon en el modelo babuino indicaron que los animales
infectados o inmunizados con la vacuna celular generan una respuesta robusta de células
Th1/Th17 especifica contra B. pertussis, mientras que los inmunizados con la vacuna acelular
presentaron una respuesta de tipo Th1/Th2 [211]. Se observo incluso que los animales no
vacunados resuelven la infeccion mas rapido que los animales vacunados con la vacuna
acelular, quienes mantienen bacterias en la cavidad nasofaringea durante mucho tiempo mas
que los no vacunados [225]. Estos hallazgos confirman que la vacuna acelular protege contra
los sintomas de la enfermedad, pero es alin menos efectiva que la vacuna celular en la

prevencion de la colonizacion. Mas autn, se ha observado que los individuos inmunizados con
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la vacuna acelular tardan mas tiempo en resolver una eventual infeccion, a causa del tipo de
respuesta que se induce en el vacunado frente a la infeccion del patogeno. En humanos, por
su parte, el estudio de la respuesta de células T obtenidas de infantes inmunizados con
vacunas celulares o acelulares sugiere que estas vacunas inducen diferentes subpoblaciones
de células T CD4". Al igual que la infeccion, las vacunas celulares inducen un perfil de
citoquinas predominantemente Th1/Th17, mientras que las vacunas acelulares inducen un
perfil de tipo Th1/Th2 [202], [203], [204].

En cuanto a la inmunidad humoral, distintos estudios demuestran que la presencia de
anticuerpos contra B. pertussis cumple un rol fundamental en la protecciéon contra la
infeccion [126], [127]. Los anticuerpos dirigidos contra determinados antigenos de B.
pertussis tienen la capacidad de prevenir la adhesion a células epiteliales respiratorias,
neutralizar toxinas o promover la opsonofagocitosis. En este sentido, se demostrd que los
anticuerpos contra PT son criticos para proteger contra la sintomatologia de la enfermedad
[126]. Estudios de nuestro grupo indican que la opsonizacion es crucial para inducir la
actividad celular bactericida contra el patégeno tanto en neutréfilos como en macrofagos y
que, en ausencia de anticuerpos opsonizantes, B. pertussis es capaz de sobrevivir dentro de
células inmunes del hospedador [83], [273]. Como se menciond anteriormente, de todos los
antigenos incluidos en las vacunas acelulares, Prn es el inico que induce anticuerpos con
actividad opsonofagocitica [150], lo que ha llevado a la apariciéon de aislados clinicos
defectivos en Prn, con prevalencia creciente alrededor del mundo [153], [154], [156], y a la
necesidad de definir nuevos antigenos blancos de opsoninas menos susceptibles a la
inmunoseleccion [236], [239]. En lo referente a la prevencion de la adhesion inicial a epitelio,
los anticuerpos anti-FHA son los mas importantes [304], [305]. Ademads, nuestro grupo
demostrd que los anticuerpos dirigidos contra fimbria no bloquean epitopes adhesivos, pero
tienen la capacidad de inducir la aglutinacion bacteriana entorpeciendo el proceso de
adhesion y promoviendo asi la expulsion del patogeno [125].

En sintesis, una respuesta protectora contra B. pertussis requiere tanto de inmunidad
humoral como celular. Los factores de virulencia del patdogeno y su capacidad para evadir la
respuesta inmune del hospedador explican la necesidad de anticuerpos bloqueantes de la
adhesion, neutralizantes de toxinas y opsonizantes. Por otro lado, el hallazgo de que B.
pertussis es un patogeno intracelular facultativo explica la necesidad de inmunidad celular

con perfil Th1/Thl7.
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1.8. Epitelio respiratorio

El sistema respiratorio humano se divide en el tracto respiratorio superior que
comprende la cavidad nasal, la faringe y la laringe; y el tracto respiratorio inferior que
comprende la traquea, bronquios, bronquiolos y alvéolos. La trdquea, bronquios y
bronquiolos forman la zona de conduccion, también denominada tracto conductivo, donde el
aire inhalado es humedecido, calentado y limpiado antes que alcance la zona de respiracion
formada por los alvéolos, donde ocurre el intercambio gaseoso y se oxigena la sangre. El
tracto respiratorio inferior que comienza en la traquea sufre una ramificacion dicotémica que
genera dos bronquios, que se ramifican sucesivamente para dar lugar a series de bronquios y
bronquiolos. El diametro del tracto respiratorio decrece progresivamente desde la traquea
hasta los bronquiolos terminales, que conectan con los alvéolos [306], [307].

La superficie luminal del tracto respiratorio estd cubierta por una capa continua de
células epiteliales de distintos tipos que varian en abundancia relativa segtn el sitio. La zona
traqueo-bronquial de conduccion estd delimitada por un epitelio seudoestratificado
compuesto principalmente de tres tipos celulares: células ciliadas, células secretoras no
ciliadas y células basales. En la medida en que los bronquiolos se ramifican en la transicion
hacia los alvéolos el epitelio cambia gradualmente de uno seudoestratificado a uno simple
cuboidal y el numero de células ciliadas y basales decrece mientras que se vuelven mas
abundantes las cé¢lulas de Clara (club cells) no ciliadas [308]. Los alvéolos estan recubiertos
con dos tipos de células denominadas células alveolares de tipo 1 y alveolares de tipo 2 (AT1
y AT2 del inglés alveolar type 1 y 2 y también conocidas como neumocitos de tipo 1 y 2).
Las células AT1 proveen la superficie para el intercambio gaseoso y las células AT2 secretan
una sustancia denominada surfactante pulmonar [309]. Otros tipos celulares estan presentes
en menores cantidades en el tracto respiratorio. Se trata de las células quimiosensoras o
cepillo (brush en inglés) que contienen manojos de microvellosidades (microvilli) y se cree
que cumplen un rol en la regulacion de la secrecion de fluidos ademas de en la respiracion
[310], [311] y las células neuroendocrinas pulmonares que poseen una forma piramidal que
se extiende desde la base del epitelio hasta el lumen y también poseen microvellosidades
[312], [313]. Las células ciliadas constituyen mas de la mitad del tracto conductivo [314].
Poseen entre 200 y 300 cilios formados en su superficie luminal [315] y una gran cantidad de
mitocondrias justo debajo de esta superficie que proveen energia para el movimiento ciliar
coordinado (ciliary beating) [316]. Se cree que estas células ciliadas se encuentran

terminalmente diferenciadas y que se originan a partir de las células basales o de las
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secretorias [317], [318]. Las células caliciformes (goblet cells) son células secretorias no
ciliadas que se encuentran en una relacion de aproximadamente 1 cada 5 células ciliadas. En
la regién apical de su citoplasma poseen granulos con glicoproteinas de alto peso molecular
que forman la mucina. Estas glicoproteinas son secretadas al lumen respiratorio y captura y
remueven particulas foraneas protegiendo la superficie epitelial. La secrecion de mucina debe
estar precisamente regulada para que el funcionamiento sea normal, ya que la
sobreproduccion de la misma puede bloquear el conducto e interferir con la limpieza
mucociliar (mucociliary clearence) [316]. Las células basales estan conectadas a la
membrana basal a través de hemidesmosomas, proveyendo la base para la union de las
células ciliadas y de las células caliciformes a la lamina basal y también poseen la capacidad
de regular la respuesta inflamatoria y el movimiento transepitelial acuoso [319]. La
caracteristica mas importante de estas células es la capacidad de generar los tipos celulares
mas abundantes del tracto conductivo, por lo que se especula que sean las células
progenitoras del epitelio respiratorio [320], [321], [322], [323]. Las células de Clara poseen
granulos secretorios que secretan proteinas surfactantes y anti-proteinasas que pueden
proteger el epitelio bronco-alveolar [324], [325], [326], [327]. Han sido historicamente
consideradas células pluripotenciales debido a su habilidad de proliferar y repoblar los
bronquiolos terminales [328]. Ademas, poseen la capacidad de diferenciarse a células ciliadas
y caliciformes, aunque sélo se ubican en los bronquiolos terminales y no en las vias aéreas
mas proximales, sugiriendo que su funcion podria estar mas relacionada con el
mantenimiento de los bronquiolos mas distales [329].

Ademas del intercambio gaseoso, otra funcidon primaria del epitelio respiratorio es
constituir una barrera fisica entre el ambiente externo y el interno del humano. La funcion
principal de esta barrera es proteger el ambiente interno del hospedador de patogenos y
particulas foraneas dafiinas. Existen esencialmente tres componentes de esta barrera que
contribuyen a esta funcion. Ellos son la funciéon de limpieza mucociliar que atrapa particulas
y patogenos y los remueve de las vias respiratorias [330], las uniones intercelulares estrechas
y adherentes que regulan la permeabilidad paracelular del epitelio [331] y los compuestos
antimicrobianos secretados que eliminan patogenos inhalados [332].

Como lo indica su nombre, los principales factores implicados en la funcion
mucociliar son el mucus y los cilios. Mientras el mucus atrapa e inmoviliza patdogenos y otras
particulas inhaladas, el movimiento coordinado de los cilios los desplaza alejandolos de los
pulmones hacia la faringe [333]. La eficiencia de este desplazamiento depende del

movimiento ciliar y de la hidratacién del mucus, que determina las propiedades viscoelasticas
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del mismo [334], [335]. El mucus es secretado por las células caliciformes y contiene mas de
200 proteinas, de las cuales las principales son las mucinas, glicoproteinas de alto peso
molecular que proporcionan la estructura del mucus mediante uniones de entrecruzamiento
(cross-linking) entre ellas [336]. Al menos 12 mucinas distintas han sido detectadas en
pulmones humanos, siendo MUC5Ay MUCSB las predominantes [337]. En individuos sanos
la secrecion de mucus esta regulada por el ritmo circadiano a través del nervio vago y la
hipersecresion de mucus estd asociada con la obstruccion de las vias respiratorias en
pacientes con enfermedades inflamatorias [338]. Esta hipersecresion se induce por varios
compuestos inflamatorios como TNF-o, IL-1B, IL-13, IL-17, la proteina elastasa de los
neutrofilos, factores de crecimiento como EGF y TGF, factores ambientales como humo de
cigarrillos, alérgenos y patdgenos microbianos [339], [340], [341], [342], [343], [344].

Las uniones estrechas y las uniones adherentes se localizan en la zona apicolateral del
epitelio respiratorio y cooperan entre si para mantener, al igual que en otros tejidos
epiteliales, la permeabilidad paracelular [331]. Las uniones adherentes median la adhesion
entre células y promueven la formacion de las uniones estrechas, que regulan el transporte de
iones y solutos a través del epitelio y previenen la difusion libre de componentes de la
membrana plasmatica, delimitando una zona apical y una basolateral con composiciones
diferenciales [345], [346], [347]. Por ejemplo, determinados factores como la acuaporina-3
[348], la ATPasa dependiente de sodio y potasio [349] y proteoglicanos derivados de heparan
sulfato [350], entre otros, estdn en mayor concentracion en la membrana basolateral, [351].
Por su parte, otros factores como Gpl135 [352] estan enriquecidos en la membrana apical.
También se han identificado algunas sefiales que direccionan el trafico intracelular de las
proteinas hacia una u otra membrana [351], [353].

En el epitelio respiratorio normal estas uniones intercelulares previenen que patogenos
y particulas inhaladas generen dafio, y también constituyen plataformas de sefializacién que
regulan expresion génica, proliferacion celular y diferenciacion [354], [355]. Debido a esto es
que las lesiones que afectan estas uniones no s6lo comprometen la funcion de barrera, sino
que también interfieren con la reparacion y diferenciacion del epitelio respiratorio. La
formacion de estos complejos de uniones estd intimamente relacionada con la polarizacion
celular que posee dos principales reguladores descriptos en el epitelio respiratorio. Se trata
del complejo Crumbs (CRB) y el complejo de division defectuosa de homologos PAR (del
ingés partitioning defective) [356].

Las uniones estrechas estdn compuestas de varias proteinas transmembrana entre las

que se incluyen ocludina, multiples claudinas, la proteina de union JAM (del inglés
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junctional adhesion molecule) y las proteinas de andamiaje citoplasmatico zonula ocludens 1,
2 y 3, cingulina y MUPP1 formando microdominios o balsas lipidicas [357], [358], [359].
Las proteinas transmembrana conectan las membranas de células adyacentes para formar un
cierre compacto y las proteinas de andamiaje anclan estas proteinas transmembranas al
citoplasma. Las uniones adherentes se localizan debajo de las uniones estrechas y conectan
mecanicamente las células adyacentes. Las principales proteinas en estas uniones son las
glicoproteinas transmembrana de tipo I, la cadherina epitelial (E-cadherina), B-catenina y a-
catenina [360], [361].

Las células epiteliales también secretan una amplia gama de compuestos
antimicrobianos como enzimas, inhibidores de proteasas, oxidantes, y péptidos
antimicrobianos que constituyen una barrea bioquimica contra patdgenos invasores. Entre
ellos, la enzima lisozima ejerce su efecto antimicrobiano degradando el peptidoglicano de la
pared bacteriana [362]. Las B defensinas humanas (hBD) son los péptidos antimicrobianos
mas abundantes del epitelio respiratorio y son efectivas contra un amplio espectro de
patogenos bacterianos y virales [363], [364]. Mientras hBD1 se expresa constitutivamente,
hBD2, hBD3 y hBD4 se expresan en respuesta al LPS[365], [366]. Los humanos también
expresan LL37, un antimicrobiano perteneciente a la clase de las catelcidinas, que es une al
LPS bacteriano e inactivan su funcion biologica [316]. Otro mecanismo de defensa ejecutado
por las células epiteliales es la produccion de oxidantes como 6xido nitroso (NO) y peroxido
de hidrogeno a través de las NO sintasas NOS1, NOS2 y NOS3 y la oxidasa dual
respectivamente [316].

Ademas de la funcion de barrera, el epitelio es capaz de censar directamente la
presencia de patdgenos y juega un rol crucial en la promocion y el moldeado de la respuesta
inmune frente a los mismos. Como respuesta a la presencia de patogenos, las células
epiteliales secretan quimiocinas y citoquinas como IL-6, IL-8, IL-1p, GM-CSF y G-CSF, que
reclutan y activan células fagociticas del sistema inmune [367]. Existen macrofagos y células
T localizadas en el epitelio respiratorio (denominadas residentes) que participan en el montaje
de la respuesta a través del intercambio de sefializaciones entre si y con células epiteliales
(cross-talk). En esta respuesta inmune también se induce una sefializacién paracrina que
activa células epiteliales cercanas, activandolas y convirtiéndolas también en efectores de la
respuesta tendiente a limitar la dispersion de la infeccion [368].

Parte del conocimiento de la interaccion de B. pertussis con el epitelio respiratorio
proviene de estudios con modelos de infeccion en animales. Estos modelos permiten evaluar

la interaccidon Unicamente de manera general y en el contexto de la infeccion del organismo.
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Es por esto que la interacciéon de este patdgeno con el epitelio respiratorio en particular
también ha sido estudiada utilizando modelos de infeccion in vitro con lineas celulares para
obtener informacion mas detallada acerca de los mecanismos moleculares que intervienen en
la misma. Estos estudios han utilizado lineas celulares inmortalizadas de origen traqueal
[369], [370], bronquial [93], [281], alveolar [104], [112], [371] y también modelos de
cultivos primarios establecidos a partir de muestras nasales [257], bronquiales [257], [263],
[372] y traqueales [257], [372]. Se observo que B. pertussis es capaz de adherir y de acceder
a localizacion intracelular en modelos nasales [257], traqueales [369] y bronquiales [257]
sugiriendo que este patdogeno podria colonizar cualquier zona del tracto conductivo. Estos
resultados coinciden con reportes de casos fatales de tos convulsa en humanos y de
infecciones en babuinos en los que se observa la presencia de B. pertussis en traquea,
bronquios y bronquiolos [21], [373]. A pesar de que también se observoé que B. pertussis
adhiere y es internalizada por células de origen alveolar in vitro [104], [371], en los estudios
de humanos y babuinos no se detectd la presencia de la bacteria en alvéolos. Ademas, se
detectd que B. pertussis es capaz de formar biofilms en modelos de cultivos primarios a partir
de células bronquiales [263]. Los estudios in vitro infectando modelos respiratorios con cepas
mutantes han confirmado que FHA es la principal adhesina involucrada tanto en la adhesion
como en la invasion en células epiteliales [104], [112], [304], [305].

Los estudios llevados a cabo para caracterizar la respuesta de las células epiteliales a
la infeccion por B. pertussis demostraron que se induce una respuesta inflamatoria débil,
caracterizada por la secrecion de valores bajos de IL-6 e IL-8 [281], [372]. La secrecion de
otros factores relacionados con el montaje de la respuesta inmune s6lo se induce si existe un
intercambio de sefiales (cross-talk) con células inmunes presentes en el sitio de infeccion
[372]. Se demostr6 que CyaA purificada intoxica las células epiteliales aumenta su
concentracion de cAMP [93], [94], [257], esta intoxicacion interfiere con el montaje de la
respuesta inflamatoria, y también compromete la integridad de las uniones estrechas [93] y la

adhesion entre las células [374].
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1.9. Antecedentes v objetivos de este trabajo

A pesar de las altas tasas de vacunacion contra la tos convulsa a nivel global, esta
enfermedad no ha sido erradicada. Mas aun, su incidencia ha aumentado en los ultimos afios
y ha sido declarada reemergente por la Organizacion Mundial de la Salud. Teniendo en
cuenta que el humano es el Unico hospedador conocido para B. pertussis, la situacion
epidemioldgica indica que la bacteria ha desarrollado mecanismos que le permiten persistir
en poblaciones vacunadas. El desarrollo de estrategias mas eficaces para la prevencion de la
enfermedad requiere conocer los mecanismos de persistencia del patéogeno y esto ha
determinado que en los ultimos afios los mismos hayan sido objetivo de estudio de varios
grupos de investigacion, incluido el nuestro.

En los ultimos afos se ha encontrado evidencia de que patdgenos previamente
considerados extracelulares son capaces de alternar estadios intracelulares en distintos tipos
de células durante sus procesos infecciosos [375], [376], [377]. En el caso particular de B.
pertussis, nuestro grupo y otros [83], [87], [150], [184], [273], [371], [378], [379], [380] han
demostrado durante los ultimos afios la capacidad de esta bacteria de comportarse como un
patogeno intracelular facultativo. Los resultados de nuestro grupo indicaron que B. pertussis
es capaz de inhibir la fusion fagolisosomal en macrofagos y neutréfilos, permitiéndole
sobrevivir en localizacion intracelular en estas células inmunes [83], [273]. En el caso de los
macrofagos, también avanzamos en la caracterizacion de distintos factores relevantes para el
establecimiento del nicho intracelular. Los resultados indican que la actividad
inmunomoduladora de las toxinas CyaA y PT sobre la respuesta bactericida de esta célula
promueven la sobrevida de la bacteria dentro de estas células inmunes [87]. El estudio de la
adaptacion del proteoma de B. pertussis al entorno intracelular en macrofagos permitio
identificar, ademas, otros factores implicados en este proceso como los transportadores BfrD,
BftE, IRP1-3 y MgtC [274], [381]. Si bien son relativamente pocos los estudios abordando
particularmente la interaccion entre B. pertussis y células epiteliales, hay resultados que
demuestran la capacidad de este patdogeno de sobrevivir en localizacion intracelular en células
del epitelio respiratorio [371]. En estos estudios iniciales se observaron niveles de
internalizacion extremadamente bajos, pero igualmente se recuperaron unidades formadoras
de colonias a tiempos largos post infeccion, indicando que B. pertussis también es capaz de
sobrevivir en localizacion intracelular en células epiteliales. Estos estudios se llevaron a cabo
en modelos de infeccion con células de linea cultivadas en subconfluencia, sin polarizacion ni

uniones estrechas formadas, de manera tal que no poseen varias de las caracteristicas mas
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relevantes de la barrera epitelial que encuentra B. pertussis durante la infeccion en humanos.
Por otro lado, los estudios mas recientes realizados con modelos polarizados no abordaron el
estudio de la adhesion, ni del eventual establecimiento y desarrollo de infecciones
intracelulares [93], [263], [372]. Las células de la barrera epitelial, junto a las del sistema
inmune, son los tipos celulares con los que interactiia B. pertussis en las etapas iniciales de
colonizacion, y las que determinaran el destino de la infeccion. Es por esto que este Trabajo
de Tesis tuvo como objetivo profundizar el estudio del de la interaccion inicial de la bacteria
y el desarrollo de la infeccion intracelular con células epiteliales que han retenido
caracteristicas de las células primarias que les dieron origen y utilizando un modelo de
cultivo polarizado con uniones estrechas formadas que represente con mayor precision la
barrera epitelial respiratoria con la que interactiia B. pertussis durante el proceso infeccioso.
A modo de resumen, en el Capitulo 3 de esta Tesis se describen estudios destinados a
la obtencion de un modelo epitelial con células polarizadas con uniones estrechas formadas
para ser empleado en el estudio de la interaccion de B. pertussis con el epitelio respiratorio.
Los resultados de la infeccion de este modelo indican que B. pertussis es capaz de vulnerar la
integridad de las uniones estrechas a través de un mecanismo mediado por CyaA. Se encontro
que B. pertussis interactia de manera preferencial con la membrana basolateral a través de
FHA, y que es internalizada con mayor eficiencia a través de la misma. Los resultados
muestran que una vez internalizadas, una fraccion importante de las bacterias evaden el
trafico lisosomal degradativo y permanecen viables en vesiculas con caracteristicas de
endosomas tardios en las que poseen acceso a nutrientes extracelulares. Tomados en
conjunto, estos resultados indican que el efecto de CyaA y el acceso a la membrana
basolateral promueve la infeccion intracelular y la persistencia de B. pertussis en células
epiteliales a tiempos largos, indicando que este tipo celular podria constituir un nicho de
persistencia. Teniendo esto en cuenta, se profundizé el estudio de la adaptacion de B.
pertussis al entorno intracelular mediante el andlisis de la evolucion del proteoma de la
bacteria en localizacion intracelular en este modelo de infeccion epitelial. El Capitulo 4
describe los resultados obtenidos de este analisis protedmico. Los resultados del mismo
muestran que B. pertussis modifica la abundancia principalmente de proteinas relacionadas al
metabolismo, induciendo una desaceleracion general del mismo y sugiriendo que las
bacterias en localizacion intracelular podrian adquirir un fenotipo de tipo persistor que le
permite mantenerse viable en localizacion intracelular. No se observd un aumento en la
abundancia de factores previamente descriptos como relacionados con la adaptacion al

entorno intracelular en macrofagos y se verific6, mediante ensayos de trafico y sobrevida
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intracelular, que B. pertussis no los necesita para la sobrevida intracelular en células
epiteliales, evidenciando la existencia de diferencias entre ambos nichos intracelulares. En
conjunto, los resultados de este trabajo de Tesis sugieren que las células de la barrera epitelial
respiratoria podrian ser un nicho mas permisivo y tal vez mas relevante para el proceso
infeccioso de B. pertussis que el previamente descripto en macréfagos. Finalmente, en el

Capitulo 5 se presenta la discusion general de este trabajo de Tesis.

40



Capitulo 2

Materiales y métodos



Capitulo 2

2. Materiales v métodos

2.1. Cepas v condiciones de cultivo

Para este trabajo de Tesis fueron utilizadas las cepas de Bordetella pertussis Tohama |
y las cepas isogénicas BpGR4 [382] y Bp ACyaA [85] Bp AMgtC [381] deficientes en FHA,
CyaA vy el factor MgtC respectivamente. También se utilizoé la cepa Bp ABfrDE AIRP1-3
generada en nuestro laboratorio y que tiene eliminados los transportadores de hierro BfrD,
BdrE e IRP1-3. Las cepas de B. pertussis fueron cultivadas en placas de agar Bordet Gengou
(ABGQG) (Difco Laboratories, EE. UU.), suplementada con 15% v/v de sangre desfibrinada de
carnero (Laboratorio Argentino, Caseros, Argentina) (ABGs) durante 72 h a 37°C. Al cabo de
este tiempo se repico en una nueva placa ABGs y se cultivd a 37°C durante 24 h. Para los
ensayos de infeccion, se extrajo un indculo del cultivo en medio s6lido ABGs de B. pertussis
para iniciar cultivos en medio liquido Stainer-Scholte (SS) [383] con una densidad celular
inicial equivalente a DOsso (densidad optica a 650 nm) 0,2 y se cultivo a 37 °C y 160 rpm
durante 16 h (mitad de fase exponencial). Previo a la infeccion, las bacterias fueron lavadas y

resuspendidas en el medio de cultivo empleado para la infeccion.

2.2. Anticuerpos v sueros

Los anticuerpos empleados se describen a continuacion. Fragmentos F(ab’): de
anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo conjugados con Cy3 (Jackson InmunoResearch,
West Grove, PA, EE. UU.), fragmentos F(ab’), de anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo
conjugados con FITC (Jackson InmunoResearch), fragmentos F(ab’), de anticuerpos de
cabra anti-IgG de ratén conjugados con Alexa-647 (Jackson ImmunoResearch), fragmentos
F(ab’) de anticuerpos de cabra anti-IgG de raton conjugados con Cy3 (Jackson
ImmunoResearch), suero de conejo anti-B. pertussis obtenido segin se describe segun
Hellwig y col. [70], anticuerpos monoclonales IgGl de raton anti CD107b (LAMP-2)
humano (Pharmingen, San Diego, CA, EE. UU.), anticuerpos monoclonales IgG1 de ratén
anti-catepsina D (R&D Systems, Minneapolis, MN, EE. UU.), anticuerpos monoclonales
IgG1l de ratén anti-ocludina humana (Invitrogen, Waltham, MA, EE. UU.), anticuerpos
monoclonales IgG1 de ratén anti-claudina-1 (Invitrogen) y anticuerpos monoclonales IgG1

de ratén anti caveolina-1 (Pharmingen).
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2.3. Cultivo celular vy polarizacion

En el presente estudio se utiliz6 la linea celular de neumocitos humanos tipo II A549
(American Type Culture Collection, Rockville, MD, EE. UU.) y la linea celular I6HBE14o0-
derivada de células epiteliales bronquiales normales inmortalizadas por transfeccion con el
genoma del virus SV40 defectivo en el origen de replicacion [384] (cedidas gentilmente por
el Dr. Dieter Gruenert, Universidad de San Francisco, California).

Las células A549 fueron cultivadas a 37 °C en una atmoésfera humidificada de aire con
CO; al 5% (v/v), en botellas con medio simple modificado de Dulbecco (DMEM) (Gibco
BRL, Grand Island, EE. UU.) suplementado con 10 % v/v de suero fetal bovino (SFB)
(Gibco) inactivado. Para la polarizaciéon en cultivo sumergido, 5x10° células fueron
cultivadas en placas de cultivo de 24 pocillos (wells) sobre cubreobjetos en medio DMEM-
SFB a 37°C y CO; al 5% (v/v), con renovacion de medio cada dos dias. Este nimero inicial
de células utilizado (5x10°) determina que al inicio del cultivo el mismo ya se encuentre en
condiciones de confluencia. Transcurridos 5, 7 y 9 dias de cultivo se evalu6 la formacion de
uniones estrechas por tincion de ocludina segiin se describe en [385]. Brevemente, las
muestras de células cultivadas sobre en cubreobjetos fueron lavadas, fijadas con
paraformaldehido (PFA) (Sigma, Saint Louis, MO, EE. UU.) 4% (p/v), lavadas con PBS e
incubadas durante 10 minutos a temperatura ambiente con PBS conteniendo 50 mM de
NH4Cl1 (Sigma). Luego de esto se permeabilizaron por incubacion con PBS conteniendo
Triton X-100 (Sigma) al 0,1% (v/v) y seroalbimina bovina (BSA) al 0,2% (p/v) durante 30
minutos a temperatura ambiente e incubados durante la noche con anticuerpos de raton anti-
ocludina humana en presencia de Triton X-100 y BSA. Luego de lavarlas con PBS
conteniendo Triton X-100 y BSA, las células fueron incubadas con fragmentos F(ab’), de
anticuerpos de cabra anti-raton conjugados a Cy3. Luego, las células fueron lavadas y los
cubreobjetos fueron montados con liquido de montaje antifading y analizados mediante
microscopia de fluorescencia con un microscopio de escaneo laser confocal (modelo TCS
SP5; Leica, Alemania). Para la polarizacion en cultivo con interfase aire-liquido en
membranas semipermeables, 5x10° células A549 se cultivaron en insertos semipermeables de
12 mm de didmetro Transwell® (poro de 3 um; Corning Costar, Bodenheim, Alemania) con
DMEM-SFB en el compartimiento basal y en el apical con renovacion de medio cada dos
dias durante siete dias a 37°C y CO» al 5% (v/v). Al séptimo dia se elimind el medio del

compartimiento apical y se mantuvo el medio en el compartimiento basolateral durante dos
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dias. Transcurrido este tiempo se evalu6 la integridad de las uniones estrechas por tincion de
ocludina segun se describio previamente en esta seccion.

Las células 16HBE140- fueron cultivadas segin se describié en [384] a 37 °C en una
atmosfera humidificada de aire con CO> al 5% (v/v) en botellas de cultivo tratadas con
colageno (Sigma) en medio MEM (Gibco) suplementado con 10% (v/v) de SFB (MEM-SFB)
inactivado. Para la polarizacion en monocapas confluentes, 5x10° células fueron inoculadas
en placas de cultivo de 24 pocillos tratadas con coldgeno en medio MEM-SFB a 37°C con
renovaciéon de medio cada dos dias. Este numero inicial de células utilizado (5x10°)
determina que al inicio del cultivo el mismo ya se encuentre en condiciones de confluencia.
Transcurridos 3, 5 y 7 dias de cultivo se evalu6 la formacion de uniones estrechas por tincion
de ocludina segun se describe en [385] y previamente en esta seccion para las células A549.
La formacion de uniones estrechas también se verificd por tincion de claudina utilizando el
mismo protocolo de tincion con anticuerpos de raton anti-claudina humana. Para la
polarizacion en pequefios grupos o islas, 5x10° células fueron inoculadas en placas de cultivo
de 24 pocillos tratadas con colageno y cultivadas como se describid para las monocapas. El
grado de polarizacion de las islas fue monitoreado transcurridos 7 dias de cultivo por tincion
de ocludina segtn se describid previamente en esta seccion. Todos los ensayos de infeccion
se realizaron con células polarizadas durante 7 dias en forma de islas 0 monocapas siguiendo

el protocolo aqui descripto.

2.4. Ensavyos de adhesion e internalizacion

Para los ensayos de adhesion e internalizacion, células 16HBE140- polarizadas segliin
se describiod en la seccidon previa en forma de islas 0 monocapas sobre cubreobjetos y fueron
incubadas con B. pertussis en MEM suplementado con BSA al 0,2% (p/v) con una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 20 bacterias por célula. En algunos ensayos, las células
fueron incubadas con BpGR4 con una multiplicidad de infeccion de 200 bacterias por célula.
Transcurridas 5 h a 37 °C en 5% (v/v) de CO2, muestras de células infectadas se lavaron con
PBS para remover las bacterias no adherentes y se fijaron con paraformaldehido (PFA) 4%
(p/v) para su posterior tincion. Las células se lavaron con PBS, se incubaron durante 10
minutos a temperatura ambiente con PBS conteniendo 50 mM de NH4Cl y se trataron con
BSA al 0,2% (p/v) en PBS para bloquear posibles uniones inespecificas. Las bacterias
adheridas a la superficie celular y las internalizadas por la célula fueron discriminadas por un

procedimiento de tincion en dos pasos y posterior analisis por microscopia de fluorescencia
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segin se describe en [273]. Brevemente, las bacterias extracelulares fueron tefiidas por
incubacion de las células con suero de conejo anti-B. pertussis por 30 min a temperatura
ambiente, seguido de la incubacién con fragmentos F(ab’), de anticuerpos de cabra anti-igG
de conejo conjugados con FITC por otros 30 min a temperatura ambiente. Para determinar el
nimero de bacterias intracelulares, luego de dos lavados con BSA al 0,2% (p/v) en PBS, las
células fueron permeabilizadas con saponina al 0,1% (p/v) y BSA al 0,2% (p/v) en PBS por
30 min. Luego de esto, las células se incubaron con suero de conejo anti-B. pertussis por 30
min a temperatura ambiente con saponina al 0,1% (p/v) y BSA al 0,2% (p/v) en PBS, seguido
de la incubacion con fragmentos F(ab’), de anticuerpos de cabra anti-igG de conejo
conjugados con Cy3 por otros 30 min a temperatura ambiente, también con saponina al 0,1%
(p/v) y BSA al 0,2% (p/v) en PBS. Los nucleos se tifieron por incubacion con 4',6-diamino-2-
fenilindol (DAPI) 1 ugmL™! durante 5 min a temperatura ambiente y posteriormente lavadas
con PBS. Luego, los cubreobjetos fueron montados con liquido de montaje antifading y
analizados por microscopia de fluorescencia con un microscopio de escaneo laser confocal
(modelo TCS SP5; Leica, Alemania). En todos los experimentos se examinaron un minimo
de 100 células eucariotas.

En determinados ensayos, las bacterias fueron pre incubadas durante 15 minutos con
35 pgmL! de heparina (Sigma) en MEM+BSA y esta suspension fue utilizada como inéculo
para la infeccion de las células que se realizé en presencia de heparina y procesé segun fue
descripto en esta seccion. En los ensayos en los que se indica, las células fueron pre
incubadas durante 60 minutos con 35 pgmL! de nistatina (Sigma) previo a la infeccién con
B. pertussis. En este caso, el indculo se prepar6 en MEM+BSA también en presencia de
nistatina y la infeccion se realizod en presencia de nistatina y proceso segun fue descripto en
esta seccion.

En determinados ensayos, células 16HBE140- polarizadas en monocapas sobre
cubreobjetos se incubaron con la cepa salvaje de B. pertussis o con Bp ACyaA a una
multiplicidad de infeccion de 0,2 bacterias por célula en MEM-SFB a 37°C en presencia de
5% (v/v) de CO». Transcurridas 24 horas las células fueron lavadas con PBS para remover las
bacterias no adherentes y se fijaron en PFA 4% (p/v). Las células se lavaron con PBS, se
incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente con PBS conteniendo 50 mM de
NH4Cl y se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1% (v/v) y BSA al 0,2% (p/v) durante 30
minutos a temperatura ambiente. Luego se incubaron durante la noche con anticuerpos de
raton anti-ocludina humana en presencia de Triton X-100 y BSA. Luego de esto, las bacterias

se tifieron por incubacién de las células con suero de conejo anti-B. pertussis por 30 min a
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temperatura ambiente en presencia de Triton X-100 y BSA. Luego de lavarlas con PBS
conteniendo Triton X-100 y BSA, las células fueron incubadas con fragmentos F(ab’), de
anticuerpos de cabra anti-ratén conjugados a Cy3 y fragmentos F(ab’), de anticuerpos de
cabra anti-igG de conejo conjugados con FITC. Luego, las células fueron lavadas y los
cubreobjetos fueron montados con liquido de montaje antifading y analizados mediante
microscopia de fluorescencia con un microscopio de escaneo laser confocal (modelo TCS
SP5; Leica, Alemania). En estos ensayos se calculo la tasa de organizacion de las uniones
estrechas (TiJOR del inglés Tight Junction Organization Rate) utilizando un macro de
Imagel [386] para evaluar la ruptura de las uniones estrechas. El valor de TiJOR se calculo

evaluando series de iméagenes obtenidas por microscopia confocal.

2.5. Cultivo e infeccidon en membranas semipermeables

Para la infeccidon en membranas semipermeables, 5x10° células 16HBE14o- se
cultivaron en insertos semipermeables Transwell® de 12 mm (didmetro de poro de 3 pum,
Corning Costar, Bodenheim, Alemania) tratados con coldgeno y se polarizaron durante 7 dias
sumergidas en medio MEM-SFB con cambio de medio cada dos dias tanto en la cdmara
apical como en la basal. En este momento se evalu6 la resistencia transepitelial (TER) con un
voltametro Millicell ERS-2 (Millipore, Billerica, MA, USA). Las monocapas mostraron
valores de TER de aproximadamente 350 Q.cm” tras 7 dias de cultivo. Las monocapas se
incubaron con la cepa salvaje de B. pertussis y con la mutante isogénica defectiva en CyaA,
BpACyaA, ambas a una multiplicidad de infeccion de 2 bacterias por célula en MEM
suplementado con BSA al 0,2% (p/v) durante 5 h a 37 °C en 5% (v/v) de COaz. A las 5 post
infeccion se tomaron muestras de los compartimientos basal y apical y se lavaron las células
para remover las bacterias no adherentes y se incubaron con medio de cultivo hasta las 24
horas, momento en que se repiti6 la toma de muestra de ambos compartimientos. Se
realizaron diluciones seriadas a partir de las muestras de 5 y 24 horas y se inoculuaron en

placas ABGs para determinar el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC).

2.6. Trafico intracelular v colocalizacion

El trafico intracelular se evalu6 por microscopia confocal segin se describid
previamente [273]. Brevemente, células 16HBE140- polarizadas sobre cubreobjetos fueron

incubadas con B. pertussis o las cepas mutantes isogénicas defectivas en factores
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determinados segun se aclara en cada seccion a una multiplicidad de infeccion de 20 bacterias
por célula. La incubacion se realiz6 en MEM suplementado con BSA al 0,2% (p/v) durante
4hs a 37°C y en presencia de 5% CO.. Transcurrido este tiempo, las células fueron lavadas
tres veces con PBS para remover las bacterias no adherentes e incubadas durante una hora
con sulfato de Polimixina B (Sigma) en una concentracion de 100 pgmL"' en MEM-SFB,
para eliminar las bacterias extracelulares. Luego de esto, la concentracion de Polimixina B
fue reducida a 5 pgmL™! hasta el final del ensayo. Muestras de células a 5 y 48 horas post
infeccion fueron lavadas con PBS, fijadas con PFA 4%, lavadas nuevamente con PBS e
incubadas por 10 min a temperatura ambiente con NH4CI 50 mM en PBS. Luego de esto,
fueron tratadas con BSA 0,2% (p/v) en PBS para bloquear posibles uniones inespecificas.
Para la deteccion de las bacterias extracelulares adheridas en la superficie, las células fueron
incubadas con suero de conejo anti-B. pertussis por 30 min a temperatura ambiente, seguido
de la incubacion con fragmentos F(ab’)2 de anticuerpos de cabra anti-igG de conejo
conjugados con FITC por otros 30 min a temperatura ambiente. Para determinar el nimero de
bacterias intracelulares y la colocalizaciéon con los marcadores, luego de dos lavados con
BSA al 0,2% (p/v) en PBS, las células fueron incubadas con saponina al 0,1% (p/v) y BSA al
0,2% (p/v) en PBS por 30 min. Luego de esto, las células se incubaron con anticuerpo
monoclonales de raton anti-LAMP-2 (CD107b) humano y suero de conejo anti-B. pertussis o
con anticuerpos monoclonaes de raton anti-catepsina D humana y suero de conejo anti-B.
pertussis por 30 min a temperatura ambiente con saponina al 0,1% (p/v) y BSA al 0,2% (p/v)
en PBS. Luego de lavarlas con saponina al 0,1% (p/v) y BSA al 0,2% (p/v) en PBS, las
células fueron incubadas con fragmentos F(ab’), de anticuerpos de cabra anti-igG de conejo
conjugados con Cy3 y fragmentos F(ab’), de anticuerpos de cabra anti-igG de raton
conjugados con Alexa-647 por otros 30 min a temperatura ambiente también diluidos en
saponina al 0,1% (p/v) y BSA al 0,2% (p/v) en PBS. Luego de esta incubacion las células
fueron lavadas con BSA al 0,2% (p/v) en PBS, los cubreobjetos fueron montados con liquido
de montaje antifading y analizados mediante microscopia confocal de fluorescencia con un
microscopio de escaneo laser confocal (modelo TCS SP5; Leica, Alemania). En todos los
experimentos se examinaron un minimo de 100 células eucariotas.

Para los ensayos de adquisicion de transferrina, la infeccion se llevd a cabo como se
describid para el trafico intracelular. Transcurridas 5 y 48 horas post infeccion las células
fueron deplecionados de transferrina mediante tres lavados y la posterior incubacion en
medio MEM conteniendo 1% (p/v) de BSA durante 10 min a 37°C. Transcurrido ese tiempo

las células fueron incubadas con 10 pgmL' de transferrina conjugada con Alexa-594
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(Molecular Probes, Eugene, OR, EE. UU.) durante 30 min en medio MEM conteniendo 1%
(p/v) para saturar la endocitosis inespecifica. Finalmente, las células fueron lavadas y fijadas
en PFA 4% (p/v). Las bacterias extracelulares e intracelulares fueron tefiidas y analizadas por
microscopia confocal de fluorescencia como se describid en esta seccion.

Para los ensayos de colocalizacion con caveolina, células 16HBE140- polarizadas en
monocapas sobre cubreobjetos se incubaron con B. pertussis a una multiplicidad de infeccion
de 100 bacterias por célula en MEM-SFB a 37°C en presencia de 5% (v/v) de COa..
Transcurridas 5 horas las células fueron lavadas con PBS para remover las bacterias no
adherentes y se fijaron en PFA 4% (p/v). Las células se lavaron con PBS, se incubaron
durante 10 minutos a temperatura ambiente con PBS conteniendo 50 mM de NH4Cl, se
lavaron nuevamente y se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1% (v/v) en presencia de
gelatina al 0,4% (p/v) para bloquear uniones inespecificas. Luego se incubaron durante la
noche con anticuerpos de raton anti-caveolina humana en presencia de Triton X-100 y
gelatina. Luego de esto, las bacterias se tifieron por incubacion de las células con suero de
conejo anti-B. pertussis por 30 min a temperatura ambiente en presencia de Triton X-100 y
gelatina. Luego de lavarlas con PBS conteniendo Triton X-100 y gelatina, las células fueron
incubadas con fragmentos F(ab’)> de anticuerpos de cabra anti-raton conjugados a Cy3 y
fragmentos F(ab’), de anticuerpos de cabra anti-igG de conejo conjugados con FITC. Luego,
las células fueron lavadas y los cubreobjetos fueron montados con liquido de montaje
antifading y analizados mediante microscopia confocal de fluorescencia como se describid en
esta seccion.

En todos los casos, el andlisis de colocalizacion se llevo a cabo utilizando Imagel

(http://rsb.info.nih.gov/ij/) y el plugin “view5D” (https://nanoimaging.de/View5D/) para la
determinacion manual. Para cada fagosoma se generaron los histogramas de los canales rojo
y verde y se establecid colocalizacion positiva cuando se superponian los picos de los dos
histogramas. En la Figura A se muestra un ejemplo donde se observa la interfaz del programa

y la superposicion de la senal de los canales.
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Bl intensity [a.u.]: 49, scale :1, offset: 0.0, type: Byte A

at(813, 876, 0, 1, 0) of (1024, 1024, 1,2, 1)

Pos: (97.76, 105.34, 0, 1, 0) [microns, microns, n
Coordinate scales: (0.12, 0.12, 1.48) ListNr+Po:
ROI Sizes [microns]: (123.13, 123.14, 1.48)

-> 3D-Diagonal[microns]: 174.15

ROI Volume 1048576 voxels, 22470.84 [microns
Sum:6920383. Averaae:6.6. Max 185. Min:2

Figura A. Analisis de colocalizacion. Se muestra la interfaz del plugin “View5D”
mostrando la colocalizacién de una bacteria (rojo) con el marcador con LAMP-2 (verde)

determinada por la superposicion en los picos de los histogramas de ambos colores.

2.7. Determinacion de las bacterias viables por hibridacion fluorescente in situ

Los estudios de hibridacion fluorescente in situ fueron realizados segin se describid
previamente [387]. Brevemente, células 16HBE140- polarizadas sobre cubreobjetos fueron
incubadas con B. pertussis a una multiplicidad de infeccion de 20 bacterias por célula en
MEM suplementado con BSA al 0,2% (p/v) durante 4hs a 37°C y en presencia de 5% COo.
Transcurrido este tiempo, las células fueron lavadas tres veces con PBS para remover las
bacterias no adherentes e incubadas durante una hora con Polimixina B en una concentracion
de 100 pgmL' en MEM-SFB para eliminar las bacterias extracelulares. Luego de esto, la
concentracion de Polimixina B fue reducida a 5 pgmL! hasta el final del ensayo. Cuarenta y
ocho horas luego de la infeccion las células fueron incubadas con LysoTracker DND-99
(Molecular Probes) durante 15 min a 37°C, lavadas y fijadas en PFA 4% (p/v). Se empleo una
sonda de hibridacion conjugada a Alexa488 EUB338 (5-GCTGCCTCCCGTAGGAGT-3")
disefiada para rRNA de bacterias [388]. La sonda non-EUB338 fue utilizada como control
negativo [388]. La capacidad de detectar una bacteria en esta técnica depende de la cantidad

de copias de ARN ribosomal, que son degradadas rapidamente luego de morir y que, debido a
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esto, pueden ser utilizadas para determinar el estado fisioldogico de la bacteria. Para la
hibridacion, las sondas fueron agregadas a una concentracion final de 10 nM en buffer de
hibridacion sobre las células fijadas. Este buffer contiene NaCl 0,9 M, Tris/HCI pH 7.4 20
mM, dodecilsulfato de sodio (SDS) 0,01% (v/v) y formamida al 35% (v/v). La hibridacion se
llevo a cabo por 2 horas a 46°C en camara humeda, seguida por un lavado de 30 min a 48°C.
El buffer de lavado contiene NaCl 80 mM, Tris/Hel pH 7.4 20 mM, SDS 0,01% (v/v),
formamida al 35% (v/v) y EDTA (pH 8) 5 mM. Las células fueron montadas en portaobjetos
con liquido de montaje antifading y el andlisis microscopico se llevdo a cabo con un

microscopio laser de escaneo confocal (modelo TCS, SP5; Leica).

2.8. Determinacion de la sobrevida intracelular

Para la determinacion de la sobrevida intracelular se realizaron ensayos de proteccion
al antibidtico polimixina B segiin se describié en [273]. Brevemente, células 16HBE140-
polarizadas segun se describio previamente fueron incubadas con la cepa salvaje de B.
pertussis o con las mutantes defectivas para los factores indicados en cada seccién a una
multiplicidad de infeccion de 20 bacterias por célula. La incubacion se realizo6 en MEM
suplementado con BSA al 0,2% (p/v) durante 4 horas a 37°C y en presencia de 5% CO».
Transcurrido este tiempo, las células fueron lavadas tres veces con PBS para remover las
bacterias no adherentes e incubadas durante una hora con Polimixina B en una concentracion
de 100 ugmL' en MEM-SFB para eliminar las bacterias extracelulares. Luego de esto, la
concentracion de Polimixina B fue reducida a 5 pgmL™' hasta el final del ensayo. Para los
controles de adhesion e internalizacion, la infeccion se realizé en las mismas condiciones y a
las 5 horas las cé¢lulas fueron lavadas para remover las bacterias no adherentes, fijadas con
PFA 4% (p/v) y el nimero de bacterias extracelulares e intracelulares fue discriminado con
doble marcacion fluorescente y cuantificado mediante microscopia de fluorescencia segun el
protocolo descripto en la seccion 2.4 de este Capitulo. A 5 y 48 horas post infeccion las
c€lulas se lavaron, fueron removidas por tratamiento con tripsina-EDTA (Gibco) al 0,05%
(p/v) durante 10 minutos y se lisaron por incubacion con saponina 0,1% (p/v) durante 10
minutos. Diluciones seriadas de los lisados fueron inoculadas en placas ABGs para enumerar

unidades formadoras de colonias (UFC).
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2.9. Analisis protedmico de bacterias aisladas de células epiteliales

Para realizar el analisis de B. pertussis aisladas de localizacion intracelular, células
16HBE140- polarizadas segiin se describid previamente en este capitulo fueron incubadas
con la cepa salvaje de B. pertussis a una multiplicidad de infeccion de 100 bacterias por
célula en MEM suplementado con BSA al 0,2% (p/v) durante 4 horas a 37°C en presencia de
5% COz. Transcurrido este tiempo, el sobrenadante de infeccion fue separado para utilizar las
bacterias infectantes como control extracelular y las células fueron lavadas tres veces con
PBS para remover las bacterias no adherentes y se incubaron durante una hora en medio
MEM-SFB para favorecer la internalizacion. Luego se incubaron durante una hora con
Polimixina B en una concentracién de 100 ugmL' en MEM-SFB para eliminar las bacterias
extracelulares. Luego de esto, la concentraciéon de Polimixina B fue reducida a 5 ugmL!
hasta el final del ensayo. A 5y 48 horas post infeccion las células se lavaron con PBS y se
levantaron por incubacion con tripsina-EDTA al 0,05% (p/v) durante 10 minutos para el
posterior aislamiento de las bacterias intracelulares. En los ensayos de puesta a punto en los
que se indica se realizd una centrifugacion a 1000 rpm durante 5 minutos al inicio de la
incubacion célula-bacteria, o se realizé una incubacion adicional de 10 minutos con tripsina-
EDTA al 0,05% (p/v). En todos los ensayos de puesta a punto se evaluaron los niveles de
adhesion e internalizacion por doble tincidon fluorescente segun el protocolo descripto en la
seccion 2.4 de este Capitulo.

El aislamiento de las bacterias intracelulares se realizd siguiendo un protocolo
previamente optimizado por nuestro grupo basado en la lisis por sonicacion de la célula
infectada y posterior separacion de las bacterias mediante centrifugacion en un gradiente de
sacarosa [274]. Para ello, las células infectadas con B. pertussis fueron suspendidas en
sacarosa 0,2 M / imidazol 3 mM / HCI pH 7,4 suplementado con inhibidores de proteasas
(Protease Inhibitor Cocktail 100%, Sigma) y sometidas a sonicacion en un sonicador Branson
Sonifier 250 (cinco veces durante 3 segundos a baja potencia en frio). Los nucleos y las
c€lulas intactas se eliminaron por centrifugacion a 505 x g durante 5 minutos a 4 °C sobre
una solucidén de sacarosa 0,8 M. El sobrenadante se diluyd cinco veces en imidazol 3
mM/HCI pH 7.4, y se agreg6 en la parte superior de un gradiente de sacarosa discontinuo
compuesto de tres capas: capa inferior (sacarosa 1M), compuesta de 1 mL de solucion de
sacarosa 1 M / imidazol 3 mM / HCI pH 7,4; capa intermedia (sacarosa 0,8 M) compuesta de
I mL de solucion de sacarosa 0,8 M / imidazol 3 mM/ HCI pH 7,4 ; y capa superior (sacarosa

0,4 M) compuesta de 1 mL de solucién de sacarosa 0,4 M / imidazol 3 mM / HCI pH 7.,4. El
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gradiente, previamente preparado en un tubo SW40Ti (Beckman Coulter, Inc., Fullerton, EE.
UU.), se centrifug6 a 3340 x g durante 15 minutos a 4 °C. Las velocidades de aceleracion y
desaceleracion se establecieron en ocho y uno, respectivamente. Las bacterias se encontraron
en su mayoria en el precipitado fueron lavadas con agua grado HPLC y se recuperaron por
centrifugacion a 15.000 x g durante 10 min a 4°C. Las bacterias se recuperaron del
precipitado y se almacenaron a -70 °C. Luego, fueron liofilizadas y procesadas para su
analisis proteomico. Un total de seis replicados bioldgicos independientes realizados por
duplicado pertenecientes a bacterias recuperadas de células 16HBE14o0- a las 5 horas post
infeccion y 48 horas post infeccion fueron obtenidos.

Las bacterias intracelulares liofilizadas fueron reconstituidas en 100 pL. de agua grado
HPLC con 1% de dodecil sulfato de sodio (SDS) en agitacion durante 30 minutos. Luego de
esto fueron sometidas a cinco ciclos de congelacion en nitrogeno liquido y descongelacion a
37°C, se les agregd MgCly y benzonasa (Pierce; Rockford, IL, USA) hasta obtener
concentraciones finales de 4 mM y 0.005 UuL" respectivamente, y fueron centrifugadas
durante 30 minutos a 17.000 x g. El sobrenadante fue transferido a otro tubo y se le realiz6 el
ensayo de acido bicinconinico (BCA) para determinar la cantidad de proteina utilizando un
kit comercial (Micro BCA Assay Kit; Pierce) y BSA como standard en un rango de
concentracién ente 0 y 160 pgmL!. Las absorbancias se midieron utilizando un fotémetro
Synergy™ (BioTek-Agilent, Ratingen, Germany) y el analisis cuantitativo se realizo con la
regresion mejor ajustada (best-fit regression).

Se tomaron muestras conteniendo 2,5 nug de proteina de cada condicidon para su
digestion siguiendo un protocolo de preparacion basado en particulas magnetizadas SP3
segun se describe en [389]. Brevemente, particulas hidrofilicas e hidrofobicas SeraMg Speed
Beads (Thermo Scientific, Pittsburgh, EE. UU.) se mezclaron, lavaron y llevaron a la
concentracion de 20 pguL'. Se tomaron 10 pL de esta soluciéon y se agregaron a cada
muestra. Luego de agregar acetonitrilo para obtener una concentracion final de 70% (v/v) se
la mezcla se agit6 durante 18 minutos a temperatura ambiente a 1400 rpm a fin de que las
proteinas se unan a las particulas. El sobrenadante fue eliminado por separacion magnética y
se utilizo este procedimiento para lavar las proteinas unidas a las particulas dos veces con
etanol 70% (v/v) y una vez con acetonitrilo. Luego de secar las particulas por aireacion se
agrego tripsina 20 mM en bicarbonato de amonio en una relacion tripsina/proteina de 1:25 y
se incubaron durante la noche. La actividad de la tripsina se detuvo por agregado de
acentonitrilo al 95% (v/v). Luego de un lavado extra con acetonitrilo las proteinas fueron

eluidas usando 10 pL de dimetilsulféoxido 2% (v/v) e incubando la mezcla por 5 minutos en
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un bafio de ultrasonicacion. Luego de centrifugar 1 minuto a 17.000 X g, la solucion de
péptidos resultante fue transferida a un vial con buffer para espectroscopia de masas (MS-
buffer) compuesto de 4% (v/v) de acetonitrilo y 0,2% (v/v) de acido acético en agua grado
HPLC (J.T. Baker, Thermo Scientific). Las muestras fueron congeladas a -20°C antes del
analisis nano-LC-MS/MS.

2.10. Adquisicion v analisis de datos de protedmica global por MS

Los péptidos fueron separados usando un dispositivo UltiMate 3000 nano-LC
(Thermo Fisher Scientific) combinando una pre-columna (diametro interno 100 pm, tamafio
de particula 5 pm, tamafio de poro 100 A, Acclaim PepMap, Thermo Fisher Scientific) y una
columna analitica (25 c¢cm, didmetro interno 75 um, tamano de particula 2,6 um, tamafo de
poro 150 A, Accucore, Thermo Fisher Scientific) con ayuda de un gradiente binario de buffer
A (0,1% (v/v) de acido acético en agua grado HPLC) y buffer B (0,1% de 4cido acético en
ACN) aplicando un flujo de 300 nLmin'. Luego de la ionizacién, los péptidos fueron
analizados usando un espectrometro de masas Q ExactiveTM HF (Thermo Fisher Scientific)
en el modo de adquisicion independiente de datos (DIA del inglés data independent
acquisition). Los espectros obtenidos fueron mapeados contra la base de datos de Uniprot de
B. pertussis Tohama I usando el software Spectronaut (Biognosys, Suiza) utilizando R y el
paquete Tidyverse. Los factores de normalizacion fueron extraidos de Spectronaut y las
intensidades nulas fueron reemplazadas por el menor valor de intensidad media de todo el set
de datos. La intensidad de las proteinas fue calculada usando el algoritmo maxLFQ [390] y
las comparaciones estadisticas fueron realizadas a nivel de péptido utilizando el paquete
PECA usando un test ROTS (abordaje ROPECA — reproducibility-optimized peptide change
averaging) [391], [392]. Fueron consideradas en el andlisis proteinas para las cuales se
identificaron al menos dos péptidos en dos de los tres replicados biologicos de la localizacion
extracelular y la intracelular a 5 horas. Para la comparacion de la abundancia de proteinas
entre las distintas condiciones ensayadas fueron consideradas significativamente distintas
condiciones con una relacion de abundancias (fold change) mayor a 1,5 (log> del fold change
mayor a 0,58) o menor a 0,67 (logz del fold change menor a -0,58) y tanto el valor p como el
valor p corregido por el método de Benjamini-Hochberg (q-valor) menor a 0,05.

Los analisis de enriquecimiento funcional de proteinas con abundancia modificada en
dos condiciones fueron realizados utilizando la base de datos David 2021 [393]. La

construccion y el andlisis de redes se realizaron usando la base de datos STRING [394].
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2.11. Analisis estadistico

La comparacion de medias para dos grupos independientes fue realizada con la prueba
t de Student con un grado de significacion (p) de 0,05. La comparacion estadistica para mas
de dos grupos fue realizada con el analisis de varianza (ANOVA). Para la comparacion de los
valores obtenidos (medias) se utilizé el test de Menor Diferencia Significativa (LSD) con un

grado de significacion (p) de 0,05.
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3. Adhesion, internalizacion y sobrevida de Bordetella pertussis en
células bronquiales humanas polarizadas

3.1. Introduccion

B. pertussis se transmite entre hospedadores a través de microgotas y aerosoles
expelidos por las personas infectadas al hablar, toser o estornudar que son luego inhaladas
por personas no infectadas. Esto determina que la primera interaccion entre B. pertussis y el
hospedador ocurra en el tracto respiratorio. El tracto respiratorio humano comienza en la
nasofaringe y se ramifica a través de repetidas bifurcaciones desde la traquea llegando a los
bronquios, continuando con los bronquiolos y llegando finalmente a los alveolos donde
ocurre el intercambio gaseoso con la sangre [316]. El epitelio que recubre al tracto
respiratorio entre la nasofaringe y los alveolos estd formado por una capa celular altamente
organizada y continua que constituye la barrera entre el aire inhalado que contiene
microorganismos y contaminantes y el tejido mucoso subepitelial. Las células polarizadas
que componen esta barrera estan unidas entre si a través del denominado complejo apical de
unién, de los desmosomas y de las uniones de tipo gap. Los ultimos dos cumplen las
funciones de otorgar fuerza mecdnica y de transportar iones, segundos mensajeros o
metabolitos pequefios, respectivamente. Por su parte, el complejo apical de uniéon comprende
a las uniones estrechas y a las uniones adherentes formadas ambas por interacciones
homotipicas y heterotipicas entre proteinas intercelulares [358]. Estas estructuras estan
compuestas de varias proteinas entre las que se incluyen ocludina, distintas claudinas, la
proteina de uniéon JAM, las zonula ocludens 1, 2 y 3, y la cingulina [316]. Las uniones
estrechas limitan la difusion libre de los componentes de membrana delimitando de esta
forma la separacion entre una membrana apical y una basolateral con composiciones
diferentes entre si y con diferentes roles en la funcion epitelial [358]. Ademas de esto,
regulan el pasaje de determinadas particulas desde el lumen del tracto respiratorio (en
contacto con la zona apical de las células) al espacio subepitelial (en contacto con la zona
basal de las células) constituyendo una barrera con permeabilidad selectiva [316]. Otra de las
funciones que cumplen las uniones estrechas en esta barrera epitelial es la de evitar el ingreso
de microorganismos patdogenos desde el lumen hacia los tejidos subyacentes en el
hospedador. Las células de esta barrera también estdn equipadas con receptores de patrones

moleculares de dafio (DAMPs del inglés damage associated mollecular patterns), como los
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receptores de tipo toll (TLR) o los de tipo NOD (NLR) entre otros, por lo que el epitelio
respiratorio también posee un rol activo en la inmunidad, respondiendo a infecciones y
modulando la respuesta del hospedador [395]. Asimismo, si bien las células epiteliales no son
células fagociticas profesionales, existe cada vez mas evidencia de su contribucion en la
captacion, ingesta y degradacion de microorganismos [396]. Varios patdégenos han
evolucionado estrategias que les permiten sobrevivir a estos mecanismos de defensa, vulnerar
esta barrera e infectar al hospedador a través del epitelio respiratorio. Estas infecciones
respiratorias pueden conducir a distintos resultados dependiendo del patogeno. Existen
patogenos cuya infeccion se desarrolla en el espacio extracelular, en el cual proliferan o son
finalmente eliminados, y otros que poseen una o varias fases intracelulares durante la
infeccion [396]. Dentro de este ultimo grupo existen patégenos cuya proliferacion se
desarrolla exclusivamente en localizacion intracelular, otros que combinan fases
extracelulares e intracelulares a lo largo del proceso infeccioso, y otros que, luego de ser
internalizados por células epiteliales, atraviesan la barrera epitelial se diseminan mas alla de
la misma [396]. Estudios recientes demostraron que varios patdogenos respiratorios
historicamente considerados extracelulares poseen fases intracelulares en el proceso de
infeccion [375], [376], [377], [396], [397]. Una vez internalizados por las células epiteliales,
los patogenos pueden seguir diferentes destinos. Uno de ellos puede ser la degradacion en
lisosomas y la resolucion de la infeccion. Sin embargo, existen patogenos que evaden las vias
degradativas, logrando la supervivencia y/o la diseminacion. Estos patogenos, en general,
suelen ser persistentes y de dificil erradicacion. Hay patdogenos que incluso establecen nichos
replicativos en localizacion intracelular en vacuolas lisosomales con pH acidico y enzimas
hidroliticas, como Coxiella burnetii [398]. Otros se establecen en vacuolas no acidicas cuya
fusion con los lisosomas est4 inhibida por el patogeno, como Chlamydia pneumoniae [399].
Otros como Mpycobacterium tuberculosis sobreviven en autofagosomas [400], e incluso
algunos como Listeria moncytogenes lo hacen en el citosol luego de escapar del fagosoma
[401]. También se describié que algunos, como Streptococcus pneumoniae, no establecen
nichos intracelulares replicativos, pero se mantienen viables en localizacion intracelular [402]
y se especula que las células de la barrera epitelial podrian ser un primer paso para acceder al
espacio subepitelial por transcitosis y diseminar la infeccion [403].

Como se menciond anteriormente, la epidemiologia de la tos convulsa evidencia que
B. pertussis es capaz de colonizar e incluso persistir en el tracto respiratorio de individuos
vacunados [246], [404]. La colonizacion inicia con la adhesion a células del tracto

respiratorio superior, mediada principalmente por la adhesina mas importante de este
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patogeno es la hemaglutinina filamentosa, FHA [101], [102], [103], [105]. Estudios
realizados con el modelo de infeccion en babuinos y a partir de autopsias de casos fatales
describieron la presencia de B. pertussis en bronquios [21], [373], indicando que B. pertussis
es capaz de dispersarse desde el sitio de contacto inicial y colonizar el tracto respiratorio
inferior. Parte del éxito del proceso de colonizacion del tracto respiratorio por este patdogeno
podria explicarse por los mecanismos de evasion y modulacion del sistema inmune del
hospedador mediados principalmente por CyaA y PT. PT retarda la migracion de neutrdfilos
al sitio de infeccidén e inhibe la activacion de células inmunes [64]. Por su parte CyaA es
capaz interactuar con células inmunes como neutréfilos y macrofagos a través del receptor
CD11b e inducir la produccioén descontrolada del segundo mensajero cAMP, conduciendo a
la intoxicacion de las mismas e interfiriendo con sus actividades bactericidas [85], [268]. Si
bien no se detectd la expresion del receptor CD11b en células epiteliales respiratorias, se ha
descripto la capacidad de CyaA de interactuar con este tipo celular e inducir la produccion de
cAMP, resultando en la intoxicacion de las mismas [93], [94], [374], [405]. En este sentido,
se describi6 que CyaA pura podria inducir la ruptura de las uniones estrechas y la
disminucion de la resistencia transepitelial [93].

B. pertussis fue historicamente considerada un patogeno extracelular, pero resultados
obtenidos por nuestro grupo [83], [87], [273], [371] y confirmados por otros [257], [378],
[379], [380] indican que es capaz de comportarse como un patégeno intracelular facultativo,
siendo este otro mecanismo que contribuiria al éxito del proceso infeccioso de la bacteria. En
este sentido, los resultados indican que B. pertussis es capaz de sobrevivir en localizacion
intracelular en fagocitos profesionales evitando la fusion fagolisosomal y modulando la
actividad bactericida de los mismos por accion de las toxinas CyaA y PT [83], [87], [273],
[274]. Estas dos toxinas, ademas de ser secretadas en forma soluble por la bacteria, son
vehiculizadas a través de vesiculas de membrana externa en el sitio de infeccion [88], [406],
y se demostré6 que son capaces de ejercer su efecto inmunomodulador y promover la
sobrevida intracelular de B. pertussis también cuando son secretadas a través de este
mecanismo [88]. Por su parte, los estudios realizados para evaluar la sobrevida intracelular en
células epiteliales respiratorias mostraron que B. pertussis es capaz de sobrevivir en esta
localizacion, pero la internalizacion bacteriana, al menos en los modelos de estudio usados,
mostro ser extremadamente baja [369], [370], [371]. Sin embargo, se demostré que, a pesar
de la baja internalizacion, B. pertussis intracelular es capaz de repoblar el medio extracelular
[371], demostrando la viabilidad de las bacterias intracelulares y sugiriendo que las células

epiteliales podrian constituir un nicho transitorio desde el cual colonizar el ambiente
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extracelular bajo condiciones mas favorables. Estos estudios fueron realizados en modelos de
infeccion con células de linea cultivadas en subconfluencia sin uniones estrechas formadas.
Estas células han perdido gran parte de las caracteristicas de las células primarias que les
dieron origen y no se polarizan en cultivo, por lo que carecen de caracteristicas importantes
de la barrera epitelial respiratoria. Con el fin de revisar la dindmica de la interaccion de B.
pertussis con el epitelio respiratorio, en este trabajo de Tesis se desarroll6 un modelo epitelial
de células bronquiales humanas que han retenido las caracteristicas funcionales de las células
primarias que les dieron origen, capaces de polarizarse en cultivo y de formar uniones
estrechas. Con este modelo evaluamos el rol de las uniones estrechas, la importancia de la
membrana apical y de la membrana basolateral en la adhesion inicial y la evolucion de la

interaccion de B. pertussis con estas células a lo largo del tiempo.
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3.2. Resultados

3.2.1. Optimizacion del modelo epitelial polarizado

Como se describio en la introduccion de este capitulo, los primeros trabajos en los que
se explord la internalizacion y la sobrevida intracelular de B. pertussis en células epiteliales
fueron realizados en modelos de infeccion con células no polarizadas, creciendo en
subconfluencia. A fin de contar con un modelo méas relevante de infeccion en este estudio se
trabajo en el desarrollo de un modelo epitelial que refleje mejor las condiciones de la
infeccion in vivo, en las que B. pertussis interacciona con un epitelio respiratorio polarizado
en el que las células se encuentran unidas mediante uniones estrechas.

En un abordaje inicial se evalud la posibilidad de obtener una monocapa polarizada
con uniones estrechas formadas utilizando la linea celular alveolar A549, previamente
utilizadas por nuestro grupo y por otros, en la modelizacion de la interaccion entre B.
pertussis y células epiteliales respiratorias [104], [371], [374]. Para lograr esto, las células se
cultivaron en placas multi-pocillo (multiwell) partiendo de un nimero de células que cubra
completamente la superficie de cada pocillo para obtener una confluencia del 100%. A
tiempos regulares se evaluo la eventual polarizacion a través de la formacion e integridad de
las uniones estrechas. Para ello se estudié por microscopia de fluorescencia el patron de
tincion de la proteina ocludina, constituyente fundamental de las mismas. Este marcador
adquiere un patrén de tincidon con apariencia reticular cuando las uniones estrechas se
encuentran formadas [407]. La Figura 1 muestra que, a pesar de estar en confluencia del
100%, la senal del marcador ocludina tiene un patrén tenue y disperso indicando que esta
linea celular no desarrolla uniones estrechas y por lo tanto no se polariza en estas condiciones

de cultivo.

Figura 1. Monocapa de células A549 en cultivo sumergido. Cé¢lulas alveolares
A549 se cultivaron sobre cubreobjetos de 12 mm de didmetro y se incubaron en medio

DMEM suplementado con suero fetal bovino (DMEM+SFB) a 37°C. A distintos tiempos de
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cultivo las células fueron fijadas y las uniones estrechas se detectaron utilizando anticuerpos
monoclonales de raton dirigidos contra ocludina seguido de fracciones F(ab’), de anticuerpos
de cabra contra raton conjugados con el fluoréforo Cy3 (rojo) para su observacion mediante
microscopia de fluorescencia. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Se muestran imagenes

representativas de 2 experimentos independientes.

Se evaluod entonces, la posibilidad de formar una monocapa polarizada cultivando las
células en insertos semipermeables y en una interfase aire-liquido. Para esto las células se
cultivaron sobre los insertos y se mantuvieron durante 7 dias con medio de cultivo en el
compartimiento basolateral y en el apical. Transcurrido este tiempo se retird el medio del
compartimiento apical y se continu6 el cultivo durante otros dos dias en interfase aire-liquido
segun se describi6 previamente para esta linea celular [408]. En la Figura 2 se observa que la
ocludina no desarroll6 un patron de tinciéon de apariencia reticular indicando que este
protocolo de cultivo, al igual que el crecimiento sumergido, tampoco induce la formacion de

uniones estrechas en células A549.

Figura 2. Monocapa de células A549 en interfase aire-liquido. Cé¢lulas alveolares
A549 sembradas sobre insertos semipermeables con didmetro de poro de 0,4 um fueron
incubadas con medio DMEM+SFB en el compartimiento apical y en el basal durante 7 dias.
Transcurrido este tiempo se removid el medio del compartimiento apical y se incubaron
durante otros dos dias en interfase aire-liquido. En este momento las células fueron fijadas en
PFA y las uniones estrechas se detectaron utilizando anticuerpos monoclonales de raton
dirigidos contra ocludina seguido de fracciones F(ab’), de anticuerpos de cabra contra raton

conjugados con el fluoréforo Cy3 (rojo) para su observacion mediante microscopia de
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fluorescencia. Los ntcleos se tifieron con DAPI (azul). Se muestran imagenes representativas

de 2 experimentos independientes.

Tal como se ha observado previamente [409], [410], nuestros resultados indican que
esta linea celular no forma uniones estrechas in vitro. Esto significa que no se puede esperar
que estas células, aunque confluentes, formen una barrera polarizada. Debido a esto se
decidi6 emplear otro modelo epitelial. Se optd por evaluar las células bronquiales humanas
16HBE140- que han retenido parte de las caracteristicas de las células primarias que les
dieron origen, entre ellas la capacidad de polarizacion, la formacion de uniones estrechas, el
transporte direccional de iones y la formacion de cilios cuando se cultivan en interfase de
aire-liquido [384]). Estas células derivan de células bronquiales normales inmortalizadas por
transfeccion con el genoma del virus SV40 defectivo en el origen de replicacion [384].

Células 16HBE140- se cultivaron en placas multi-pocillo partiendo de un niimero de
células que cubra completamente la superficie de cada pocillo (confluencia 100%) y se
cultivaron sumergidas monitoreando la eventual polarizacion a través de la formacion e
integridad de las uniones estrechas a tiempos regulares. Para ello se estudid por microscopia
de fluorescencia el patron de tincion de dos proteinas constituyentes de las uniones estrechas,
claudina y ocludina. La Figura 3 muestra la evolucion del patron de tincidon de ambas
proteinas a distintos tiempos de cultivo. Seglin se observa en la figura, transcurridos los siete
dias de cultivo tanto la ocludina como la claudina poseen un patrén de tincion con apariencia
de red, indicando que se han formado las uniones estrechas y las células estan polarizadas
[407], [411]. En vista de estos resultados, los ensayos que se describen a continuacion en este
trabajo se llevaron a cabo con monocapas polarizadas, es decir con 7 dias de cultivo y

uniones estrechas formadas.
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Ocludina

Claudina

Figura 3. Monocapa de células 16HBE140- en cultivo sumergido. Células
bronquiales 16HBE140- se sembraron sobre cubreobjetos de 12 mm de didmetro y se
incubaron en medio MEM+SFB. A distintos tiempos de cultivo las células fueron fijadas en
PFA y las uniones estrechas se detectaron utilizando anticuerpos monoclonales de raton
dirigidos contra ocludina o claudina seguido de fracciones F(ab’), de anticuerpos de cabra
contra raton conjugados con el fluoréforo Cy3 (rojo) para su observacion mediante
microscopia de fluorescencia. Se muestran imagenes representativas de 2 experimentos

independientes.

3.2.2. Adhesion de B. pertussis a monocapas de células epiteliales polarizadas

Las células bronquiales 16HBE140- polarizadas segin el protocolo descripto se
incubaron con B. pertussis a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 20 bacterias por célula
durante 5 horas y, luego de eliminar las bacterias no adheridas mediante tres lavados con
PBS, se analiz6 la adhesion por microscopia de fluorescencia. La Figura 4 muestra que una
gran proporcion de las bacterias adheridas se ubican sobre las uniones estrechas o cerca de
ellas en la zona intercelular. La mayoria de las bacterias adheridas se encuentran en esta zona
a pesar de que constituye una fraccion menor del area total expuesta. Esta distribucion

particular sugiere la existencia de una adhesion preferencial a estas estructuras.
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Figura 4. Adhesion de B. pertussis a monocapas de células epiteliales polarizadas.
Células bronquiales 16HBE140- polarizadas durante siete dias fueron incubadas con B.
pertussis (MOI:20) por 5 horas a 37°C, lavadas con PBS y fijadas para su tincion. Las
bacterias se detectaron utilizando sueros policlonales de conejo dirigidos contra B. pertussis
seguido de fracciones F(ab’), de anticuerpos de cabra contra conejo conjugados con el
fluoroforo FITC (verde) y las uniones estrechas se detectaron utilizando anticuerpos
monoclonales de raton dirigidos contra ocludina seguido de fracciones de anticuerpos de
cabra contra ratén conjugados con el fluordforo Cy3 (rojo) para su observacion mediante
microscopia de fluorescencia. Imagen representativa de dos ensayos independientes. Barra de

escala: 5 pm.

3.2.3. Adhesinas bacterianas involucradas en el tropismo de B. pertussis hacia las
uniones estrechas

Si bien la principal adhesina de B. pertussis es FHA se han reportado otras adhesinas
menores que contribuyen a la adhesion bacteriana a distintos tipos celulares [1]. Con el fin de
evaluar la contribucion relativa de FHA en el particular patréon de adhesion observado en la
Figura 4, se incubaron monocapas de células 16HBE14o0- polarizadas con uniones estrechas
formadas con la cepa salvaje de B. pertussis y con una cepa mutante defectiva en FHA
(BpAFHA). La adhesion bacteriana se analizo por microscopia de fluorescencia a las 5 horas
post infeccion. Teniendo en cuenta que en estudios anteriores [112] se ha observado que la
ausencia de FHA determina una disminucion significativa en la adhesion de B. pertussis a
células epiteliales, se empled una multiplicidad de infeccidon mayor en el caso de la cepa
defectiva en FHA (MOI BpWT: 20, MOI BpAFHA: 200) para lograr un nivel de adhesion
similar y evitar la pérdida de sensibilidad. La Figura 5 muestra que el porcentaje de bacterias

adheridas a las uniones estrechas es significativamente menor si la bacteria no expresa FHA,
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sugiriendo que esta adhesina est4 involucrada en el tropismo de la bacteria hacia las uniones

estrechas.
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Figura 5. Rol de FHA en la adhesion de B. pertussis a uniones estrechas. Células
bronquiales 16HBE140- polarizadas durante siete dias fueron incubadas con la cepa salvaje
de B. pertussis (BpWT, MOI: 20) o con la cepa isogénica defectiva en FHA (BpAFHA MOI:
200) por 5 horas a 37°C, lavadas con PBS y fijadas para su tincion. Las bacterias se
detectaron utilizando sueros policlonales de conejo dirigidos contra B. pertussis seguido de
fracciones F(ab’), de anticuerpos de cabra contra conejo conjugados con el fluoroforo FITC
(verde) y las uniones estrechas se detectaron utilizando anticuerpos monoclonales de raton
dirigidos contra ocludina seguido de fracciones de anticuerpos de cabra contra raton
conjugados con el fluoréforo Cy3 (rojo) para su observacion mediante microscopia de
fluorescencia. A) Distribucion de las bacterias de cada cepa adheridas a células epiteliales
polarizadas. Imagen representativa de dos ensayos independientes. Barra de escala: 5 um. B)
Porcentaje de las bacterias adheridas localizadas en las uniones estrechas (UE). Se muestra la

media = DE de dos experimentos independientes. El porcentaje de bacterias defectivas en
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FHA adheridas en las UE difiere significativamente del de las bacterias salvajes (*p<0,05 t-

test de Student).

Estudios previos del grupo demostraron que FHA dirige a la bacteria hacia zonas
enriquecidas en balsas lipidicas [112]. Las uniones estrechas son estructuras enriquecidas en
balsas lipidicas [357], por lo que es posible especular que esta interaccion sea la base del
patron de adhesion de B. pertussis a estas zonas especificas dado que FHA parece ser la
responsable de la adhesion de B. pertussis a la zona de uniones estrechas. En este contexto se
evaluo la colocalizacion de las bacterias con caveolina, un marcador de balsas lipidicas a las
5 horas post infeccion por microscopia confocal. En estos ensayos se elevo la multiplicidad
de infeccion (MOIL: 100 en lugar de MOI: 20) buscando observar con mayor claridad el
patron de adhesion de la bacteria. La Figura 6A muestra que el patron de tincion de
caveolina, aunque mas disperso, es similar al de ocludina confirmando la presencia de balsas
lipidicas en la zona de las uniones estrechas tal como se habia documentado previamente
[357]. La Figura 6B muestra que hay bacterias que adhieren en esas zonas y colocalizan con
caveolina. Estos resultados sugieren que la adhesion preferencial de B. pertussis a las uniones
estrechas podria deberse a la interaccion entre la bacteria y estos dominios de membrana,

probablemente mediada por FHA.
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Caveolina

Caveolina

Figura 6. Rol de balsas lipidicas en la adhesion de B. pertussis a células epiteliales
polarizadas. Células bronquiales 16HBE140- polarizadas durante siete dias fueron incubadas
con la cepa salvaje de B. pertussis (MOI: 100) por 5 horas a 37°C, lavadas con PBS y fijadas
para su tincion. Las bacterias se detectaron utilizando sueros policlonales de conejo dirigidos
contra B. pertussis seguido de fracciones F(ab’), de anticuerpos de cabra contra conejo
conjugados con el fluoréforo FITC (verde) y las balsas lipidicas se detectaron utilizando
anticuerpos de raton dirigidos contra caveolina seguido de fracciones de anticuerpos de cabra
contra raton conjugados con el fluoroforo Cy3 (rojo) para su observacion mediante
microscopia de fluorescencia. A) Patron de tincion de la caveolina en una monocapa de
células polarizadas sin infectar. B) Distribucion de las bacterias adheridas a la monocapa de
células polarizadas. Se muestra el patron de tincion de caveolina (Caveolina) y la
superposicion del mismo con las bacterias adheridas (Merge). Las flechas senalizan bacterias

colocalizando con caveolina. Imagen representativa de dos ensayos independientes.
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3.2.4. Efecto de B. pertussis sobre las uniones estrechas

Estudios previos han mostrado que la toxina adenilato ciclasa (CyaA) purificada
compromete la integridad de las uniones estrechas [93]). Durante la infeccion, la presencia de
B. pertussis adherida en la cercania de las uniones podria generar altas concentraciones
locales de este factor de virulencia produciendo, eventualmente, la ruptura de las mismas.
Para evaluar el efecto de CyaA durante la infeccion se emple6 una cepa mutante defectiva en
CyaA para infectar monocapas de células polarizadas con uniones estrechas formadas. Como
control se realizaron infecciones con la cepa salvaje en paralelo. Las infecciones con ambas
cepas se realizaron a una multiplicidad de infeccion baja (MOI: 0,2) para que la infeccion
progrese por 24 horas. Luego de lavar las células para eliminar bacterias no adheridas se
evalu6 la integridad de las uniones estrechas por tinciéon de ocludina y microscopia de
fluorescencia. La Figura 7A muestra que la cepa salvaje afecta el patron de tincion de la
ocludina mientras que la cepa mutante no. Estos resultados fueron confirmados
cuantitativamente mediante el calculo de la tasa de organizacion de las uniones estrechas
(TUJOR, del inglés Tight Junction Organization Rate) [386] en cada condiciéon. Como se
observa en la Figura 7B, la organizacion de las uniones estrechas fue significativamente
menor en las monocapas incubadas con la cepa salvaje que en las incubadas con la cepa
deficiente en CyaA y que en el control sin infectar. Estos resultados demuestran que durante
la infeccion B. pertussis induce la disrupcion en la integridad de las uniones estrechas de las

monocapas polarizadas a través de CyaA.
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Figura 7. Rol de CyaA en la ruptura de uniones estrechas de células epiteliales
polarizadas. Células bronquiales 16HBE140- polarizadas durante siete dias fueron incubadas
con la cepa salvaje de B. pertussis (Bp) (MOI: 0,2) o con una cepa isogénica defectiva en
CyaA (BpACyaA) (MOI: 0,2) durante 24 horas a 37°C, lavadas con PBS y fijadas para su
tincion. Las bacterias se detectaron utilizando sueros policlonales de conejo dirigidos contra
B. pertussis seguido de fracciones F(ab’), de anticuerpos de cabra contra conejo conjugados
con el fluoréforo FITC (verde) y las uniones estrechas se detectaron utilizando anticuerpos
monoclonales de ratén dirigidos contra ocludina seguido de fracciones de anticuerpos de
burro contra raton conjugados con el fluoréforo Cy3 (rojo) para su observacion mediante

microscopia confocal. Como control se utilizaron monocapas de células polarizadas sin
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infectar. A) Patron de tincidon de ocludina y distribucion de bacterias adheridas. Las imagenes
inferiores muestran con mayor detalle el patréon de tincion de la ocludina de las zonas
sefialadas por recuadros. Imagen representativa de dos ensayos independientes. Barra de
escala: 5 um. B) Tasa de organizacion de las uniones estrechas (TiJOR) para monocapas de
células polarizadas sin infectar (Control), infectadas con la cepa salvaje (Bp) o infectadas con
la cepa isogénica defectiva en CyaA (BpACyaA). En cada caso se muestra la media + DE de
dos experimentos independientes realizados por triplicado. El valor de TiJOR de las células
incubadas con la cepa salvaje de B. pertussis difiere significativamente de los valores de las
células control y de las c€lulas incubadas con la cepa defectiva en CyaA (*p<0,05 test de

ANOVA).

Teniendo en cuenta que B. pertussis es capaz de vulnerar la integridad de las uniones
estrechas se evalud la capacidad de este patdogeno de atravesar una monocapa de células
bronquiales polarizadas y el rol de CyaA en este proceso. Para tal fin, monocapas de células
16HBE14o0- polarizadas, cultivadas en insertos con membranas semipermeables con diametro
de poro de 3,0 um durante siete dias, fueron incubadas en el compartimiento apical con B.
pertussis 0 con una cepa mutante de B. pertussis deficiente en CyaA, a una multiplicidad de
infeccion (MOI) de 2 bacterias por célula. A las 5 horas post infeccion se tomaron muestras
del compartimiento apical y del basolateral para realizar recuentos de bacterias viables como
unidades formadoras de colonias (UFC) en placa. La toma de muestras se repitio a las 24
horas post infeccion. Los datos de la Tabla 1 muestran que a tiempos cortos post infeccion
unicamente la cepa salvaje se encuentra en el compartimiento basal a pesar de haber igual
cantidad de UFC de ambas cepas en el compartimiento apical. Esto indica que a tiempos
cortos de infeccion B. pertussis atraviesa la barrera epitelial en un proceso mediado por
CyaA. A tiempos mads largos post infeccidon se encontraron ambas cepas en el compartimiento
basal indicando que, ademas de CyaA, otros factores de este patdgeno son capaces de
vulnerar la barrera epitelial permitiéndole acceder al espacio basal, aunque su accion requiere
mas tiempo. Si bien este disefio experimental no permite excluir la posibilidad de que B.
pertussis atraviese la monocapa por una via transcelular (en particular a tiempos més largos
post infeccidn), a partir de estos resultados se podria especular que la ruptura de las uniones
estrechas mediada principalmente por CyaA, permite que B. pertussis atraviese la monocapa

de células polarizadas de manera eficiente.
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La ruptura de las uniones estrechas y la vulneracion de la barrera epitelial expone la
membrana basolateral por la que varios patdégenos tienen gran afinidad y a través de la cual
tienen acceso al espacio intracelular [348], [350], [412], [413]. Para evaluar si la ruptura de
las uniones estrechas mediada por CyaA afecta la internalizacion de B. pertussis, monocapas
con uniones estrechas formadas se incubaron con B. pertussis o con B. pertussis mutante
defectiva en CyaA, y se evaluo el nivel de internalizaciéon de cada cepa a las 5 horas post
infeccion por microscopia de fluorescencia. La Figura 8 muestra que el nivel de
internalizacion de la cepa defectiva en CyaA es inferior que el de la cepa salvaje sugiriendo
que la presencia de CyaA favorece la internalizacion. Cabe sefialar que, si bien la tendencia

se observa claramente, la dispersion de los datos no permitié que la diferencia entre medias

Tabla 1. B. pertussises capaz de atravesar la monocapa epitelial

UFC recuperadas por well

5 horas 24 horas
BpWT BpACyaA BpWT BpACyaA
Apical 1.9%10¢ 1.8%10¢ 1.6*107 2.1%107
Basal 3210 n/d 3.8%106 4,2%106

n/d indica que no se detectaron UFC

alcance el nivel de significancia.

Figura 8. Rol de CyaA en la internalizacion de B. pertussis en monocapas de
células epiteliales polarizadas. Células bronquiales 16HBE140- polarizadas durante siete

dias fueron incubadas con la cepa salvaje de B. pertussis (Bp WT) o con la cepa isogénica

Porcentaje internalizado
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defectiva en CyaA (Bp ACyaA) a una MOI de 20 bacterias por célula por 5 horas a 37°C,
lavadas con PBS y fijadas para su tincion. El nimero de bacterias extracelulares e
intracelulares fue discriminado con doble marcacion fluorescente y cuantificado mediante
microscopia de fluorescencia. Se muestra el porcentaje de internalizacion calculado en base
al nimero de las bacterias totales que se encuentra en localizacion intracelular. Se muestra la

media + DE de dos experimentos independientes realizados por triplicado.

3.2.5. Interaccion de B. pertussis con la membrana basolateral

Como se menciond previamente en esta seccion, la ruptura de las uniones estrechas
expone la membrana basolateral de las células epiteliales a los microorganismos que se
encuentran en el espacio luminal y existe evidencia que indica que distintos patdégenos
invaden las células epiteliales polarizadas con mas eficiencia a través de la membrana
basolateral que a través de la apical [348], [350], [412], [413]. Con el fin de evaluar si ese es
también el caso de B. pertussis se empled un modelo de estudio diferente que consiste en
células 16HBE140- cultivadas durante siete dias en grupos pequefios (islas) que poseen
células centrales que uUnicamente exponen la membrana apical y células periféricas que
exponen también la membrana basolateral. En la Figura 9A se observa el patréon de tincion
del marcador de uniones estrechas ocludina que muestra que estas uniones estan
correctamente formadas ente las células del centro de la isla y no en las de la periferia. De
esta forma, con este modelo se puede evaluar en simultaneo la interaccion de B. pertussis con
células que exponen membrana apical y membrana basolateral. Las islas fueron incubadas
con B. pertussis durante 5 horas y luego lavadas para eliminar las bacterias no adheridas. Las
bacterias totales y las internalizadas fueron discriminadas por doble tincion fluorescente. La
Figura 9B muestra la distribucion de las bacterias adheridas en islas de células. La Figura 9C
muestra que el numero de bacterias asociadas a las células de la periferia es
significativamente mayor que el numero de bacterias asociadas a las células del interior, que
no exponen la membrana basolateral. Ademas de esto, en la Figura 9D se puede observar que
el porcentaje de bacterias internalizadas es significativamente mayor en c€lulas de la periferia
que exponen la membrana basolateral. Estos resultados sugieren que B. pertussis se adhiere
mas eficientemente a células que exponen la membrana basolateral, y que la internalizacion a

través de esta membrana es mayor.
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Figura 9. Adhesion e internalizacion de B. pertussis a través de la membrana
basolateral. Células bronquiales 16HBE140- polarizadas durante siete dias en forma de islas
fueron incubadas con B. pertussis (MOI:20) por 5 horas a 37°C, lavadas con PBS y fijadas
para su tincion. Las uniones estrechas se detectaron utilizando anticuerpos monoclonales de
raton dirigidos contra ocludina. El nimero de bacterias extracelulares e intracelulares fue
discriminado con doble marcacion fluorescente y cuantificado mediante microscopia de
fluorescencia. A) Patron de tincion de ocludina (rojo) en una isla de células polarizadas sin
infectar. Se muestra una imagen representativa de dos experimentos independientes B)
Distribucion de las bacterias adheridas (amarillo) e internalizadas (rojo) a una isla de células.
Los nucleos de las células se tifieron con DAPI (azul). Se muestra una imagen representativa
de tres experimentos independientes. C) Numero de bacterias totales por célula de la periferia
o del centro de la isla. D) Porcentaje de las bacterias totales que se encuentra en localizacion
intracelular. En cada caso se muestra la media + DE de tres experimentos independientes

realizados por triplicado. El nimero de bacterias totales por célula y el porcentaje de
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internalizacién de bacterias en células periféricas difiere significativamente del numero de
bacterias totales por célula y el porcentaje de internalizacion, respectivamente, en células del

centro (*p<0,05 t-test de Student).

3.2.6. FHA es responsable de la mayor afinidad de B. pertussis por la membrana
basolateral

Segiin se describié en la introduccion de este capitulo, las membranas apical y
basolateral de las células epiteliales polarizadas poseen distinta composicion [358]. Existen
receptores especificos presentes en cada tipo de membrana y diferente concentracion de
receptores comunes a ambas. El nivel de adhesion diferente que muestra B. pertussis a estas
membranas podria deberse a cualquiera de estos motivos. Teniendo en cuenta que FHA es la
adhesina mas importante de B. pertussis y su rol en el tropismo de la bacteria hacia las zonas
cercanas de las uniones estrechas, se evalu6 su eventual rol en la afinidad de la bacteria por la
membrana basolateral. Para esto, islas de células polarizadas fueron incubadas con la cepa
salvaje o la cepa mutante defectiva en FHA (MOI: 20 y MOI: 200 respectivamente) y se
evaluo la adhesion por microscopia de fluorescencia. En primer lugar, la Figura 10A muestra
que la adhesion bacteriana es significativamente menor en ausencia de FHA por mas que la
multiplicidad de infeccion utilizada para la cepa fue diez veces mayor segin ya se describio,
confirmando el rol central de esta adhesina en la adhesion a células epiteliales. Por otro lado,
la Figura 10A muestra que la adhesion preferencial de B. pertussis por la membrana
basolateral esta mediada por FHA ya que en ausencia de FHA no se observa diferencia en la

adhesion bacteriana a células del centro y de la periferia.
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Figura 10. Rol de FHA en la adhesion de B. pertussis a células epiteliales que
exponen membrana basolateral. Cé¢lulas bronquiales 16HBE140- polarizadas durante siete
dias en forma de islas fueron incubadas con la cepa salvaje de B. pertussis (Bp, MOI: 20) o
con la cepa isogénica defectiva en FHA (BpAFHA, MOI: 200) por 5 horas a 37°C, lavadas
con PBS y fijadas para su tincion. El nimero de bacterias adheridas fue detectado por doble
marcacion inmunofluorescente y cuantificado mediante microscopia de fluorescencia. Los
nucleos de las células se tifieron con DAPI. A) Imagenes representativas mostrando la
distribucion de las bacterias de ambas cepas adheridas a islas. B) Se muestra el numero de
bacterias totales por célula de la periferia o del centro para cada cepa. Se muestra la media +
DE de dos ensayos independientes realizados por triplicado. El nimero total de bacterias de
la cepa salvaje adheridas por célula difiere significativamente entre las células del centro y de
la periferia de la isla (*p<0,05 t- test de Student). El nimero total de bacterias de la cepa
salvaje por célula periférica difiere significativamente del numero total de bacterias de la

cepa defectiva en FHA adheridas a las células periférica (*p<0,05 t-test de Student). El
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numero de bacterias de la cepa salvaje por célula del centro difiere significativamente del

numero de bacterias defectivas en FHA por célula del centro (*p<0,05 t-test de Student).

Estudios previos demostraron la relevancia de la interaccion, mediada por FHA, entre
B. pertussis y las balsas lipidicas en la adhesion a células epiteliales cultivadas en
subconfluencia [112] y también a células inmunes [83]. Teniendo en cuenta que la adhesion a
membrana basolateral estd mediada por FHA, se evalud el rol de las balsas lipidicas en la
adhesion a células que exponen membrana basolateral mediante ensayos de adhesion en
presencia de nistatina. En bajas concentraciones, la nistatina se une al colesterol presente en
las balsas lipidicas comprometiendo la dindmica de las mismas. Para llevar a cabo este
estudio, islas de células se pre incubaron con nistatina, se infectaron con B. pertussis y se
evalu6 la adhesion de la bacteria por microscopia de fluorescencia. La Figura 11 muestra que
el agregado de nistatina disminuy¢ significativamente la adhesion a células de la periferia que
exponen la membrana basolateral pero no a células del centro que sélo exponen la membrana
apical. Esto sugiere que las balsas lipidicas estan involucradas en la adhesion de B. pertussis

a la membrana basolateral de células epiteliales polarizadas.
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Figura 11. Rol de las balsas lipidicas en la adhesion de B. pertussis en células
epiteliales que exponen membrana basolateral. Células bronquiales 16HBEI4o0-
polarizadas durante siete dias en forma de islas fueron incubadas con 35 pg mL™! de nistatina
por 60 minutos y luego con B. pertussis (MOI:20) en presencia de la droga por 5 horas a
37°C, lavadas con PBS y fijadas para su tinciéon. Como control se infectaron células sin tratar
con la droga. El nimero de bacterias extracelulares e intracelulares fue discriminado con

doble marcacion fluorescente y cuantificado mediante microscopia de fluorescencia. Los
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nlcleos de las células se tifieron con DAPI. Las barras muestran el nimero de bacterias
totales adheridas por célula de la periferia y el nimero de bacterias totales adheridas por
célula del centro de la isla en células sin tratar (-Nistatina) o tratadas con nistatina
(+Nistatina). Se muestra la media + DE de tres experimentos independientes realizados por
triplicado. El numero de bacterias totales por célula periférica en ausencia de nistatina difiere

significativamente del resto de las condiciones (*p<0,05 ANOVA).

Existen varios dominios de union ya descriptos para FHA. En particular, existe un
dominio del tipo lectina inhibible por heparina que es relevante en la adhesion de B. pertussis
a células epiteliales [107], [109]. Este dominio de unién interacciona con polisacaridos
sulfatados cuya expresion se encuentra aumentada en la membrana basolateral de células
epiteliales polarizadas [350]. Teniendo esto en cuenta, se analizé el rol de este dominio en la
interaccion de B. pertussis con la membrana basolateral mediante la realizacion de ensayos de
competencia con heparina. Para esto se pre incubaron las bacterias con heparina durante 15
minutos y luego se incubaron, manteniendo la heparina, con islas de células polarizadas.
Como control se realizé la infeccion en ausencia de heparina con bacterias sin pre incubar
con la misma. La Figura 12 muestra que la presencia de heparina determiné una disminucion
significativa de la adhesion a las células de la periferia mientras que la adhesion a las células
centrales no se modificod. Esto indica que el dominio de union a heparina de FHA es el
principal involucrado en la adhesion a la membrana basolateral expuesta en las células
periféricas. Ademds de esto, la ausencia de diferencias en adhesion a células centrales

sugiere que este dominio no estd involucrado en la adhesion a la membrana apical.
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Figura 12. Rol del dominio inhibible por heparina de FHA en la adhesion de B.
pertussis a células epiteliales que exponen membrana basolateral. Células bronquiales
16HBE14o0- polarizadas durante siete dias en forma de islas fueron incubadas en presencia de
1 mg mL"! heparina con B. pertussis (Bp, MOI:20) pretratada con heparina durante 15
minutos (+ Heparina). Como control se incubaron cé€lulas bronquiales 16HBEI140-
polarizadas durante siete dias en forma de islas con B. pertussis sin pretratar con heparina (-
Heparina). En ambos casos, transcurridas 5 horas a 37°C las células fueron lavadas con PBS y
fijadas para su tincién. El niimero de bacterias adheridas fue detectado por doble tincion
fluorescente y cuantificado mediante microscopia de fluorescencia. Los nucleos de las células
se tineron con DAPI. Las barras muestran el nimero de bacterias totales por célula de la
periferia en presencia o en ausencia de heparina. Se muestra la media + DE de dos ensayos
independientes realizados por triplicado. El nimero de bacterias totales por célula periférica

en ausencia de heparina difiere significativamente del resto de las condiciones.

3.2.7. Trafico intracelular de B. pertussis

Con el fin de investigar el transito intracelular de B. pertussis luego de ser
internalizada por las células epiteliales se emplearon marcadores y microscopia confocal.
Para esto, células polarizadas durante siete dias se incubaron con B. pertussis durante cuatro
horas, fueron lavadas para eliminar las bacterias no adheridas y luego incubadas con
polimixina B para inactivar las bacterias extracelulares. Luego de esto, la concentracion del
antibiotico se redujo a niveles bacteriostaticos hasta el final del ensayo. Transcurridas 5 y 48
horas post infeccion, muestras de células se fijaron y tifieron para su analisis por microscopia
confocal. En la Figura 13 se observa que alrededor del 90% de las bacterias internalizadas
colocalizan con el marcador de endosoma tardio LAMP-2 tanto a tiempos tempranos como
tardios post infeccion. Por su parte, la colocalizacion de B. pertussis con el marcador de
lisosomas catepsina D fue bajo a las 5 horas y no aumenté a tiempos largos post infeccion,
sugiriendo que B. pertussis podria inhibir la fusion fagolisosomal y permanecer en
compartimientos con caracteristicas de endosomas tardios no degradativos a juzgar por la

ausencia de marcadores lisosomales en la mayoria de los fagosomas.
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Figura 13. Trafico intracelular de B. pertussis en células epiteliales polarizadas.
Células bronquiales 16HBE140- polarizadas durante siete dias en forma de islas fueron
incubadas con B. pertussis (MOI 20) durante 4 horas a 37°C, lavadas e incubadas con
polimixina B para inactivar las bacterias extracelulares. A las 5 y 48 horas post infeccion
muestras de células fueron fijadas con paraformaldehido al 4% y permeabilizadas. Las
bacterias se detectaron utilizando sueros policlonales de conejo dirigidos contra B. pertussis
seguido de fracciones F(ab’)2 de anticuerpos de cabra contra conejo conjugados con Cy3
(rojo). El marcador LAMP-2 (CD107b) se detectd utilizando anticuerpos monoclonales de
raton seguido de fragmentos F(ab’)2 de anticuerpos de burro contra raton conjugados con
Alexa-647 (verde). La Catepsina D fue detectada con anticuerpos monoclonales de raton

seguido de fragmentos F(ab’)2 de anticuerpo de burro contra ratén conjugado con Alexa-647
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(verde). A) Imagenes representativas de tres experimentos independientes. B) Las barras
muestran el porcentaje de las bacterias internalizadas que colocalizan con cada marcador a 5
y 48 horas post infeccion. La figura muestra la media + DE de tres experimentos

independientes realizados por triplicado.

Dado que B. pertussis parece alojarse mayoritariamente en fagosomas con marcadores
de endosomas tardios, se evalud si la bacteria tiene acceso a nutrientes provenientes del
entorno extracelular a través de las vias de reciclaje tal como se describié en macrofagos en
los que B. pertussis reside en fagosomas con caracteristicas de endosoma temprano [273].
Para ello, células polarizadas durante siete dias se incubaron con B. pertussis durante cuatro
horas, se lavaron para eliminar las bacterias no adheridas y luego se incubaron con
polimixina B para inactivar las bacterias extracelulares. Luego de esto, la concentracion del
antibiotico se redujo a niveles bacteriostaticos hasta el final del ensayo. Transcurridas 48
horas post infeccion las células fueron incubadas con transferrina conjugada con un
fluoréforo y se evalu6 la colocalizacion de este marcador con las bacterias internalizadas. La
Figura 14 muestra bacterias colocalizando con este marcador, lo cual sugiere que
efectivamente las bacterias intracelulares tienen acceso a nutrientes extracelulares a través de

las vias de reciclaje.

B. pertussis Transferrina

Figura 14. Acceso de B. pertussis a nutrientes extracelulares mediante la via de
reciclaje en células epiteliales polarizadas. Células bronquiales 16HBE140- polarizadas
durante siete dias en forma de islas fueron incubadas con B. pertussis (MOI 20) durante 4
horas a 37°C, lavadas e incubadas con polimixina B para inactivar las bacterias
extracelulares. A las 48 horas post infeccion las células fueron incubadas con transferrina-
Alexa-594 (verde) por 30 minutos. Luego de esto las células fueron lavadas, fijadas, y las

bacterias se detectaron utilizando sueros policlonales de conejo dirigidos contra B. pertussis
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seguido de fracciones F(ab’), de anticuerpos de cabra contra conejo conjugados con Cy3
(rojo). Se muestra una imagen representativa de tres experimentos independientes. Barra de

escala: 5 pm.

3.2.8. Sobrevida intracelular de B. pertussis

Tomados en conjunto, los resultados de las Figuras 13 y 14 sugieren que la mayoria
de las bacterias inhiben la fusion fagolisosomal permaneciendo en fagosomas con
caracteristicas de endosomas tardios y tienen acceso a nutrientes extracelulares incluso a
tiempos largos post infeccion, un compartimiento con caracteristicas de un nicho intracelular
de persistencia. Con el fin de evaluar la viabilidad de B. pertussis intracelular se estudio la
presencia de bacterias metabolicamente activas en localizacion intracelular por hibridacion
fluorescente in situ (FISH del inglés fluorescence in situ hibridization) a las 48 horas post
infeccion. Esta técnica de tincion utiliza una sonda de ADN conjugada a un fluoréforo y con
complementariedad al ARN ribosomal bacteriano. Ya que la viabilidad de la bacteria esta
relacionada con el numero de ribosomas que contiene, la fluorescencia detectada permite en
simultaneo confirmar la viabilidad y la ubicacion intracelular de la bacteria. En paralelo se
evaluo la colocalizacion de las bacterias viables con el marcador lisosomal LysoTracker. Para
ello, células polarizadas durante siete dias se incubaron con B. pertussis durante cuatro horas,
fueron lavadas para eliminar las bacterias no adheridas y luego incubadas con polimixina B
para inactivar las bacterias extracelulares. Luego de esto, la concentracion del antibiotico se
redujo a niveles bacteriostaticos hasta el final del ensayo. Transcurridas 48 horas post
infeccion las células se incubaron con LysoTracker, se fijaron y las bacterias intracelulares se
sometieron a la tincién por FISH. La Figura 15A muestra que luego de 48 horas de infeccion
hay bacterias metabolicamente activas en localizacion intracelular y que las mismas no se
encuentran en lisosomas.

Con el fin de confirmar la viabilidad de B. pertussis en localizacion intracelular se
llevaron a cabo ensayos de proteccion al antibiotico polimixina B y recuento de unidades
formadoras de colonias (UFC). Los resultados de la Figura 15B muestran que se recuperd un
gran nimero de UFC que no se modifico significativamente a lo largo del tiempo del ensayo,
evidenciando un bajo nivel bactericida intracelular, lo cual sugiere, en vista de los resultados
del trafico intracelular, que B. pertussis permanece viable en endosomas tardios dentro de las

células epiteliales.
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Figura 15. Hibridacion fluorescente in situ y sobrevida intracelular de B.
pertussis en células epiteliales polarizadas. A) C¢lulas 16HBE140- polarizadas durante
siete dias en forma de islas fueron incubadas con B. pertussis (MOI: 20) durante 4 horas a
37°C, lavadas e incubadas con polimixina B para inactivar las bacterias extracelulares. A las
48 horas post infeccion las células fueron incubadas con LysoTracker (rojo) por 15 minutos y
fijadas. Las bacterias intracelulares viables fueron marcadas por hibridacion fluorescente in
situ con la sonda EUB-338 conjugada con Alexa-488 (verde). Se muestran imagenes
representativas de dos experimentos independientes B) Células 16HBE140- polarizadas
durante siete dias fueron incubadas con B. pertussis durante 4 horas a 37°C, lavadas e
incubadas con polimixina B para inactivar las bacterias extracelulares. A las 5 y 48 horas post
infeccion, las células se lisaron y se determin6 el nimero de unidades formadoras de colonias
por pocillo. La figura muestra la media + DE de tres experimentos independientes realizados

cada uno por triplicado.

En conjunto, los ensayos de trafico intracelular, los estudios de FISH y los de

proteccion a antibidtico muestran una alta colocalizacion de las bacterias viables
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internalizadas con LAMP-2, una baja colocalizacion con catepsina D, la nula colocalizacion
con LysoTracker y una alta tasa de sobrevida intracelular, indicando que B. pertussis
permaneceria viable en endosomas tardios no degradativos, que no se acidifican y que no
contienen enzimas hidroliticas. La existencia de estos endosomas tardios que no se acidifican
se evalud analizando la colocalizacion entre LAMP-2 y LysoTracker en células infectadas.
En la Figura 16 se observa que, si bien hay vesiculas 4cidas que contienen LAMP-2, no todas
las vesiculas que poseen este marcador se acidifican, indicando la existencia de
compartimientos que reclutan LAMP-2 que podrian no ser degradativos, permitiendo que B.

pertussis se mantenga viable en su interior.

LAMP-2 LysoTracker

Figura 16. Vesiculas no acidicas que acumulan el marcador LAMP-2. Células
bronquiales 16HBE140- polarizadas durante siete dias fueron pulsadas con el marcador
LysoTracker (rojo) por 15 minutos y fijadas con paraformaldehido al 4%. LAMP-2
(CD107b) se detectd utilizando anticuerpos monoclonales de raton seguido de fragmentos
F(ab’)2 de anticuerpos de burro contra raton conjugados con el fluor6foro Alexa-647 (verde).

Se muestra una imagen representativa de dos experimentos independientes.
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3.3. Discusion

Bordetella pertussis ha sido histéricamente considerado un patégeno extracelular,
pero resultados previos de nuestro grupo [83], [87], [273], [371], [381] y corroborados por
otros [184], [378], [379], [380] demostraron que puede actuar como un patogeno intracelular
facultativo. Estos estudios demostraron que B. pertussis es capaz de sobrevivir a la
interaccion innata con células inmunes como macrdéfagos y neutrofilos, e incluso evitar la
fusion fagolisosomal y la produccion de especies reactivas de oxigeno en las mismas,
favoreciendo asi su sobrevida en localizacion intracelular en ambos tipos celulares [83], [87],
[273], [274]. En particular en el caso de macrofagos, encontramos que esta capacidad de
inhibir la fusion fagolisosomal y modular la actividad celular bactericida esta ligada a la
accion de dos de sus principales toxinas, CyaA y PT, [87], [273] y se vincula con la sobrevida
intracelular de la bacteria dentro de endosomas tempranos con acceso a nutrientes. En base a
estos hallazgos podria especularse que los macrofagos constituyen un reservorio o un nicho
de persistencia para B. pertussis, tal como se observo para otros patdgenos bacterianos de
dificil control [414], [415], [416], [417]. Estudios previos también mostraron cierta capacidad
de persistencia intracelular en células de origen epitelial, aunque con bajos niveles de
sobrevida [257], [369], [370]. Nuestro grupo trabajé en un modelo epitelial alveolar[371] en
el que se observaron resultados similares con muy bajos niveles de internalizacion y de
sobrevida intracelular, pero con la capacidad de repoblar el medio extracelular desde la
localizacion intracelular, demostrando la viabilidad de la bacteria en esta localizacion y
abriendo la posibilidad de que el epitelio respiratorio sea entonces un nicho transitorio. En un
intento por seguir evaluando esta hipdtesis, en este trabajo de Tesis se estudi6 la importancia
de la barrera epitelial respiratoria en el proceso en establecimiento de infecciones por B.
pertussis y el potencial de las células del epitelio como un nicho de persistencia para esta
bacteria empleando un modelo de estudio mas relevante.

Los mecanismos de infeccion de B. pertussis se han estudiado utilizando modelos in
vivo e in vitro con los beneficios y limitaciones que implica cada uno. La principal limitacion
de los modelos in vivo radica en que B. pertussis es un patdgeno humano y la extrapolacion
de resultados obtenidos con modelos de infeccion animales debe realizarse con precaucion.
En este sentido, los modelos mas utilizados histéricamente han sido los murinos que, si bien
poseen algunas coincidencias con lo observado en humanos, la infeccion en si misma difiere
considerablemente de lo que se observa en el hospedador natural [279], [280]. Recientemente

se desarrolld6 un modelo de infeccion en primates no humanos que muestra mayores
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similitudes con la infeccion en humanos, reproduciendo la sintomatologia y las caracteristicas
clinicas tipicas de la enfermedad como la tos, la leucocitosis, la colonizacion del tracto
respiratorio y la transmision entre individuos, constituyendo una herramienta util para el
estudio de la misma [225], [418], [419]. Los modelos in vitro son limitados porque
generalmente se llevan a cabo con células de linea que han perdido las caracteristicas de las
células que les dieron origen perdiendo poder predictivo a pesar de ser mas manejables y
menos costosos que los modelos in vivo [420]. Una solucién de compromiso entre estos dos
tipos de modelos son los modelos ex vivo que comprenden tejidos epiteliales respiratorios
obtenidos de humanos y cultivados en un ambiente artificial preservando aspectos relevantes
de los modelos in vivo, pero aumentando la procesividad y reduciendo costos. La principal
limitacion de estos ultimos suele ser la dificultad para obtener material, la acotada vida media
de estas células y la inherente e inmanejable variabilidad entre donantes. Una alternativa
entre estas posibilidades es emplear células inmortalizadas que hayan retenido las principales
caracteristicas de las células que le dieron origen. Estos modelos, ain con sus limitaciones,
demostraron ser representativos de lo que ocurre in vivo y permitieron lograr avances
significativos en el estudio de la barrera epitelial respiratoria y su respuesta a las infecciones
por patdogenos y a otros estimulos [384], [410], [421], [422], [423], [424], [425]. En este
trabajo de tesis se empled un modelo de estas caracteristicas para estudiar la interaccion de B.
pertussis con el epitelio respiratorio.

El epitelio respiratorio constituye la primera barrera a la invasion de patdégenos y es un
actor importante en el montaje de la respuesta inmune del hospedador [395]. Existen, sin
embargo, patdogenos capaces de vulnerar esta barrera y/o los mecanismos inmunes asociados
a la misma y desarrollar infecciones en el tracto respiratorio [396]. Una de las consecuencias
de vulnerar esta barrera es el desarrollo de infecciones intracelulares que permite a los
patdgenos acceder a un ambiente protegido y con acceso a nutrientes [396], [397]. Los
resultados mostrados en este capitulo indican que B. pertussis podrian vulnerar la barrera
epitelial y desarrollar infecciones de este tipo en el epitelio respiratorio humano y revelan,
ademas, nuevos aspectos de la interaccion de B. pertussis con células epiteliales bronquiales.
Los mismos sugieren un mecanismo de infeccion que se inicia con la adhesion bacteriana en
cercanias de las uniones estrechas, seguido por la ruptura de estas estructuras mediante el
efecto de toxinas. También sugieren que luego de la ruptura de las uniones estrechas y la
exposicion de la membrana basolateral, la adhesion y la internalizacion ocurriria con mayor
eficiencia a través de esta membrana. Luego de la internalizacion, un alto porcentaje de

bacterias internalizadas sobrevive en localizacion intracelular en vesiculas con caracteristicas
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de endosomas tardios que no son degradativos, no se acidifican y en las que B. pertussis tiene
acceso a nutrientes extracelulares.

Estudios previos con distintos patdgenos han indicado la relevancia de las uniones
estrechas y de la existencia de membranas apical y basolateral diferenciales en la interaccion
entre distintos patdégenos con células epiteliales. Por ejemplo, estd descripto que P.
aeruginosa interactiia con distintos receptores en membrana apical y basolateral a través de
distintos factores de virulencia de la bacteria y promoviendo distintas respuestas en cada caso
[350], [426]. También se demostrd que C. jejuni [412] y H. influenzae [413] interactiian de
manera diferencial con las membranas apical y basolateral promoviendo la invasioén
preferentemente a través de la ultima. Teniendo esto en cuenta, se busco desarrollar un
modelo con uniones estrechas formadas utilizando las células de linea de origen alveolar
A549, previamente utilizadas en el estudio de B. pertussis. Los resultados de la puesta a
punto indicaron que estas células no generan uniones estrechas funcionales a pesar de estar en
confluencia ya sea en cultivo sumergido o en cultivo en interfase aire-liquido. Estos
resultados motivaron la busqueda de otro modelo capaz de representar esta caracteristica. Se
evalu6 entonces un proceso de polarizacion in vitro utilizando células bronquiales
16HBE140-. Estas células tienen la particularidad de haber retenido las caracteristicas
morfologicas y funcionales de las células bronquiales que les dieron origen, polarizarse y
formar uniones estrechas segun se describié previamente [384], [409], [410] y se verifico
durante la puesta a punto en este trabajo de Tesis. Si bien el contacto inicial de B. pertussis
con el hospedador ocurriria con células de origen nasofaringeo y traqueal, resultados previos
indican que la interaccidon con células bronquiales del tracto respiratorio inferior es relevante
durante el proceso infeccioso. Estos estudios demostraron que en el modelo de infeccion con
babuinos las bacterias estarian presentes principalmente en las zonas de conduccion del tracto
respiratorio que incluye trdquea, bronquios y bronquiolos, y en menor medida en la zona de
intercambio gaseoso compuesta por los alveolos [373]. Ademas, estudios de autopsias de
casos fatales de tos convulsa confirmaron la existencia de bacterias en localizacion tanto
extracelular como intracelular en bronquios [21]. Estudios previos también han sugerido que
la proteasa SphB1 escinde FHA expuesta en la superficie de las bacterias adheridas al epitelio
traqueal y/o nasofaringeo, dando lugar a la liberacion de las mismas y posibilitando la
dispersion desde las microcolonias iniciales hacia sectores del tracto respiratorio no
colonizados como los bronquios [100].

Utilizando este modelo de epitelio bronquial polarizado en cultivo y con uniones

estrechas formadas, se observo que B. pertussis adhiere en las cercanias o sobre las uniones
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estrechas entre células epiteliales polarizadas. Este patron de adhesion fue descripto
previamente en otros patdogenos como P. aeruginosa [427] y E. coli enteropatogénica [428]
aunque no se profundizé en ninguno de los dos casos acerca de los mecanismos o factores
involucrados. En el caso de B. pertussis, nuestros resultados indican que este tropismo de la
bacteria hacia estas zonas podria estar mediado por la interaccion de FHA con las balsas
lipidicas presentes en las uniones estrechas. Las uniones estrechas estdn enriquecidas en este
tipo de microdominios [357] y FHA, la principal adhesina de B. pertussis posee una gran
afinidad por estas balsas segin hemos observado en estudios anteriores [112]. La
colocalizacion de la bacteria con el marcador de balsas lipidicas caveolina y la similitud entre
los patrones de tincion de caveolina (marcador de balsas lipidicas) y ocludina (marcador de
uniones estrechas) apoyan esta hipotesis.

Los resultados de este trabajo muestran que luego de la adhesion, B. pertussis es capaz
de romper las uniones estrechas mediante un mecanismo dependiente principalmente, aunque
no unicamente, de CyaA. Estudios previos llevados a cabo con la toxina purificada mostraron
que la misma afecta la resistencia eléctrica transepitelial en monocapas de células epiteliales
[93]. Los resultados aqui obtenidos indican que la toxina liberada por las bacterias durante la
infeccion compromete la integridad de las uniones estrechas. Este proceso se veria favorecido
por el patron de adhesion de B. pertussis ya que las bacterias adheridas en cercanias de las
uniones estrechas implicarian altas concentraciones locales de la toxina en esta zona en
particular. Estudios realizados utilizando insertos semipermeables confirmaron que a tiempos
cortos el efecto de esta toxina permite a B. pertussis atravesar la monocapa epitelial desde el
compartimiento apical hacia el compartimiento basal. Ademas del rol de CyaA, los resultados
de este trabajo de Tesis indican que B. pertussis posee otros mecanismos que le permiten
atravesar la monocapa epitelial a tiempos mas largos. En concordancia con esto, existen
reportes que indican que otros factores de virulencia expresados por B. pertussis son capaces
de vulnerar la barrera epitelial. Entre ellos, PT fue asociada a una disrupcion transitoria de la
funcion de barrera en células endoteliales [429]. También se reportd que la citotoxina
traqueal estaria implicada en la ruptura de la barrera epitelial [256]. La actividad de estos
factores podria explicar que a las 24 horas post infeccion también se hayan recuperado
unidades formadoras de colonias de la cepa deficiente para CyaA en el compartimiento basal.
Sin embargo, nuestros resultados muestran que la infeccion con una cepa deficiente en CyaA,
que expresa PT y TCT no modifica el patron de tincién de ocludina a las 24 horas post
infeccion. Esto podria explicarse porque en los estudios citados se utilizaron PT y TCT puras

y en el disefio experimental utilizado en este trabajo las concentraciones locales de las
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mismas podrian ser insuficientes para generar efectos apreciables por microscopia. De esta
forma, la aparicion de unidades formadoras de colonias de la cepa defectiva para CyaA en el
compartimiento basal a las 24 horas después de la infeccion podria deberse a vulneraciones
en las uniones estrechas promovidas por PT y TCT, que no son apreciables en el patron de
tincion de ocludina pero que permiten el pasaje de las bacterias al compartimiento basal.
También podria ocurrir que en el lapso de 24 horas las bacterias atraviesen la barrera epitelial
por transporte transcelular, sobre todo teniendo en cuenta que ya se detectan bacterias
internalizadas transcurridas cinco horas de infeccion.

Los resultados aqui presentados describen la relevancia de CyaA y la potencial
contribucion de otros factores en la ruptura de las uniones estrechas y la vulneracion de la
barrera epitelial durante la infeccion. Se desconocen aun las implicancias que podria tener
para el proceso infeccioso general esta eventual capacidad de B. pertussis de atravesar el
epitelio respiratorio. Este proceso podria promover la invasion de las células epiteliales o bien
la diseminacion del patogeno al espacio subepitelial o incluso al torrente sanguineo. Si bien
B. pertussis no es considerada una bacteria invasiva existen reportes de bacteriemia en
pacientes inmunocomprometidos [430] resaltando la necesidad de estudios futuros que
evaluen esta hipodtesis en modelos de infeccion relevantes y en ausencia de comorbilidades.
El conocimiento del mecanismo a través del cual CyaA romperia las uniones estrechas es otro
aspecto que requiere la realizacion de mas estudios, pero resultados previos permiten
especular que podria estar mediado por la activacion de las calpainas del hospedador ya que
algunos blancos de clivaje de estas proteasas dependientes de calcio serian proteinas de las
uniones estrechas [431]. De esta forma, el aumento de cAMP inducido por CyaA conduciria a
la activacion de la proteina quinasa A (PKA) que a su vez activaria canales de calcio
promoviendo el ingreso de este cation [432] y la activacion de las calpainas que degradan
ocludina y otras proteinas que hacen a la integridad de las uniones estrechas [433]. Cabe
destacar que también se describidé que CyaA intoxica a las células epiteliales polarizadas con
mayor eficiencia cuando estd en contacto con la membrana basolateral [94]. Si bien son
necesarios mas estudios para dilucidar los mecanismos involucrados en este efecto polar de
CyaA, el mismo podria explicarse por las diferencias en composicion entre las membranas
apical y basolateral. La translocacion del dominio catalitico de CyaA ocurre a través de
microdominios lipidicos ricos en colesterol luego de la unién de la toxina a estructuras
glicosiladas presentes en los mismos [434] implicando que la mayor eficacia de translocacion
a través de la membrana basolateral podria deberse entonces a su composicion particular.

Otra posible explicacion podria ser la localizacion de la fosfodiesterasa 4D en el lado
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citosolico de la membrana apical. Esta fosfodiesterasa es regulada por la PKA activada por
cAMP vy su actividad constituiria una barrera que impida la difusion del segundo mensajero
desde el lado apical [435], lo que haria menos efectiva la intoxicacion por CyaA cuando su
interaccion es a través de esta membrana. Tomados en conjunto, los resultados de este estudio
y los citados parecen sugerir un mecanismo de infeccion del epitelio pulmonar que
comprende la adhesion bacteriana a balsas lipidicas en las cercanias o sobre las uniones
estrechas y la liberacion de la toxina CyaA que se internalizaria a través de las mismas balsas
lipidicas y que compromete la funcionalidad de las uniones estrechas exponiendo la
membrana basolateral. El acceso a esta membrana y la intoxicaciéon mas eficiente generaria
de esta forma un bucle de retroalimentacion positiva de ruptura de uniones estrechas e
intoxicacion que favoreceria a su vez la internalizacion de B. pertussis. Ademas de ser
secretada en forma soluble por las bacterias, se ha demostrado que esta toxina puede ser
vehiculizada mediante vesiculas de membrana externa [88], [406]. Estudios previos indican
que estas vesiculas son secretadas por B. pertussis en el entorno de infeccion [406], que
transportan factores de virulencia bacterianos, entre ellos CyaA y PT activas, y que dichas
toxinas vehiculizadas de esta forma presentan un efecto similar al de las toxinas solubles,
pero con la ventaja de estar protegidas de proteasas que pudiera haber en el sitio de liberacion
[88]. En este contexto, y dado que la adhesina FHA también se encuentra presente en estas
vesiculas [88], se podria especular que tendran un patrén de adhesion similar al de las
bacterias que les dan origen, lo que originaria un aumento de la concentracion de toxinas en
el sitio de adhesion, resultando en un efecto sinérgico. En estudios preliminares realizados
durante este trabajo de Tesis con vesiculas de membrana externa de B. pertussis purificadas
se observo este patron de adhesion similar, pero no un efecto claro de las mismas sobre las
uniones estrechas, probablemente debido a que las concentraciones de toxina vehiculizada
por las mismas en nuestro disefio experimental no hayan sido suficientes para generar un
efecto apreciable en la integridad de las uniones estrechas. Actualmente se estan evaluando
otros disefios experimentales para investigar esta potencial contribucion.

La ruptura de las uniones estrechas expone la membrana basolateral y el espacio
subepitelial. Los resultados presentados en este trabajo de Tesis muestran que B. pertussis
adhiere preferentemente a la membrana basolateral indicando que el efecto de CyaA en las
uniones estrechas favoreceria esta interaccion promoviendo de esta forma la infeccion. La
mayor afinidad por la membrana basolateral fue previamente descripta para patdogenos como
P. aeruginosas [350] E. coli enteropatogénica [348], H influenzae [413] y C jejuni [412]. Los

resultados indican que, si bien FHA est4d involucrada en la adhesion tanto a la membrana
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apical como a la basolateral, la adhesion preferencial a la basolateral depende de esta
adhesina ya que la ausencia de la misma determin6 una caida mayor en la adhesion a células
que exponen membrana basolateral que en las que Unicamente exponen membrana apical,
resultando en niveles de adhesion similares a ambas membranas. En concordancia con esto,
en estudios realizados en paralelo a este trabajo de Tesis, resultados de nuestro grupo
indicaron que el patogeno relacionado B. parapertussis, que también expresa FHA, posee
también una afinidad preferencial por la membrana basolateral [385]. La interaccion entre
FHA y la membrana basolateral parece estar mediada por las balsas lipidicas presentes en la
membrana, ya que la interferencia promovida por la nistatina afectd inicamente la adhesion a
células que exponen esta membrana. FHA contiene distintos dominios de uniéon que median
la adhesion a distintos receptores en las células del hospedador. Los mas estudiados son el
triplete Arg-Gly-Asp (RGD) involucrado en adhesion a fagocitos profesionales [102], [103],
un dominio de unién a carbohidratos involucrado en la adhesion a macrofagos y células
epiteliales [105], un dominio C-terminal también involucrado en unioén a células inmunes y
epiteliales [106] y un domino de union del tipo lectina que posee afinidad por heparina y
otros polisacaridos sulfatados y estaria involucrado en adhesion a células epiteliales [107].
Los resultados de este trabajo indican que este ultimo dominio esta involucrado en la
adhesion a la membrana basolateral ya que, en ensayos de competencia, la presencia de
heparina determin6 una disminucion significativa en los niveles de adhesion bacteriana a las
células que exponen esta membrana sin modificarlos en células que exponen unicamente la
membrana apical. En concordancia con estos resultados, estudios previos han reportado la
expresion polarizada de proteoglicanos modificados con polisacaridos sulfatados con un
enriquecimiento de los mismos en la membrana basolateral [350]. La presencia de nistatina
tuvo un efecto similar al agregado de heparina en la adhesion a células que exponen la
membrana basolateral. Teniendo en cuenta que se ha documentado la asociacion entre
proteoglicanos modificados con polisacaridos sulfatados y las balsas lipidicas [436] seria
esperable que el efecto de la nistatina en estas ultimas también afecte la interaccion entre
FHA vy los polisacaridos sulfatados. Ademas, la caida significativa de la adhesion a células
que exponen Unicamente membrana apical observada para la cepa defectiva en FHA sugiere
que la adhesion a esta membrana estaria mediada mayoritariamente por otros dominios de la
misma adhesina. También se deduce a partir de los resultados aqui presentados que B.
pertussis posee otras adhesinas menores que permiten que la bacteria se adhiera a las células
epiteliales en ausencia de FHA. Nuestros resultados también sugieren que, al igual que fue

descripto para otros patdégenos, B. pertussis es internalizada con mayor eficiencia a través de
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la membrana basolateral. En este sentido, la expresion basolateral de la subunidad B; de la
integrina osB1 (VLA-5) en células epiteliales polarizadas [437], [438] puede estar relacionada
con esta tasa de internalizacion diferencial para este patdégeno. Estudios previos indican que
esta integrina estd involucrada en la internalizacion de B. pertussis en células epiteliales
alveolares y bronquiales mediante la interaccion con el dominio RGD de FHA [104].
Teniendo en cuenta estos resultados previos y los aqui presentados se podria postular un
mecanismo de internalizacion a través de la membrana basolateral en dos pasos para este
patégeno. Este mecanismo comprenderia una interaccion inicial entre la bacteria y la
membrana basolateral de la célula hospedadora mediada por polisacaridos sulfatados y el
dominio de unién tipo lectina de FHA y un segundo paso de internalizacion de la bacteria
mediado por la integrina aspi y el dominio RGD de FHA, favorecido por la mayor
concentracion de esta integrina en la membrana basolateral. Se ha propuesto un mecanismo
similar para especies del género Chlamydia en el cual existiria una primera interaccion
mediada por polisacaridos sulfatados y que llevaria a una posterior unién con receptores del
hospedador como el receptor de manosa, el receptor del factor de crecimiento epidérmico o la
integrina 1 y que éstos mediarian la subsiguiente internalizacion del patdgeno [439].
Nuestros resultados indican que B. pertussis internalizada por este tipo celular evade
el trafico intracelular bactericida en su mayoria. En este estudio se observo que las bacterias
poseen acceso a nutrientes del entorno extracelular, una baja colocalizacion de las mismas
con el marcador lisosomal catepsina D y altos niveles de sobrevida intracelular en los ensayos
de proteccion a polimixina B, indicando que un porcentaje de las bacterias internalizadas
estan viables y no se encuentran en lisosomas degradativos 48 horas post internalizacion.
Esto sugiere que, la mayoria de las bacterias serian capaces de evadir la fusion fagolisosomal
tal como se observo en células inmunes [83], [273]. So6lo alrededor de un 20% de las
bacterias internalizadas fueron encontradas colocalizando con el marcador de lisosomas
degradativos catepsina D en ambos tiempos evaluados. Sin embargo, se observo un alto
porcentaje de bacterias colocalizando con LAMP-2, un marcador de endosomas tardios, tanto
a tiempos cortos como tiempos largos post infeccion. También se observo que la mayoria de
las vesiculas positivas para LAMP-2 no colocalizan con el marcador LysoTracker, sugiriendo
que B. pertussis podria permanecer viable en este tipo de compartimientos no degradativos ni
acidos. En estudios de colocalizacion de bacterias viables con el marcador de
compartimientos acidos LysoTracker se confirm6 que las bacterias que permanecen viables
no estan en compartimientos acidos. Estudios previos también reportaron la existencia de

endosomas positivos para LAMP que no poseen marcadores de lisosomas degradativos como
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catepsinas [440] y que varios patdgenos bacterianos son capaces de sobrevivir en el interior
de células epiteliales en este tipo de endosomas tardios que no maduran a lisosomas. Entre
ellos, C jejuni [441], B. cenocepacia [442], H. pylori [443] y E. coli uropatogénica [444] son
ejemplos de patdgenos que residen en vesiculas que adquieren marcadores de endosomas
tardios como LAMP, pero no marcadores lisosomales como catepsinas.

Si bien se ha observado previamente la capacidad de B. pertussis de sobrevivir en
localizacion intracelular en lineas celulares de origen epitelial y en modelos de cultivos
primarios obtenidos a partir de muestras nasales y traqueales [257], [369], [370], [371], en el
modelo bronquial polarizado utilizado en este estudio se observaron niveles mas altos tanto
de internalizacion como de sobrevida intracelular. El trabajo realizado por Lamberti y col. en
nuestro grupo de investigacion utilizd una linea celular de origen alveolar mientras que los
trabajos de Gueirard y col. y de Bassinet y col. fueron ambos realizados utilizando una linea
celular de origen traqueal, sin polarizar y en condiciones de cultivo subconfluentes con las
limitaciones previamente descriptas. Por su parte, Sivarajan y col. utilizaron modelos de
infeccion con cultivos primarios aislados de muestras nasales y traqueales de donantes sanos
y observaron diferencias en la interaccion de B. pertussis con cada uno de ellos. Esto sugiere
que las diferencias observadas en niveles de internalizacion y sobrevida observados entre los
distintos modelos podrian deberse a que este patdogeno interactiia de manera diferente con los
distintos tipos celulares utilizados en cada estudio. Esto podria deberse a que los distintos
tipos celulares y las distintas condiciones en las que se cultivan podrian expresar distintos
tipos y cantidades de ligandos y receptores con los que interactlie B. pertussis y también
podria ocurrir in vivo con los distintos tipos celulares presentes en cada zona del tracto
respiratorio. De cualquier forma, los niveles observados en este modelo sugieren que el
epitelio respiratorio puede haber sido previamente subestimado como nicho intracelular de
persistencia. La habilidad de sobrevivir en el interior de las células del epitelio podria
favorecer la persistencia en la barrera epitelial respiratoria del hospedador proveyendo un
ambiente en donde el patdgeno puede evitar mecanismos inmunes durante la etapa aguda de
la infeccion y la respuesta del hospedador. Se ha documentado que B. pertussis es capaz de
repoblar el medio al liberarse del entorno intracelular [371], por lo que también se podria
especular que este estadio intracelular constituya una etapa del proceso infeccioso luego de la
cual el patdégeno podria proliferar en localizacion extracelular o infectar otros tipos celulares
como los macrofagos o incluso otros individuos. Como se describi¢ anteriormente, ademas de
constituir la barrera fisica que recubre el tracto respiratorio, el epitelio posee un papel en la

inmunidad. Mientras que la capacidad fagocitica y antibacteriana de las células epiteliales es
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considerablemente menor que la de los fagocitos profesionales, el vasto nimero de las
mismas implica una contribucion relevante en la captacion y eliminacion de los patogenos,
siempre y cuando estos no sean capaces de evitar esta respuesta defensiva. Teniendo esto en
cuenta, los resultados aqui presentados sugieren que la sobrevida intracelular de B. pertussis
en células epiteliales podria constituir una estrategia de patogénesis. Ademas de su actividad
antimicrobiana, las células epiteliales responden a determinantes bacterianos secretando
citoquinas que moldean la respuesta inmune desarrollada contra el patégeno invasor. En
consecuencia, la respuesta montada por la barrera epitelial durante el desarrollo de la
infeccion intracelular es determinante para el resultado de la infeccion. Teniendo en cuenta
los mecanismos inmunomoduladores de B. pertussis, seria esperable que esta funcion inmune
se encuentre afectada durante su infeccidn, también aumentando de esta forma las chances
del patogeno de sobrevivir en el hospedador.

Sumado a la actividad inmunomoduladora de esta bacteria, la capacidad de formar
biofilms en el epitelio, y la de sobrevivir a la interaccion con células del sistema inmune,
estos resultados agregan ahora la capacidad de sobrevivir en localizacién intracelular en otro
tipo celular relevante como el epitelio respiratorio al repertorio de estrategias de patogénesis

de B. pertussis.
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4. Evolucion del proteoma de Bordetella pertussis en localizacion
intracelular en células epiteliales

4.1. Introduccion

Durante el establecimiento de una infeccion los patdogenos se adaptan a las
condiciones que encuentran en el hospedador a fin de resistir las defensas del mismo y
colonizar el nicho [445], [446]. El estudio de la interaccion entre patdogeno y hospedador
permite comprender mejor los procesos relevantes tanto para la defensa del hospedador como
para la virulencia del patdégeno y aportar, de esta forma, a las posibles soluciones para
controlar las enfermedades infecciosas [445], [446], [447]. Un abordaje relevante y cada vez
mas utilizado para el estudio de esta interaccion es la evaluacion de los cambios en los
niveles de expresion de las proteinas ya que estas son, en buena medida, responsables de las
funciones y procesos biologicos [446]. Histéricamente se ha estudiado el rol de factores
bacterianos y del hospedador de forma aislada, utilizando mutantes especificos y moléculas
que interfieren con la interaccion del patdogeno con el hospedador [447]. Si bien estos
estudios aportaron significativamente al conocimiento de estos procesos, constituyen una
vision acotada que posee sus limitaciones ya que existen cientos o miles de proteinas
actuando durante la interaccion entre el patdgeno y el hospedador, y varias de estas proteinas
pueden, a su vez, tener funciones redundantes [448]. El desarrollo de las herramientas dmicas
ha permitido llevar este tipo de estudios a una escala global de genoma completo, superando
las limitaciones de los estudios enfocados en factores individuales. El estudio sistematico a
gran escala de las proteinas se engloba en el concepto de protéomica [446]. Este estudio
generalmente comprende la separacion, identificacion y cuantificacion de las proteinas de un
sistema bioldgico en un determinado momento y permite evaluar el resultado de la
interaccion patdogeno-hospedador a nivel proteico de una manera robusta y utilizando
modelos de infeccion relevantes [445], [446], [447], [448], [449]. Cabe destacar, sin
embargo, que existen diferencias cuando se aplica este tipo de herramientas al estudio de la
respuesta del hospedador o al estudio de la adaptacion del patdégeno. Debido a la diferencia de
tamafio entre ambos, en cualquier entorno de infeccion la cantidad de proteina del hospedador
sera mayor que la del patdgeno [448], [449], por lo que en estos sistemas existen limitaciones
y dificultades técnicas en cuanto a la determinacion de las proteinas del patogeno. En general,

esto es valido tanto para infecciones naturales como para modelos de infeccion in vivo, ex
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vivo e in vitro, y vuelve notoriamente mas complejo el analisis del patogeno. Por este motivo,
una estrategia utilizada para el estudio de la adaptacion de patdgenos a un entorno
determinado es realizar el cultivo in vitro del patégeno en condiciones que simulen las
condiciones de infeccion, en ausencia de componentes del hospedador [447], [450]. De esta
forma, se han realizado distintos abordajes 6micos de patogenos sometidos a condiciones
ambientales de temperatura, pH, limitacion de nutrientes y diferentes tipos de estrés que se
espera que encuentre durante la infeccion. Naturalmente, si bien estos estudios permiten
comprender mecanismos de adaptacion del patégeno a distintas condiciones, la posibilidad de
entender como es el proceso de adaptacion en un nicho real queda acotada por la dificultad
para simular las condiciones del mismo [448], [451]. Por esta razén se destinan cada vez mas
esfuerzos a la obtencion de muestras de buena calidad de patdégenos provenientes de su
respectivo entorno de infeccion.

Los patdgenos pueden establecer su relacion con el hospedador de diversas formas.
Pueden interaccionar con un tipo celular determinado ubicado en un tejido u o6rgano
especifico y establecer infecciones extra o intracelulares. La principal dificultad para el
analisis del proteoma de un patdgeno intracelular es la correcta deteccion e identificacion de
proteinas del patdogeno en un entorno contaminado con proteinas del hospedador [447],
situaciéon que se da habitualmente por la gran proporcion de proteinas del hospedador
respecto a las del patogeno en estos sistemas. Debido a esto, el proceso de aislamiento del
patogeno de las células del hospedador es critico para facilitar el analisis. El primer paso de
este proceso de separacion comprende la ruptura de las células mediante un método que no
perjudique al patéogeno ni la calidad de la muestra de proteinas a analizar. Las estrategias
utilizadas generalmente implican lisis por presion osmotica [417], [452], sonicacion [453],
[454], [455] o detergentes [456]. Una vez lisadas las células se procede a la separacion del
patdégeno de los restos celulares y proteinas del hospedador. Entre las estrategias mas
empleadas para este Ultimo paso se encuentran la centrifugacion diferencial [417], [452],
[453], [454], [455], [456], la separacion inmunomagnética [451] y la separacion asistida por
citometria de flujo [447], [457].

Las dos metodologias mas empleadas para el estudio del proteoma son la
electroforesis en geles bidimensionales de poliacrilamida (2D-GE) o bien el andlisis global de
tipo shotgun independiente de gel mediante cromatografia liquida (LC) acoplada a
espectrometria de masas en tandem (MS/MS). La primera metodologia comprende una
separacion inicial de las proteinas de la muestra en geles de poliacrilamida mediante una

electroforesis bidimensional. Esta técnica permite separar las proteinas de acuerdo a su punto
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isoeléctrico en una dimension y de acuerdo a su masa en la otra dimension. Ya que la
poliacrilamida posee una absorbancia similar a la de las proteinas, estas ultimas deben ser
teflidas para su visualizacion y cuantificacion una vez separadas. Para esta tincion suelen
utilizarse plata y/o el Coomassie blue. Luego de esto, las proteinas individuales son
recuperadas del gel y digeridas utilizando enzimas proteoliticas. Los péptidos resultantes de
la degradacion son analizados mediante espectrometria de masas para la identificacion
proteica. Esta metodologia presenta varios inconvenientes, como un rango dindmico acotado,
un poder de resolucion que suele ser insuficiente para separar por completo todas las
proteinas de una muestra compleja, sobre todo en rangos altos y bajos de pesos moleculares,
y que requiere grandes cantidades de muestra [458]. Un estudio del proteoma por 2D-GE
requiere una muestra del orden de 10® bacterias. Ya que generalmente es dificil aislar esta
cantidad de bacterias del entorno intracelular, tanto in vivo como in vitro, para estudios del
proteoma de patdgenos intracelulares los métodos de andlisis global basados en nano-LC-
MS/MS resultan mas adecuados. La mayor sensibilidad de este tipo de analisis permite
identificar y analizar alrededor de un millar de proteinas utilizando muestras de
aproximadamente 10° células bacterianas [459]. El procedimiento general de este método
consiste en una completa digestion enzimdtica de la muestra proteica y una posterior
separacion de los péptidos obtenidos mediante nano cromatografia liquida capilar (nano-LC)
[460]. Estos péptidos son identificados y cuantificados mediante espectrometria de masas en
tandem (MS/MS). La principal diferencia entre el analisis por 2D-GE y el de tipo shotgun es
que en este ultimo no son las proteinas las que se separan y cuantifican, sino que son los
péptidos que se obtuvieron a partir de la degradacion de las proteinas presentes en la muestra
[460]. Una vez identificados, los péptidos se mapean contra las secuencias codificadas por el
genoma de referencia para asignarlos a las proteinas que los originaron. La cantidad de
péptidos que se recupera de cada proteina se usa para cuantificar la abundancia relativa de esa
proteina en la muestra original. Para identificar y cuantificar proteinas por espectrometria de
masas se pueden aplicar distintas estrategias, divididas principalmente en metodologias con
etiquetas y metodologias sin etiquetas. Las metodologias sin etiquetas emplean el recuentro
espectral y la cuantificacion se realiza a partir de la intensidad de sefial de espectrometria de
masa de los iones derivados de cada péptido [461]. Las metodologias con etiquetas, en
cambio, utilizan el etiquetado de los péptidos con is6topos a fin de imprimirles una etiqueta
de masa especifica que luego sera reconocida por un espectrometro de masas y proporcionara

la base para la cuantificacion [462].
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Como se menciond previamente en este trabajo de Tesis, B. pertussis ha sido
histéricamente considerada un patdogeno extracelular, pero resultados obtenidos por nuestro
grupo y otros de la tematica indican que es capaz de sobrevivir en el interior de células
hospedadoras fagociticas profesionales y células de otros tipos [83], [184], [273], [371],
[378], [379], [380]. Nuestro grupo encontr6 evidencia que sugiere que los macrofagos
podrian constituir nichos de persistencia para esta bacteria. La existencia de infecciones
intracelulares podria explicar la epidemiologia de esta enfermedad y la dificultad para
controlar la circulacion de este patdégeno en la poblacion. Los estudios descriptos en el
Capitulo 3 sugieren que B. pertussis es capaz de acceder al espacio intracelular y también
persistir en localizacion intracelular en células del epitelio respiratorio. Como se menciond
previamente, el establecimiento de una infeccion intracelular requiere que el patdogeno sea
capaz de evadir los mecanismos de defensa de la célula hospedadora y ajustar su
metabolismo a las condiciones de entorno y de disponibilidad de nutrientes. Estos cambios
adaptativos se reflejan, principalmente, en modificaciones en la abundancia y la actividad de
factores proteicos. Con el fin de evaluar el potencial del epitelio respiratorio como nicho de
persistencia para B. pertussis, y avanzar en la compresion de su biologia y los mecanismos de
supervivencia, en este capitulo se estudié la adaptacion de este patdgeno al entorno
intracelular en células del epitelio respiratorio a través del analisis del proteoma bacteriano a
lo largo de la infeccion intracelular. Para ello se analizo el proteoma de bacterias aisladas de
localizacion intracelular en células epiteliales a las 5 y 48 horas post infeccion, y de las
bacterias infectantes para ser usadas como control. Para llevar a cabo este estudio la ruptura
de las células hospedadoras se llevo a cabo por sonicacion y centrifugacion diferencial, un
método de recuperacion de bacterias intracelulares eficiente, rapido, de bajo costo, que fue
utilizado con éxito en otros estudios similares [274], [417], [452], [454]. El anélisis de las
muestras se llevd a cabo empleando nano-LC-MS/MS sin etiquetas debido a que requiere
menor cantidad de muestra y tiene una mejor cobertura y rango dinamico que las
metodologias con etiquetas [463]. El criterio utilizado para la eleccion de muestras
intracelulares de 5 y 48 horas post infeccion fue observar una primera adaptacién a la
localizacion intracelular a las 5 horas y un estadio tardio de adaptacion a las 48 horas, que
reflejaria la adaptacion a largo plazo en el entorno intracelular en el que la bacteria estaria
adaptada a compartimentos con caracteristicas de endosoma tardio, LAMP positivos, pero sin
enzimas hidroliticas como catepsina D ni acidificados segiin se demostré en el capitulo

anterior.
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4.2. Resultados

4.2.1. Puesta a punto de la infeccion v el aislamiento de bacterias intracelulares

En primera instancia se trabajo en la puesta a punto de un protocolo de infeccion que
permitiera obtener las cantidades necesarias de muestra de bacterias internalizadas para
realizar el estudio proteémico. Tal como se trabajo en el capitulo anterior, la infeccion
comprendié una incubacion inicial de las células epiteliales 16HBE140- polarizadas y con
uniones estrechas formadas con B. pertussis durante 4 horas, lavados para eliminar las
bacterias no adheridas, una incubacion de una hora mas para facilitar la internalizacion de las
bacterias aun adheridas a la superficie celular, y luego la inactivacion de las bacterias
extracelulares mediante la incubacion con antibidtico. Con el fin de disminuir el nimero de
bacterias que pudieran permanecer en superficie sin internalizar y de disminuir la
interferencia que pudieran generar en la determinacion del proteoma de las bacterias
intracelulares, se ajustd la multiplicidad de infeccion y se ensayaron estrategias de
eliminacion de las mismas. En primer lugar, se evalud la posibilidad de promover la
eliminacion de las bacterias extracelulares aun adheridas luego del tratamiento con
polimixina B, utilizando una segunda incubacién con tripsina, adicional a la necesaria para
levantar las células del pocillo. La tripsina no solo ayuda a romper el anclaje de la célula a la
superficie del pocillo, sino que también remueve las bacterias adheridas a superficie ya que
las adhesinas de B. pertussis son fundamentalmente de naturaleza proteica. Para esto, las
células infectadas se incubaron con tripsina y, una vez en suspension, se dividieron en dos
alicuotas. Una se fijo y la otra se lavd con PBS y se incubd nuevamente con tripsina previo a
la fijacion. Una vez fijadas, ambas alicuotas fueron sometidas a doble tincion fluorescente
para evaluar los niveles de adhesion e internalizacion en cada caso. Este analisis revelo que la
cantidad de bacterias adheridas luego de la segunda incubacion con tripsina no disminuyo
significativamente en comparacion con el nimero de bacterias adheridas luego de la primera
incubacion. Ademas, el nimero de células recuperadas luego de la segunda incubaciéon con
tripsina fue significativamente menor, disminuyendo consecuentemente la cantidad de
muestra de bacterias intracelulares que podrian obtenerse de las mismas para el analisis del
proteoma. Debido a esto, se optd por realizar una unica incubacion con tripsina para levantar
las células del pocillo. Se evaluaron también distintas multiplicidades de infeccién para
maximizar la relacion entre bacterias internalizadas y bacterias totales. Los ensayos de
infeccion descriptos en el Capitulo 3 mostraron que luego de la incubacion de la monocapa

con una multiplicidad de infecciébn de 20 bacterias por célula, el numero de bacterias
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internalizadas por célula es levemente menor a 0,1. Teniendo esto en cuenta y a fin de
aumentar el nimero de bacterias internalizadas se evaluaron multiplicidades de infeccion
mayores. Las células infectadas con distintas multiplicidades de infeccion se incubaron con
tripsina para levantar las células del pocillo y las bacterias fueron sometidas a una doble
tincion fluorescente para evaluar los niveles de adhesion e internalizacion por microscopia de
fluorescencia. La Figura 1 muestra que al aumentar la multiplicidad de infecciéon a 100
bacterias por célula el nimero de bacterias internalizadas por célula aumenta hasta 0,6 con un
porcentaje de internalizacion cercano al 80%, y unas 0,15 bacterias extracelulares por célula.
Ademas, la Figura 1 muestra que, al aumentar la multiplicidad de infeccion a 200 bacterias
por célula, el nimero de bacterias internalizadas por célula se mantiene similar pero con un
porcentaje de internalizacion cercano al 60%, determinando que en este caso el niimero de
bacterias extracelulares por célula sea de 0,4. Ya que para el estudio se buscaba maximizar
tanto las bacterias internalizadas por célula como el porcentaje de internalizacion se optd por

realizar los ensayos con la multiplicidad de infeccion igual a 100 bacterias por célula.
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Figura 1. Efecto de la multiplicidad de infeccion en el nimero de bacterias
internalizadas y en el porcentaje de internalizacion. Células 16HBE140- polarizadas
durante siete dias fueron incubadas con B. pertussis a diferentes multiplicidades de infeccion
(MOI) por 4 horas a 37°C, lavadas, e incubadas durante una hora adicional. Luego de esto
fueron incubadas con polimixina B durante una hora, incubadas con tripsina y sometidas a
dobles tincion fluorescente para evaluar la adhesion e internalizacion. Los nucleos de las
células se tineron con DAPI A) Imagen representativa de las bacterias totales e
internalizadas. B) Numero de bacterias internalizadas por célula. C) Porcentaje internalizado
del total de las bacterias asociadas. En cada caso se muestra la media = DE de tres
experimentos independientes realizados por duplicado. El porcentaje internalizado en la
infeccion realizada con la MOI de 200 bacterias por célula difiere significativamente del de la

infeccion realizada con la MOI de 100 bacterias por célula. *P<0,05 t-test de Student.
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En varios modelos de infeccion in vitro se ha utilizado una centrifugacion a baja
velocidad para favorecer la interaccion entre el patogeno y células epiteliales adheridas. A fin
de evaluar el efecto de este disefio experimental se realizé la infeccion seglin se describi6 en
el apartado anterior empleando una centrifugacion a baja velocidad para favorecer la
interaccion. Ensayos sin centrifugacion se llevaron a cabo en paralelo como control. Como se
observa en la Figura 2, en este modelo de infeccion la centrifugacion favorecid la adhesion
total pero no la internalizacion, resultando en un mayor numero de bacterias adheridas a la
superficie celular y un menor porcentaje de internalizacion. Al no presentar beneficios se

optod por no centrifugar durante la infeccion.
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Figura 2. Efecto de la centrifugacion en el numero de bacterias internalizadas y
en el porcentaje de internalizacion. Células 16HBE14o0- polarizadas durante siete dias
fueron incubadas con B. pertussis (MOI:100) por 4 horas a 37°C con o sin centrifugacion al

inicio de la infeccion, lavadas, e incubadas a 37°C durante una hora adicional. Luego de esto
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fueron incubadas con polimixina B durante una hora, incubadas con tripsina y sometidas a
dobles tincidon fluorescente para evaluar la adhesion e internalizacion. Los nucleos de las
células se tifieron con DAPI. A) Imagen representativa de las bacterias totales e. B) Numero
de bacterias internalizadas por célula. C) Porcentaje internalizado del total de las bacterias
asociadas. En cada caso se muestra la media = DE de tres experimentos independientes
realizados por duplicado. El porcentaje internalizado de la infeccion realizada sin centrifugar
difiere significativamente del de la infeccion realizada centrifugando. P<0,05 t-test de

Student.

El siguiente paso fue determinar el nimero de células a infectar que permitieran
obtener, luego de la purificacion, un numero de bacterias intracelulares adecuado para la
identificacion y cuantificacion de proteinas en el estudio protedmico. Para ello, teniendo en
cuenta los resultados obtenidos en la puesta a punto, la infeccion comprendidé una incubacion
inicial de las células con B. pertussis a una multiplicidad de infeccion de 100 bacterias por
célula durante 4 horas sin centrifugar al comienzo. Luego se realizaron lavados para eliminar
las bacterias no adheridas, una incubacion de una hora mas para facilitar la internalizacion de
las bacterias atn adheridas a la superficie celular y luego la inactivacion de las bacterias
extracelulares mediante incubacidon con polimixina B. Transcurridas 5 o 48 horas las células
se levantaron por incubacion con tripsina, y un numero conocido de células fue lisado y
empleado para la recuperacion de las bacterias intracelulares por centrifugacion diferencial en
gradiente de sacarosa segln se describe en la seccion de materiales y métodos. Debido a que
la recuperacion por centrifugacion diferencial no puede realizarse en condiciones de
esterilidad el numero de bacterias recuperadas no puede determinarse por recuento de
unidades formadoras de colonias. Ademas, debido al tamafio de B. pertussis, tampoco es
posible realizar recuentos bacterianos por microscopia en caimara de Neubauer. Para estimar
este nimero entonces se realizO0 un recuento mediante microscopia de fluorescencia
previamente utilizado por nuestro grupo en el aislamiento de bacterias intracelulares aisladas
de macréfagos [274]. Para tal fin se tomaron cultivos de B. pertussis con densidad oOptica
conocida y se incubaron con el fluor6foro ioduro de propidio. Luego de esto se hicieron
diluciones y un volumen conocido de estas se filtr6 a través de membranas de policarbonato
con poros de 0,22 pm de didmetro. Las membranas fueron analizadas por microscopia de
fluorescencia para cuantificar la cantidad de bacterias por campo, en campos seleccionados al
azar. Esto permitio obtener una curva que correlaciona el nimero de bacterias en una muestra

liquida con el numero de bacterias encontradas en un campo de microscopia. Utilizando esta
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curva y aplicando este procedimiento de tincion, filtracion y analisis por microscopia sobre
muestras provenientes del aislamiento de B. pertussis intracelular se estimé el numero de
bacterias presentes en las muestras. En la Figura 3 se muestran iméagenes representativas de
membranas luego de filtrar suspensiones con diferentes cantidades de bacterias y luego de
filtrar una muestra obtenida luego del aislamiento de B. pertussis intracelular. Las muestras
analizadas presentaron entre 2x107 y 4x107 bacterias que provenian de alrededor de 5x10’
células. A partir de estos datos se estim6 un niumero de células a infectar para recuperar la

cantidad necesaria de bacterias para el analisis del proteoma.

Muecstra

Figura 3. Estimacién del nimero de células a infectar. Cantidades conocidas de
bacterias (10°, 107 o 10%) se incubaron con el fluoréforo ioduro de propidio, se diluyeron en
10 mL de PBS y se filtr6 todo el volumen a través de membranas de policarbonato con poros
de 0,22 pm de diametro. En paralelo, bacterias intracelulares recuperadas luego del
aislamiento por centrifugacion diferencial se sometieron al mismo procedimiento de dilucion
y filtrado (Muestra). Secciones de las membranas fueron analizadas por microscopia de
fluorescencia para determinar el numero de bacterias presentes en campos al azar. Se

muestran campos representativos de cada condicion.

4.2.2. Analisis del proteoma de B. pertussis en localizacion intracelular

4.2.2.1. Analisis global

Para el estudio de la evolucion del proteoma bacteriano en localizacion intracelular se
analizo, segiin se menciono previamente, el proteoma de bacterias aisladas a las 5 y 48 horas
post infeccion y el proteoma de bacterias recuperadas del sobrenadante de infeccion a las 4
horas, para ser usado como control de bacterias infectantes. Ademas de esto, como control
interno del proceso de purificacion se mezclaron bacterias con células con una relacion de
100 bacterias por c€lula. Se generaron varias alicuotas de esta mezcla y se conservaron a —
80°C. En el procesamiento de cada replicado biologico para obtener muestras intracelulares

de 5 y 48 horas, se descongeld una alicuota de esta mezcla y fue sometida al proceso de
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purificacion en paralelo con las muestras. Las bacterias aisladas del entorno intracelular, las
infectantes obtenidas del entorno extracelular (control) y las recuperadas del control interno
de purificacion fueron liofilizadas y enviados para su andlisis. Para el analisis, las muestras
liofilizadas fueron reconstituidas con SDS al 1% en agua para HPLC y la cantidad de
proteina presente en cada muestra se determiné por el ensayo de acido bicinconinico (BCA).
Los volumenes de muestra se ajustaron de acuerdo a la cantidad de proteina, teniendo en
cuenta que es necesario emplear 2,5 ug de proteina total para llevar a cabo la cromatografia
liquida asociada a dos espectrometros de masas en tindem (LC-MS/MS). Se enviaron un total
de seis replicados biologicos realizados cada uno con duplicados técnicos para cada
condicion. Al comparar las proteinas obtenidas en las muestras con las bases de datos del
genoma humano y el genoma de B. pertussis se detectd una gran cantidad de proteinas de
origen humano. Si bien estas proteinas no son tenidas en cuenta para las comparaciones de
abundancias entre muestras agregan variabilidad interna en las mismas. Por este motivo solo
se tuvieron en cuenta para el analisis, los tres replicados biologicos con mayor cantidad de
proteinas bacterianas. La Figura 4A muestra el numero de proteinas totales (tanto humanas
como bacterianas) identificadas en cada uno de ellos para las tres condiciones evaluadas, esto
es, bacterias extracelulares, bacterias intracelulares aisladas a las 5 horas y bacterias
intracelulares aisladas a las 48 horas. Se observa que en las muestras provenientes de
localizacion intracelular el numero de proteinas identificadas es mucho mayor que el de las
muestras obtenidas de localizacion extracelular debido a que en las primeras se identifican
una gran cantidad de proteinas de origen eucariota. En la Figura 4B se muestra el nimero de
proteinas especificas de B. pertussis identificadas en cada replicado independiente, en cada
condicion evaluada. La diferencia entre el nimero de proteinas totales (Figura 4A) y las
proteinas especificas de B. pertussis (Figura 4B) en las muestras obtenidas de localizacion
intracelular muestra la contaminacion con proteinas humanas en las mismas. También se
observa en la Figura 4B un descenso en la cantidad de proteinas especificas de B. pertussis
con el avance de la infeccion. Esto podria deberse a la leve disminucion en el numero de
unidades formadoras de colonias a medida que progresa la infeccion descripta en el capitulo

anterior.
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Figura 4. Cantidad de proteinas unicas identificadas en el estudio del proteoma.
Numero de proteinas tnicas identificadas en el estudio del proteoma para cada uno de los tres
replicados biologicos analizados (RB1, RB2 y RB3) en cada condicién evaluada (bacterias
extracelulares, bacterias intracelulares aisladas a las 5 horas y bacterias intracelulares aisladas
a las 48 horas). A) Proteinas tnicas identificadas incluyendo proteinas de origen bacteriano y

humano. B) Proteinas unicas identificadas provenientes de B. pertussis.

Como resultado del andlisis fueron identificadas, considerando los tres replicados
independientes y las tres condiciones evaluadas un total de 1048 proteinas bacterianas

diferentes que constituyen un 27,5% de las proteinas codificadas por todo el genoma de B.
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pertussis y se listan en la Tabla Anexa. Para realizar una caracterizacion funcional de las
mismas se analizaron utilizando términos GO (del inglés gene ontology). Este anélisis de
términos GO permite describir y clasificar a los genes y sus productos en base a tres aspectos
generales: funcion molecular, procesos biologicos y componente celular. El término funcion
molecular describe actividades en la que una determinada proteina interviene y que ocurren,
justamente, a nivel molecular como podrian ser “catalisis”. El término de componente celular
se refiere al compartimiento o componente de la célula en el cual se localiza el producto
génico. El término procesos biologicos se relaciona con procesos mas amplios, que ocurren
por la accion de varias funciones moleculares organizadas. Pueden ser de un nivel especifico
como “biosintesis de AMPc” o de un nivel més elevado o abstracto como ‘“‘crecimiento
celular”, “patogénesis” o “reproduccion”. La Figura 4 muestra la clasificacion de las
proteinas totales identificadas en los términos GO relacionados con los procesos biologicos.
Se observa que los términos mds representados fueron regulacion bioldgica, procesos
biosintéticos, muerte celular, reproduccién, regulacion de procesos metabolicos y
sefalizacion. Cabe destacar que no todas las proteinas identificadas en el estudio estan
clasificadas segin este criterio de términos GO. De las 1048 identificadas, 750 poseen
anotaciones de términos GO relacionados con procesos bioldgicos mientras que las 299
restantes alin no estan caracterizadas segun este criterio y no se ven representadas en este
analisis de categorias. La clasificacion de las proteinas de acuerdo a los términos funcion
molecular y componente celular no se muestran ya que no aportdé informacion adicional
relevante debido a que el nimero de proteinas con anotaciones de acuerdo a estos términos es

mucho menor.
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Porcentaje de las proteinas pertenecientes a cada término

__Respuesta a estimulos externos 1,54%

LV P 0/ — o Y , .
Regulacion biologica 16,92% e ‘Respuesta a estimulos abioticos 1,54%

Localizacion celular 1,54%

‘Regulacion de funcion molecular 1,54%
'Procesos biologicos 1,54%
'Procesos catabolicos 1,54%
‘Plegamiento de proteinas 1,54%
Metilacion 1,54%
Localizacion macromolecular 1,54%
.\ Adhesion celular 3,08%

\ Patogénesis 3,08%

" Regulacién negativa de
procesos metabolicos 4,62%

Procesos biosintéticos 12,31% —

b 'Localizacion 4,62%
Muerte celular 7,69% —

“Respuesta a quimicos 4,62%

“__Procesos metabolicos de

Reproduccion 7,69%- organismos unicelulares 4,62%

Regulacion de procesos " o ‘Sefalizacion 7,69%
metabolicos 7,69%

Figura 4. Clasificacion de las proteinas identificadas de acuerdo a los
términos GO relacionados con procesos biolégicos. Porcentaje de las proteinas totales
identificadas en este estudio que pertenecen a cada término GO relacionado con los procesos

biologicos.

4.2.2.2. Analisis de proteinas con abundancia modificada en localizacion intracelular

Con el fin de detectar proteinas cuya abundancia se vio modificada en las distintas
condiciones se hizo un andlisis cuantitativo a partir de los recuentos espectrales de los
péptidos identificados. Se consider6 que una proteina modifico su abundancia cuando la
relacion de expresion entre las condiciones comparadas (fold change) fue superior a 1,5 o
menor a 0,67 y tanto el valor p como el p ajustado por el método de Benjamini-Hochberg (q-
valor), fueron menores de 0,05 seglin se describi6 en la seccion de Materiales y métodos. En
el andlisis se observaron un total de 140 proteinas (13,4% de las identificadas) que
modificaron su abundancia en respuesta al entorno intracelular (se muestran sombreadas en la
Tabla Anexa). De estas proteinas, 8 aumentaron su abundancia en respuesta al entorno
intracelular y 131 la disminuyeron (0,9% y 12,5% del total de las identificadas
respectivamente). Entre las proteinas en las que se observo un aumento en la abundancia, se
identificaron 5 que aumentan uUnicamente a las 48 horas. Solo una proteina mostrd
abundancia aumentada a las 5 horas y se mantuvo aumentada hasta las 48 horas. Por otro
lado, dos proteinas se observaron con abundancia aumentada a las 5 horas post infeccion y no

se pudo determinar con claridad si continuaron con abundancia aumentada a las 48 horas, ya
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que en este punto no muestran diferencias significativas con el control de bacterias
extracelulares infectantes ni con la condicion intracelular de las 5 horas. En el caso de las
proteinas con abundancia disminuida en respuesta al entorno intracelular, se observaron 29
proteinas con abundancia disminuida a las 5 horas post infeccion, que se mantuvieron
disminuidas hasta las 48 horas respecto al control. Se observaron, ademas, 84 proteinas con
abundancia disminuida respecto al control Unicamente a las 48 horas posteriores a la
infeccion. Por ultimo, y al igual que sucedi6 con las proteinas con abundancia aumentada, se
identificaron 18 proteinas con abundancia disminuida a las 5 horas posteriores a la infeccion,
de las cuales no se pudo determinar con claridad si la abundancia se mantuvo disminuida a
las 48 horas, ya que la abundancia de las mismas no mostrd cambios significativos respecto a
ninguna de las otras dos condiciones (control e intracelular a 5 horas post infeccion). Para
esclarecer la evolucion de la abundancia intracelular de estas 20 proteinas (2 aumentadas y 18
disminuidas) son necesarios nuevos ensayos con un mayor numero de replicados
independientes.

La tUnica proteina cuya abundancia aumentd en el entorno intracelular a tiempos
cortos y se mantuvo aumentada luego de 48 horas, es BP2016 (BrfB). Esta proteina es un
receptor de siderdforos dependiente del sistema TonB que estaria involucrada en la
adquisicion de hierro quelado. También se encontré6 aumentada a las 48 horas la abundancia
de BP0903, una proteina putativa de membrana que estaria regulada por la disponibilidad de
hierro. Asimismo, se encontraron aumentadas a las 48 horas BP2224 (BapA), BP0665,
BP1412 (FolC) y BP0842 (NuoB). La proteina BapA es un autotransportador potencialmente
involucrado en la formacion de biofilms, BP0665 y FolC son dos enzimas metabdlicas
relacionadas respectivamente con la sintesis de nucledsidos-difosfato y de acido folico, y
NuoB es la subunidad B del complejo de la NADH ubiquinona oxidorreductasa involucrada
en la cadena transportadora de electrones y cuya funcién es acoplar la reduccion de NADH a
la generacion de un gradiente de protones que luego se utiliza para la generacion de ATP. Por
otro lado, BP3573, anotado como transportador de tipo ABC de aminoacidos ramificados, es
una de las proteinas que aumentd a las 5 horas y cuyo nivel de abundancia no estd
completamente determinado a las 48 horas. El aumento de abundancia de estas proteinas
sugiere que B. pertussis esta llevando a cabo una adaptacion a un nuevo entorno en donde
seguramente deba modificar vias metabolicas (BP0665, FolC) y fuentes de adquisicion de
nutrientes (BP2016, BP0903, BP3537) y que estas modificaciones alteran a su vez la

obtencion de energia (NuoB).
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Con relaciéon a las 131 proteinas con abundancia disminuida en localizacion
intracelular, el analisis global de las mismas mostrado en la Tabla 1 indica que los términos
GO enriquecidos en este grupo de proteinas en la categoria de procesos biologicos son
aquellos asociados a “procesos biosintéticos”, “procesos biosintéticos de sustancias
organicas”, “procesos biosintéticos celulares”, “procesos biosintéticos de compuestos

29 <¢

organicos nitrogenados”, “procesos biosintéticos de moléculas pequetias” y “traduccion”.

Genes Genes totales | Tasa de falso

ID del término Descripcion del término observados | del término |descubrimiento
GO:0009058 Procesos biosintéticos 57 730 0,0000491
GO-1901576 Procesos blosmte’tlc.os de sustancias 55 711 0.0000711

organicas
GO:0044249 Procesos biosintéticos celulares 50 700 0,0027
CO:1901566 Procesos biosintéticos de comuestos 18 459 00027

organicos nitrogenados
Procesos biosintéticos de compuestos

GO:0044271 . 32 376 0,0068
celulares nitrogenados
GO-0044281 Procesos metabohc~os de moléculas 0 617 00357
pequefias
GO:0006412 Traduccion 14 110 0,0374

Tabla 1: Términos GO enriquecidos entre las proteinas con abundancia
disminuida en localizacién intracelular. Las columnas de la tabla muestran el nimero de
identificacion del término, la descripcion del mismo, la cantidad de genes observados en la
muestra, los genes totales anotados para el término y la tasa de falso descubrimiento. Este
ultimo valor describe el nivel de significancia del enriquecimiento en base a los p-valores

para multiples testeos usando el procedimiento de Benjamini-Hochberg.

Por otra parte, el andlisis de enriquecimiento de las vias metabdlicas de la base de
datos KEGG sugiere que en localizacion intracelular disminuye en la actividad de las vias de
biosintesis de metabolitos secundarios, el metabolismo de fructosa y manosa, la biosintesis de

aminoacidos y la via de las pentosas fosfato segiin se observa en la Tabla 2.

ID del término Descripcion del té rmino Genes Gene S, tot‘a les| Tasa d‘? ﬁ:lls 0
observados [ del término |descubrimiento
bpe01110 Biosintesis de metabolitos secundarios 31 287 0,0000285
bpe01100 Vias metabdlicas 49 662 0,00013
bpe03010 Ribosoma 10 54 0,0035
bpe00051 Metabolismo de fructosa y manosa 4 6 0,0084
bpe01230 Biosintesis de aminoacidos 14 118 0,0084
bpe00030 Via de las pentosas fosfato 4 10 0,0249
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Tabla 2: Vias metabdlicas de la base de datos KEGG enriquecidas entre las
proteinas con abundancia disminuida en localizacion intracelular. Las columnas de la
tabla muestran el nimero de identificacion del término, la descripcion del mismo, la cantidad
de genes observados en la muestra, los genes totales anotados para el término y la tasa de
falso descubrimiento. Este ultimo valor describe el nivel de significancia del enriquecimiento
en base a los p-valores para multiples testeos usando el procedimiento de Benjamini-

Hochberg.

En conjunto, los resultados mostrados en ambas tablas sugieren que la adaptacion de
B. pertussis al entorno intracelular va acompaniada de una disminucioén de varios procesos
biosintéticos y del metabolismo en general, lo cual es compatible con un estado de dormancia
asociado a la persistencia bacteriana en entornos hostiles [464].

Con el fin de avanzar en la comprension del posible significado biologico de los
cambios de abundancia, las proteinas con expresion modificada se analizaron empleando la
base de datos de redes de interacciones proteicas, STRING (del inglés Search Tool for the
Retrieval of Interacting Genes/Proteins), a fin de revelar posibles asociaciones funcionales
entre las mismas. En la representacion de este tipo de redes, cada circulo representa una
proteina y las lineas indican asociaciones posibles entre las mismas. De este modo una mayor
cantidad de lineas entre dos proteinas indican una mayor cantidad de asociaciones posibles en
base a distintos criterios [394].

En primer lugar, en relacion a las proteinas que mostraron un aumento en abundancia
en las bacterias intracelulares, es bajo el nimero de proteinas identificadas, y probablemente
sea necesario repetir este estudio con mas replicados biologicos para confirmar si
efectivamente son pocas las proteinas cuya abundancia aumenta en localizacion intracelular,
o se trata de un problema experimental. De cualquier forma, se encontr6 una vinculacion
entre BrfB y BP0903 segtn se puede observar en la Figura 5. La asociacion predicha entre
estas dos proteinas se basa en la coocurrencia de los genes en distintos genomas (linea azul,
indica que los genes tienen patrones de ocurrencia similares en distintos genomas), de la
coexpresion de los mismos (linea negra, indica que la expresion de los genes muestra una
correlacion), de la vecindad génica de genes homologos (linea verde, indica que homdlogos
de estos genes se han observado en la vecindad génica del otro gen), y que genes homologos
han sido mencionados en conjunto en trabajos publicados (linea amarilla, surge de la mineria
de textos de la base de datos de PubMed). El hecho que en el nimero relativamente bajo de

proteinas con abundancia aumentada en localizacion intracelular se encuentren dos
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relacionadas con la adquisicion de hierro resalta la importancia de este elemento para el

establecimiento de la infeccion intracelular.

folC

BP0903

brfB
f BP0665

BP3755 nuoB

BP3573 bapA

O

Figura 5. Red de interaccion entre proteinas con abundancia aumentada en
localizacién intracelular. Los circulos representan proteinas individuales y las lineas
representan interacciones proteina-proteina de acuerdo al siguiente codigo de color: amarilla
para evidencia de mineria de textos; celeste para evidencia de bases de datos; violeta para
evidencia experimental; negra para evidencia de coexpresion; verde para evidencia de

vecindad génica; azul para coocurrencia génica.
Cuando se analiza la red de relaciones que incluye las 131 proteinas disminuidas

mostrada en la Figura 6 se observa una gran complejidad y la prediccion de un gran nimero

de interacciones entre ellas.

112



Capitulo 4
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Figura 6. Red de interaccion entre proteinas con abundancia disminuida en
localizacion intracelular. Los circulos representan proteinas individuales y las lineas
representan interacciones proteina-proteina de acuerdo al siguiente codigo de color: amarilla
para evidencia de mineria de textos; celeste para evidencia de bases de datos; violeta para
evidencia experimental; negra para evidencia de coexpresion; verde para evidencia de

vecindad génica; azul para coocurrencia génica. Esta red de interacciones puede consultarse
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online en el siguiente link que dirige al sitio web de STRING para su observacién con mayor
detalle
https://string-db.org/cgi/network?taskId=bw6EAJcS9gll&sessionld=bDgd6kleVkXG

La zona de mayor densidad de proteinas e interacciones contiene en su mayoria
proteinas ribosomales y polimerasas de acidos nucleicos. La relacion entre estas proteinas
estd muy bien documentada y evidencia una desaceleracion de la traduccioén y biosintesis
proteica, sugiriendo que B. pertussis desacelera la produccién de biomasa en localizacion
intracelular. Las proteinas pertenecientes a esta red e involucradas con estas funciones se
resaltan en color rojo en la Figura 7. Ademas, para facilitar la visualizacion de esta compleja
red, en la Figura 7 se reemplazé el coédigo de colores de las asociaciones por una Unica linea
entre cada par de proteinas. El grosor de la misma es proporcional al nimero de asociaciones
predichas entre ambas proteinas, es decir, la mayor cantidad de lineas de distintos colores

observados en la Figura 6 fue reemplazada por una linea de mayor grosor en la Figura 7.
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Figura 7. Proteinas relacionadas con la traduccion y sintesis proteica en la red de

interaccion entre proteinas con abundancia disminuida en localizacion intracelular. Los
circulos representan proteinas individuales y las lineas representan interacciones proteina-
proteina. El grosor de las lineas representa una mayor cantidad de asociaciones predichas
entre las dos proteinas que conecta.

Ademas del nodo de proteinas relacionadas con procesos ribosomales y
transcripcionales se observa una gran cantidad de proteinas relacionadas con la sintesis de
metabolitos secundarios sugiriendo que en localizacion intracelular la produccion de estos

metabolitos se ve disminuida en B. pertussis, probablemente en favor del metabolismo
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asociado a mantenimiento celular y la supervivencia. Estas proteinas se resaltan en rojo en la

Figura 8.
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Figura 8. Proteinas relacionadas con la sintesis de metabolitos secundarios en la
red de interaccion entre proteinas con abundancia disminuida en localizacion
intracelular. Los circulos representan proteinas individuales y las lineas representan
interacciones proteina-. El grosor de las lineas representa una mayor cantidad de asociaciones

predichas entre las dos proteinas que conecta.

116



Capitulo 4

4.2.2.3. Analisis de proteinas relacionadas con el metabolismo

En lo que se refiere a las proteinas con expresion disminuida cabe analizar algunas
proteinas relacionadas con distintas vias metabodlicas en particular.

Se encontr6 que en localizacion intracelular disminuye la abundancia de BP2441,
BP3215 (Fabl), y BP3591 (AccD), todas ellas implicadas en la biosintesis de acidos grasos
sugiriendo que B. pertussis podria estar adaptandose a un entorno pobre en fuente de carbono
y energia, desacelerando la acumulacion de reservas energéticas y la sintesis de membranas
lipidicas.

Asimismo, en localizacion intracelular se verificd una disminucion significativa de
proteinas relacionadas con la biosintesis de aminodcidos. Entre ellas, BPO155 (SerA,
involucrada en la sintesis de serina, cisteina y glicina), BP2960, BP3537 y BP3538 (ArgC,
ArgG y ArgF respectivamente, involucradas en la sintesis de arginina), BP0791 y BP1538
(IlvC e IlvG respectivamente, involucradas en la sintesis de aminoacidos ramificados),
BP3754 (GItD, involucrada en la sintesis de glutamina y glutamato), BP1763 y BP1764
(DapE y DapD respectivamente, involucradas en la sintesis de lisina) y BP3261 (TrpC
involucrada en la biosintesis de triptofano, fenilalanina y tirosina). La disminucion de la
expresion de estas proteinas sumada a la disminucion de proteinas ribosomales sugiere una
desaceleracion de la sintesis proteica y de la biomasa en general.

Otras proteinas disminuidas en localizacion intracelular se relacionan con el
metabolismo de factores de crecimiento como la vitamina K2 (BP0161), vitamina BS5
(BP1360), vitamina B2 (BP2948 y BP3484).

En este mismo sentido, también se encontraron disminuidas las proteinas BP0801
(TpiA) y BP0868 (Fbp) relacionadas con la gluconeogénesis. Esta via es central para B.
pertussis ya que no posee una via glucolitica funcional por lo que su fuente de carbono y
energia son los aminoacidos y debe generar este sacarido de novo a partir de los mismos por
la via via gluconeogénica. Una desaceleracion de esta ruta es coherente con los resultados
que indican una disminucién general en la actividad anabdlica en localizacién intracelular.

De acuerdo con esta desaceleracion del metabolismo, también se observo la
disminucion de BP0702 (PurT), BP2202 (Ndk), BP2626 (GuaB), BP2890 (PurB), BP3416
(PurH), todas relacionadas con la sintesis de bases nitrogenadas, sugiriendo una

desaceleracion en la sintesis de material genético.
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También disminuy6 la abundancia de BP1721 y BP3018 (FtsZ) relacionadas con la
regulacion de la produccion de membranas y pared celular durante la duplicacion celular y la
regulacion de este proceso.

La disminucion de la abundancia de estas proteinas en conjunto con los niveles de
sobrevida observados en el Capitulo 4 sugieren que la adaptacion de B. pertussis al entorno
intracelular conlleva a una desaceleracion de los procesos anabolicos y de produccion de
biomasa, acorde a un fenotipo de persistencia en un ambiente hostil. En la Tabla 3 se detallan
las proteinas descriptas en esta seccion y la evolucion de su abundancia a lo largo de la
infeccion intracelular. En la misma se observa que algunas proteinas ya disminuyen su
abundancia a tiempos cortos post infeccion y que la mayoria muestra una diferencia
significativa a tiempos mas largos. Esto sugiere que, si bien la adaptacion metabodlica
observada comienza antes de las 5 horas post infeccion, el proceso continta luego de ese

momento y podria, incluso, tomar mas de 48 horas.
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Tabla 3. Proteinas relacionadas con el metabolismo.

, Intracelular Sh vs| Intracelular 48h |Intracelular 48h vs
Locus Gen Proteina
control vs control Intracelular Sh
- l-[acyl-carri
BP2a4l | fabg | o oxoacyklacylcarrier NS Disminuida NS
protein] reductase
enoyl-[acyl-carrier-protein| L
BP3215 fabl1 NS D d NS
a reductase [NADH] sminuica
acetyl-coenzyme A
BP3591 accD carboxylase carboxyl NS Disminuida NS
transferase subunit beta
D-3-phosphogt t
BPOISS | serA p10Sproglycerate NS Disminuida NS
dehydrogenase
N-acetyl- -glutamyl-
BP2960 | argC acetyrgamma-gliatly NS Disminuida NS
phosphate reductase
BP3537 argG | argininosuccinate synthase NS Disminuida NS
BP0791 ivC  [ketol-acid reductoisomerase NS Disminuida NS
BP3754 | Bp37s4 |  Elamate synthase NS Disminuida NS
[NADPH] small chain
inyl-diaminopimelat
BP1763 | dapg | ScCTVTCmminopineite NS Disminuida NS
desuccinylase
2,3,4,5-tetrahydropyridine-2-
BP1764 dapD carboxylate N- NS Disminuida NS
succinyltransferase
BP3261 | tpc | ndole-3-ghycerol phosphate NS Disminuida NS
synthase
ubiquinone/menaquinone
BPO161 ubiE biosynthesis NS Disminuida NS
methyltransferase
tative ket toat L
BP1360 | BP1360 | PUAve «elopantoate NS Disminuida NS
reductase
Bpaga | ribp |+ diydroxy-2-butanone 4 NS Disminuida NS
phosphate synthase
BP0868 fbp fructose- 1,6-bisphosphatase NS Disminuida NS
BPO702 | purr | Phosphoribosylglycinamide NS Disminuida NS
formyltransferase 2
BP2890 purB adenylosuccinate lyase NS Disminuida NS
finctional purt
BP3416 | purH bifunctional purine NS Disminuida NS
biosynthesis protein
BP1721 | BP1721 putative peptidase NS Disminuida NS
BP3018 ftsZ cell division protein FtsZ NS Disminuida NS
BP0801 tpiA triosephosphate isomerase Disminuida Disminuida NS
hi
BP3538 argF ornithine Disminuida Disminuida NS
carbamoyltransferase
tati in- ifi
BP204g | Bpaogg | PUAtive riboflavinspecific | b i Disminuida NS
deaminase
. tati tolactat N R
BPI538 | ivG putative acefolactate Disminuida Disminuida NS
synthase large subunit
BP2202 | ndk ““Cle"s“llﬂe_njg’:os"hate Disminuida Disminuida NS

NS indica que la abundancia no se modifico significativamente ente las dos condiciones

analizadas
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4.2.2.4. Analisis de proteinas relacionadas con la respuesta a estrés

Una vez en el entorno intracelular, el patégeno es sometido a diferentes estrategias de
defensa de la célula tendientes a promover su eliminacion y degradacion, implicando
diferentes tipos de estrés que el patogeno debera enfrentar para poder sobrevivir. La
capacidad de respuesta a estas condiciones de estrés define en muchos casos la virulencia y
capacidad de persistencia de un patégeno. Estudios previos de nuestro grupo modelaron in
vitro los distintos tipos de estreses a los que podria enfrentar B. pertussis en el hospedador
como son la escasez de nutrientes y la presencia de especies reactivas de oxigeno, logrando
avanzar en la identificacion de factores bacterianos involucrados en las diferentes respuestas
de este patdgeno a estas condiciones [186], [465].

Existen 59 proteinas anotadas en el término GO relacionado con la respuesta a estrés
en B. pertussis. De este universo se encontraron en este estudio protedmico un total de 28 y
solo una de ellas con abundancia modificada, BP1616, que mostr6 una disminucion
significativa a las 48 horas post infeccion. La proteina BP1616 (Dps) es una proteina putativa
de unién a ADN. El grupo de proteinas perteneciente a este término GO comprende en su
mayoria proteinas relacionadas con la reparacion y demas procesos del ADN, asi como
también algunas proteinas reguladoras, transportadoras, sensores de dos componentes y
proteinas de respuesta a estrés oxidativo. En este tltimo grupo de particular relevancia se
encuentran anotadas cuatro proteinas, de las cuales fueron identificadas dos en este estudio, la
peroxidasa BP0974 (TyrA) y la catalasa BP3852 (KatA), ambas sin cambios entre las
condiciones estudiadas.

Ademas de las proteinas comprendidas en este término GO, B. pertussis codifica para
las superoxido dismutasas A y B (BP0913 y BP2761, SodA y SodB respectivamente), ambas
involucradas en la respuesta al estrés oxidativo, aunque no estdin comprendidas en este
término en particular. En este estudio la expresion de SodA no fue detectada y se observo una
disminucién de la abundancia de SodB en localizacion intracelular. También por fuera de este
término, B. pertussis expresa proteinas que comparten homologia con proteinas de respuesta
a estrés descriptas en E. coli. Entre ellas, BP1175 (que comparte homologia con YgiW) y
BP2452 (que comparte homologia con YaaA). Ambas se identificaron en este estudio sin
modificaciones en su abundancia entre las condiciones intracelular y el control. Asimismo, en
este estudio se observd que el regulador post-transcripcional Hfq (BP2193), implicado en la

sobrevida intracelular en macréfagos y en la respuesta de la bacteria a varios tipos de estrés,
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entre ellos, el estrés nutricional y al estrés oxidativo [186], no modificd su abundancia en
localizacion intracelular y a diferencia de lo observado en B. pertussis en localizacion
intracelular en macrdéfagos [274]. La disminucion o falta de induccion de este grupo de
proteinas ligadas a la respuesta bacteriana al estrés sugiere que en el interior de las células
epiteliales B. pertussis no estd sometida a los tipicos factores de estrés previamente
reportados y estudiados en otros tipos celulares. La Tabla 4 muestra el detalle de las proteinas
relacionadas con la respuesta a estrés que fueron identificadas en este estudio y su relacion de

abundancia entre las distintas condiciones evaluadas.
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Tabla 4. Proteinas relacionadas con la respuesta a estrés.

, Intracelular Sh vs| Intracelular 48h (Intracelular 48h vs
Locus Gen Proteina
control vs control Intracelular Sh
BPI616 |  dps putative DNA-binding NS Disminuida NS
protem
BP2761 sodB superoxide dismutase NS Disminuida NS
BP0244 mutL DNA mlsmat.ch repair NS NS NS
protein
BP0369 | BP0369 putative endonuclease NS NS NS
BPOS64 mfd transcription-repair coupling NS NS NS
factor
BP0947 tyrA | prephenate dehydrogenase NS NS NS
BP1040 | BP1040 PhoH-like protein NS NS NS
BP110S | recy | Shele-stranded-DNA- NS NS NS
specific exonuclease
BP1227 radA DNA repair protein NS NS NS
BP1315 | Bpi3is | Umiversalstress famiy NS NS NS
protein
BPIS49 | dnax | DNVApobmeraselll NS NS NS
subunit Tau
BP1566 mutS mismatch repair protein NS NS NS
BPI612 | recG | ‘MIP-dependent DNA NS NS NS
helicase
BP1759 uvrD DNA helicase 11 NS NS NS
BP1796 B excmucleaseBABC subunit NS NS NS
BP1909 | BPiggy | DNA-3-methyladenine NS NS NS
glycosylase
BP2110 | BP2110 putative NS NS NS
exodeoxyribonuclease 111
conserved hypothetical
BP2471 | BP2471 . NS NS NS
protem
BP2498 dnal molecular chaperone NS NS NS
BP2506 | BP2506 DNA repair protein NS NS NS
BP2546 recA RecA protein NS NS NS
BP2788 | BP2788 hypothetical protein NS NS NS
BP3240 WrA2 putative excmuc.lease ABC NS NS NS
subunit
BP3417 | rwC crossover junction NS NS NS
endodeoxyribonuclease
BP3418 | ruva | [olidayjunction DNA NS NS NS
helicase
BP342l | ruyp | Dolidayjunction DNA NS NS NS
helicase
BP3560 ligA DNA ligase NS NS NS
BP3660 — excmucleaseAABC subunit NS NS NS
BP3852 katA catalase NS NS NS
BP1175 | BP1175 | putative exported protein NS NS NS
BP24s52 | Bpaasy | comserved hypothetical NS NS NS
protem
tative RNA-bindi
BP2193 | hfg putative binding NS NS NS
regulatory protein

NS indica que la abundancia no se modifico significativamente ente las dos condiciones

analizadas
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4.2.2.5. Analisis de proteinas reguladoras de respuesta

La adaptacion de la bacteria al entorno supone un cambio controlado en la expresion
de varias proteinas a través de reguladores de respuesta. Se han descripto varios sistemas
reguladores de dos componentes que intervienen en la transduccion de sefiales de B. pertussis
y existen varios sistemas regulatorios potenciales ain no caracterizados en profundidad que
se encuentran anotados como tales. El mas estudiado es el sistema de dos componentes
BvgAS que en este estudio no mostr6é diferencias significativas en su abundancia entre
bacterias extra e intracelulares. Otro sistema de dos componentes recientemente caracterizado
es el de PIrSR (del inglés persistence in the lower respiratory tract) cuyo sensor con
actividad quinasa es BP0571 (PIrS) y el regulador de respuesta es BP0572 (PIrR) [182].
Ambos componentes fueron identificados en este estudio proteémico sin modificaciones de
abundancia en las distintas condiciones estudiadas. En este estudio se identificd también sin
modificaciones en su abundancia al regulador de respuesta BP0160 que codificaria, junto a
BP0159 (no identificada en este estudio), un sistema de dos componentes homologo al
sistema PhoPR descripto en E. coli como sensible a los niveles de fosfato inorgéanico [309].
Otro regulador de respuesta que se identificé sin modificaciones en su abundancia en este
estudio es BP2934 que, junto a BP2935, codifica el ampliamente conservado sistema RegAB
involucrado en la respuesta a distintas condiciones redox [466], [467]. Recientemente nuestro
grupo describi6 el factor BP1092, un sensor histidina quinasa que estaria involucrado en la
regulacion de varios factores de virulencia y en la sobrevida intracelular en macrofagos
(Debandi y col. en revision). En este estudio protedmico se identifico a BP1092 sin cambios
en la abundancia en localizacion intracelular.

Otro sistema de dos componentes muy estudiado en Bordetella es RisAS, implicado
principalmente en la regulacion de la virulencia del patéogeno junto con BvgAS. El factor
RisS no fue detectado en este estudio, lo cual era esperable porque risS de B. pertussis esta
inactivado por una mutacion. Por su parte, el regulador de respuesta RisA fue identificado sin
modificaciones en su abundancia. Estudios previos demostraron que la quinasa que fosforila
a RisA en ausencia de RisS en B. pertussis es la quinasa denominada RisK (BP3223) [180]
codificada en otro operon, y que forma un sistema de dos componentes con el regulador de
respuesta BP3222. En este estudio se identificaron RisK sin modificaciones en su abundancia
y BP3222 con abundancia disminuida en localizacion intracelular a las 5 horas post infeccion.

No esté caracterizada la funcion de BP3222, pero su disminucion podria estar involucrada en
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la regulacion de varios factores que contribuyen a la adaptacion del fenotipo de B. pertussis al

entorno intracelular segin sugieren estudios previos del grupo en macrofagos humanos [274].

4.2.2.6. Analisis de factores de virulencia en la adaptacion al entorno intracelular epitelial

El sistema de dos componentes mas estudiado de B. pertussis es el sistema BvgAS
implicado en la regulacion de la virulencia del patdégeno. Existe evidencia de que los factores
de virulencia regulados por este sistema estan involucrados en la sobrevida intracelular de la
bacteria. En este estudio en células epiteliales, ninguno de los dos componentes del sistema
BvgAS (el sensor BvgS y la proteina reguladora de respuesta BvgA) mostrd cambios en su
nivel de expresion en bacterias intracelulares con respecto al control. De cualquier forma, la
principal regulacion de este sistema ocurre mediante la fosforilacion de sus componentes
ademas de por su abundancia. Por otro lado, en localizacion intracelular se encontrd
disminuida la abundancia del represor BvgR, cuya funcion es reprimir la expresion de los
genes que no se expresan en fase virulenta. No se encontraron modificaciones en la
abundancia de las dos toxinas mas importantes de B. pertussis reguladas por el sistema
BvgAS, CyaA y PT. Tampoco se detectaron diferencias en los niveles de Vag8, TcfA, Dnt y
BrkA, todos dependientes del BvgAS. Solamente la abundancia de FimB, Fim2, Prn, SphB1
se encontr6 disminuida a las 48 horas en localizacion intracelular, ademas del ya mencionado
BvgR.

Ademads de esto, se realizoO un andlisis de las proteinas reguladas por BvgAS
expresadas en fase avirulenta. Para este analisis se utilizaron datos experimentales de
protedmica comparativa de B. pertussis en fase virulenta y avirulenta disponibles en el
laboratorio y atn no publicados (Debandi y col. en revision). Ademdas de los factores
conocidos y mencionados en el parrafo anterior, se identificaron tres proteinas con
abundancia aumentada en virulencia, cuya abundancia se encontrdé disminuida en bacterias
intracelulares respecto al control extracelular. Se trata de BP2233 (BtrA), BP0178, BP1360.
Estas dos tltimas proteinas son, respectivamente, una lipoproteina putativa y una reductasa
putativa que estaria involucrada en la sintesis de pantotenato (vitamina BS5). BtrA es un factor
anti-sigma involucrado en la regulacion del sistema de secrecion tipo 3 [145]. Aunque la
disminucion observada en algunos de estos factores podria sugerir una modulacion de la
virulencia en localizacion intracelular, la abundancia del resto de los factores de virulencia
indica que el fenotipo intracelular en células epiteliales se mantiene virulento al menos hasta

las 48 horas post infeccion. La Tabla 5 muestra las comparaciones de abundancia relativa de
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los factores de virulencia de B. pertussis entre las tres condiciones analizadas. Se observa que

la mayoria de los factores de virulencia no disminuyen su abundancia y que aquellos que la

disminuyen lo hacen a tiempos largos. Esta disminucion tardia sugiere que los factores de

virulencia serian necesarios durante las etapas iniciales de la infeccion y que, segin se

observo también en estudios previos en macrofagos [379], [380], el entorno intracelular

podria promover la modulacion de la virulencia en B. pertussis.

Tabla 5. Proteinas reguladas por el sistema BvgAS.

. Intracelular Sh vs| Intracelular 48h (Intracelular 48h vs
Locus Gen Proteina
control vs control Intracelular Sh
irul fact
BPIS78 | bvgA vinEnee Jaetors NS NS NS
transcription regulator
BP1877 bvgS virulence sensor protein NS NS NS
bifunctional
BP0760 cya hemolysin/adenylate NS NS NS
cyclase
rtussis toxi bunit 1
BP3783 | ptxa | POTSSE TOXISUOUM NS NS NS
precursor
tussis toxi bunit 2
BP3784 | pwB | PErUSSIS foxiisubund NS NS NS
precursor
BP2315 vag8 autotransporter NS NS NS
BP1201 (ofA tracheal colonization factor NS NS NS
precursor
BP3439 dnt dermonecrotic toxin NS NS NS
1
BP1879 | fhaB flamentous NS NS NS
hemagglutinin/adhesin
BP3494 brkA serum resistance protein NS NS NS
t h
BPISg2 | finc | CUiermembrane usher NS NS NS
protein precursor
BP1876 bvgR regulatory protein BvgR NS Disminuida NS
- -
BP1119 | fimp | SCrotype 2 fimbrial subunit NS Disminuida NS
precursor
BP 1881 fimB chaperone protein NS Disminuida NS
BP1054 prn pertactin precursor NS Disminuida NS
tot It btilisin-
BPO216 | sph1 | *WOTAISPOTIET SUBHISIY NS Disminuida NS
like protease
BP2233 | BP2233 hypothetical protein NS Disminuida NS
BP0178 | BP0178 putative lipoprotein NS Disminuida NS
ive ki
BP1360 | BPI36o | PUAtVe xetopantoate NS Disminuida NS
reductase
NS indica que la abundancia no se modifico significativamente ente las dos condiciones
analizadas.

Como se menciona previamente, en estudios previos del grupo se observd que la

abundancia de CyaA y PT no se modifica en localizacion intracelular en macréfagos [87],
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[274], pero son necesarias para modular la respuesta bactericida de la célula y que la ausencia
de cualquiera de ellas disminuye la sobrevida intracelular bacteriana en macréfagos [87],
[274]. Teniendo en cuenta que la abundancia de ambas toxinas tampoco se modifica dentro
de las células epiteliales, se evalud su importancia en la eventual respuesta bactericida de la
célula epitelial. Para ello estudiamos el rol de cada una de estas toxinas en el trafico
intracelular y la sobrevida de B. pertussis en células epiteliales polarizadas empleando cepas
mutantes defectivas en cada toxina. Para llevar a cabo estos estudios se realizaron ensayos de
trafico intracelular y de protecciébn a antibidtico segin se describe en el Capitulo 3.
Brevemente, células epiteliales polarizadas con uniones estrechas formadas se incubaron con
la cepa salvaje de B. pertussis o con cada una de las cepas mutante defectivas en la expresion
de PT (APT) o CyaA (ACyaA). Se lavaron las células para eliminar las bacterias no adheridas
y se agreg6 polimixina B para inactivar las bacterias extracelulares. A las 5 y 48 horas post
infeccion se tomaron muestras para evaluar el trafico intracelular por microscopia confocal y
la sobrevida intracelular a través de ensayos de proteccion a Polimixina B. Los resultados de
la Figura 9 muestran que el porcentaje de colocalizacion de las cepas mutantes defectivas en
cada factor con marcadores de endosoma tardio, LAMP-2, y de lisosomas degradativos,
catepsina D (CTSD), no difiere significativamente con el de la cepa salvaje a ninguno de los
tiempos ensayados. Esto sugiere ninguna de estas toxinas tiene un rol relevante en el trafico

intracelular de B. pertussis en células epiteliales.
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Figura 9. Trafico intracelular de B. pertussis defectiva en CyaA y PT en células
epiteliales. Células bronquiales 16HBE140- polarizadas durante siete dias en forma de islas
fueron incubadas con la cepa salvaje de B. pertussis (WT) o las cepas isogénicas defectivas
en CyaA y PT (ACyaA y APT, respectivamente) a una multiplicidad de infeccion de 20
bacterias por célula durante 4 horas a 37°C, lavadas e incubadas con polimixina B para
inactivar las bacterias extracelulares. A las 5 y 48 horas post infeccion las muestras fueron
fijadas con paraformaldehido al 4% y permeabilizadas. Las bacterias se detectaron utilizando
sueros policlonales de conejo dirigidos contra B. pertussis seguido de fracciones F(ab’)2 de
anticuerpos de cabra contra conejo conjugados con el fluoroforo Cy3 (rojo). LAMP-2
(CD107b) se detectd utilizando anticuerpos monoclonales de raton seguido de fragmentos

F(ab’), de anticuerpos de cabra contra raton conjugados con el fluoréforo Alexa-647 (verde).
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Catepsina D fue detectada con anticuerpos monoclonales de raton seguido de fragmentos
F(ab’), de anticuerpo de cabra contra raton conjugado con el fluoroforo Alexa-647 (verde).
A) Imagenes representativas de bacterias de cada cepa colocalizando con LAMP-2 y
catepsina D. B) Porcentaje de las bacterias internalizadas que colocalizan con cada marcador
a las 5 y 48 horas post infeccion. La figura muestra la media =+ DE de dos experimentos

independientes.

En la Figura 10 se muestran los resultados obtenidos con las cepas mutantes en los
estudios de sobrevida intracelular determinada en ensayos de proteccion a polimixina B. Los
niveles de adhesion e internalizacion fueron analizados por microscopia de fluorescencia a las
5 horas post infeccion en células sin tratar con antibiotico, como control. En las Figuras 10A
y 10B muestran que no hay diferencias significativas en la adhesion e internalizacion para las
tres cepas y la Figura 10C muestra que, a diferencia de lo reportado para macréfagos [87], y
de acuerdo con los resultados de trafico intracelular observados en la Figura 9, la sobrevida
de las cepas mutantes no mostro diferencias significativas con la cepa salvaje, confirmando
que ninguna de estas toxinas interviene en la capacidad de B. pertussis de sobrevivir dentro

de las células epiteliales.
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Figura 10. Sobrevida intracelular de B. pertussis defectiva en CyaA y PT en
células epiteliales. Células 16HBE140- polarizadas durante siete dias fueron incubadas con
la cepa salvaje de B. pertussis (WT) o las cepas isogénicas defectivas en CyaA y PT (ACyaA
y APT, respectivamente) a una multiplicidad de infeccién de 20 bacterias por célula durante 4
horas a 37°C, lavadas e incubadas con polimixina B para inactivar las bacterias
extracelulares. El niimero de bacterias extracelulares e intracelulares en células infectadas

durante 5 horas sin tratamiento con antibiotico fue discriminado con doble marcacion
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fluorescente y cuantificado mediante microscopia de fluorescencia para determinar los
niveles de adhesion e internalizacion. A las 5 y 48 horas post infeccion se determiné el
nimero de unidades formadoras de colonias por pocillo. A) Numero de bacterias totales por
célula. B) Porcentaje de las bacterias totales que se encuentra en localizacion intracelular. C)
Nivel de sobrevida intracelular expresado como el logaritmo en base 10 del nimero de UFC
por pocillo a cada tiempo evaluado. En todos los casos las figuras muestran la media = DE de

dos experimentos independientes realizados cada uno por triplicado.

4.2.2.7. Analisis de transportadores de hierro en la adaptacion al entorno intracelular
epitelial

La inmunidad nutricional es un mecanismo de defensa del hospedador que consiste en
secuestrar minerales esenciales, como hierro, zinc y manganeso entre otros, disminuyendo su
disponibilidad a valores incompatibles con el desarrollo bacteriano [468]. Como
contrapartida, los patdogenos expresan sistemas de captura de alta afinidad para adquirir estos
minerales. En particular el hierro es uno de los nutrientes mas importantes y los patégenos
expresan sistemas de captura que les permiten obtenerlo en distintos estados de oxidacion y a
partir de distintas fuentes. Existe un numero importante de sistemas de captura de hierro de
alta afinidad descriptos en Bordetella. Entre ellos se encuentran la produccion del sideréforo
alcaligina [469], el sistema de captura de xenosider6foros Bfe [470], el sistema de captura de
grupos hemo Bhu [471], los receptores de catecolaminas BfrD y BftE [472] y el sistema Ftr
de captura de ion ferroso en el cual se incluye el transportador IRP1-3 (también denominado
FtrA) [236], [473].

En estudios previos de nuestro grupo observamos que los receptores de catecolaminas
BfrD (BP0856) y BfrE (BP0857) tienen abundancia aumentada en bacterias intracelulares en
macréfagos desde el inicio de la infeccion, y que el receptor peripldsmico de ion ferroso
IRP1-3 (BP1152) se expresa a tiempos largos post infeccion [274], sugiriendo la eventual
importancia de estos receptores en la sobrevida de la bacteria dentro del fagosoma. El rol de
BftD y BftE, en la sobrevida intracelular, y de las catecolaminas como posible fuente de
hierro dentro del fagosoma fue confirmado a través de la construccion de mutantes defectivos
para estos receptores y la determinacion de la sobrevida intracelular de los mismos [274].

En el analisis proteémico de bacterias aisladas de células epiteliales no se encontraron
modificaciones en la abundancia de ninguno de estos tres factores, observandose que estdn

expresados en todas las condiciones de trabajo estudiadas con una abundancia relativa
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similar. Para evaluar el eventual rol de estos transportadores de hierro en el trafico y en la
sobrevida intracelular de B. pertussis en células epiteliales se decidid realizar un primer
ensayo empleando una cepa defectiva que no expresa ninguno de los tres factores
mencionados para evitar falsos negativos por compensacion, y avanzar luego en el estudio
individual de los factores en caso de resultados positivos. Para ello, células 16HBE14o-
polarizadas durante siete dias fueron incubadas con la cepa salvaje de B. pertussis (WT) o la
cepa isogénica defectiva en BfrD, BftE e IRP1-3 (ABfiDE AIRP1-3). Luego de esto se
lavaron las bacterias no adheridas y se incubaron las células con antibiotico polimixina B. A
las 5 y 48 horas post infeccion las células fueron lisadas y se realizaron recuentos de UFC.
Los niveles de adhesion e internalizacion a las 5 horas fueron analizados por microscopia de
fluorescencia. Las Figuras 11A y 11B muestran que no hay diferencias significativas en la
adhesion e internalizacion de las distintas cepas. La Figura 11C muestra que tampoco hay
diferencia significativa entre las UFC que se recuperan de la cepa salvaje y de la triple
mutante, indicando que, a diferencia de lo que ocurre en las infecciones intracelulares de
macrofagos, ninguno de estos factores es relevante para la sobrevida intracelular de B.

pertussis en células del epitelio respiratorio.
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Figura 11. Sobrevida intracelular de B. pertussis defectiva en BfrD, BfrE, e
IRP1-3 en células epiteliales. Cé¢lulas 16HBEI140- polarizadas durante siete dias fueron
incubadas con la cepa salvaje de B. pertussis (WT) o la cepa isogénica defectiva en BfrD,
BftE e IRP1-3 (ABfrDE AIRP1-3 a una multiplicidad de infeccion de 20 bacterias por célula
durante 4 horas a 37°C, lavadas e incubadas con polimixina B para inactivar las bacterias
extracelulares. El niimero de bacterias extracelulares e intracelulares en células infectadas
durante 5 horas sin tratamiento con antibiotico fue discriminado con doble marcacion
fluorescente y cuantificado mediante microscopia de fluorescencia para determinar los
niveles de adhesion e internalizacion. A las 5 y 48 horas post infeccion se determind el
numero de unidades formadoras de colonias por pocillo. A) Numero de bacterias totales por
célula. B) Porcentaje de las bacterias totales que se encuentra en localizacion intracelular. C)

Nivel de sobrevida intracelular expresado como el logaritmo en base 10 del numero de UFC
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por pocillo a cada tiempo evaluado. En todos los casos las figuras muestran la media = DE de

tres experimentos independientes realizados cada uno por triplicado.

En paralelo se evalu6 el trafico intracelular de la cepa salvaje de B. pertussis y la cepa
mutante deficiente en BfrD, BfrE e IRP1-3 por microscopia confocal segin se describio en la
seccion previa. Se incubaron células con la cepa salvaje y la cepa mutante, se lavaron las
bacterias no adheridas y se incubaron las células con el antibiotico polimixina B para eliminar
las bacterias extracelulares. A las 5 y 48 horas post infeccion se fijaron las muestras para su
posterior tincion y analisis. Los resultados de la Figura 12 muestran que el porcentaje de
colocalizacion con los marcadores LAMP-2 y catepsina D (CTSD) de las cepas mutantes no
difiere significativamente del de la cepa salvaje, indicando que estos factores no afectan el
trafico, y por lo tanto la sobrevida, intracelular de B. pertussis, confirmando los resultados

obtenidos en los ensayos de proteccion a polimixina B.
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Figura 12. Trafico intracelular de B. pertussis defectiva en BfrD, BfrE, e IRP1-3
en células epiteliales. Células 16HBE140- polarizadas durante siete dias fueron incubadas
con la cepa salvaje de B. pertussis (WT) o la cepa isogénica defectiva en BfrD, BftE e IRP1-
3 (ABfrDE y AIRP1-3, respectivamente) a una multiplicidad de infeccion de 20 bacterias por
célula durante 4 horas a 37°C, lavadas e incubadas con polimixina B para inactivar las
bacterias extracelulares. A las 5 y 48 horas post infeccion las muestras fueron fijadas con
paraformaldehido al 4% y permeabilizadas. Las bacterias se detectaron utilizando sueros
policlonales de conejo dirigidos contra B. pertussis seguido de fracciones F(ab’): de
anticuerpos de cabra contra conejo conjugados con el fluor6foro Cy3 (rojo). LAMP-2
(CD107b) se detectd utilizando anticuerpos monoclonales de raton seguido de fragmentos

F(ab’)2 de anticuerpos de cabra contra raton conjugados con el fluor6foro Alexa-647 (verde).
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Catepsina D fue detectada con anticuerpos monoclonales de raton seguido de fragmentos
F(ab’), de anticuerpo de cabra contra raton conjugado con el fluoroforo Alexa-647 (verde).
A) Iméagenes representativas de bacterias de las dos cepas colocalizando con LAMP-2 y
catepsina D. B) Porcentaje de las bacterias internalizadas que colocalizan con cada marcador
a las 5 y 48 horas post infeccion. La figura muestra la media = DE de tres experimentos

independientes.

4.2.2.8. Analisis del factor MgtC en la adaptacion al entorno intracelular epitelial

A partir del estudio de la evolucion del proteoma de B. pertussis durante la infeccion
intracelular en macréfagos se identifico una proteina, MgtC (BP0414), con un rol relevante
en la sobrevida intracelular [274], [381]. Esta proteina es una enzima con actividad ATP
sintasa, potencialmente involucrada en la homeostasis del magnesio y el mantenimiento de
gradientes de pH, que evita la produccion de niveles supra-fisiologicos de ATP y permite la
adaptacion a entornos moderadamente acidos [381]. La expresion intracelular de este factor
se detecto en la adaptacion tardia (48 horas) de B. pertussis en macréfagos. En este estudio de
evolucion del proteoma de B. pertussis dentro de células epiteliales no se detect6 la presencia
de este factor en localizacion intracelular ya sea por no estar presente o porque algin
problema de sensibilidad de la técnica sumado al efecto de dilucion de proteinas bacterianas
por la presencia de proteinas eucariotas en la muestra haya imposibilitado su deteccion. Ya
que este factor demostrd tener un efecto en el trafico intracelular y en la sobrevida de B.
pertussis en células inmunes se evaluo su rol en la evolucion de estas dos variables a lo largo
de la infeccion intracelular epitelial empleando una cepa mutante de B. pertussis defectiva en
MgtC.

La sobrevida intracelular de la cepa salvaje y de la cepa mutante defectiva en MgtC
fue analizada por ensayos de proteccion a polimixina B con su respectivo control de adhesion
e internalizacion segln se describio en las secciones previas. La Figura 13 muestra que no
hay diferencias significativas en la adhesion e internalizacion (Figuras 11A y 11B) ni en la
sobrevida intracelular (Figura 11C) de la cepa mutante y la cepa salvaje indicando que MgtC

no tiene un rol relevante en la supervivencia de B. pertussis en este tipo celular.
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Figura 13. Sobrevida intracelular de B. pertussis defectiva en MgtC en células
epiteliales. Células 16HBE140- polarizadas durante siete dias fueron incubadas con la cepa
salvaje de B. pertussis (WT) o la cepa isogénica defectiva en MgtC (AMgtC) a una
multiplicidad de infeccion de 20 bacterias por célula durante 4 horas a 37°C, lavadas e

incubadas con polimixina B para inactivar las bacterias extracelulares. El nimero de bacterias
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extracelulares e intracelulares en células infectadas durante 5 horas sin tratamiento con
antibidtico fue discriminado con doble marcacion fluorescente y cuantificado mediante
microscopia de fluorescencia para determinar los niveles de adhesion e internalizacion. A las
5 y 48 horas post infeccion se determiné el numero de unidades formadoras de colonias por
pocillo. A) Numero de bacterias totales por célula. B) Porcentaje de las bacterias totales que
se encuentra en localizacion intracelular. C) Nivel de sobrevida intracelular expresado como
el logaritmo en base 10 del nimero de UFC por pocillo a cada tiempo evaluado. En cada caso
las figuras muestran la media + DE de dos experimentos independientes realizados cada uno

por triplicado.

El trafico intracelular se analizd por microscopia confocal segin se describi6 en las
secciones anteriores. En los resultados que se muestran en la Figura 14 se observa que no hay
diferencias significativas entre los porcentajes de colocalizacion con LAMP-2 y catepsina D
de la cepa deficiente en MgtC y la cepa salvaje, lo cual es acorde a los resultados de
sobrevida intracelular y confirma que esta proteina no estd implicada en el destino

intracelular de B. pertussis en células epiteliales.
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Figura 14. Trafico intracelular de B. pertussis defectiva en MgtC en células
epiteliales. Células 16HBE140- polarizadas durante siete dias fueron incubadas con la cepa
salvaje de B. pertussis (WT) o la cepa isogénica defectiva en MgtC (AMgtC) a una
multiplicidad de infeccion de 20 bacterias por célula durante 4 horas a 37°C, lavadas e
incubadas con polimixina B para inactivar las bacterias extracelulares. A las 5 y 48 horas post
infeccion las muestras fueron fijadas con paraformaldehido al 4% y permeabilizadas. Las
bacterias se detectaron utilizando sueros policlonales de conejo dirigidos contra B. pertussis
seguido de fracciones F(ab’), de anticuerpos de cabra contra conejo conjugados con el
fluoroforo Cy3 (verde). LAMP-2 (CD107b) se detectd utilizando anticuerpos monoclonales
de raton seguido de fragmentos F(ab’), de anticuerpos de cabra contra raton conjugados con
el fluoroforo Alexa-647 (rojo). Catepsina D fue detectada con anticuerpos monoclonales de
raton seguido de fragmentos F(ab’), de anticuerpo de cabra contra ratébn conjugado con el

fluor6foro Alexa-647 (rojo). A) Imégenes representativas de bacterias colocalizando con
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LAMP-2 y catepsina D. B) Porcentaje de las bacterias internalizadas que colocalizan con
cada marcador a las 5 y 48 horas post infeccion. La figura muestra la media = DE de dos

experimentos independientes.
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4.3. Discusion

El establecimiento de un nicho implica para un microorganismo la adaptacion de su
fenotipo a las condiciones impuestas por el mismo. En el caso de un patdégeno esta adaptacion
tiene que permitirle sobrevivir a condiciones que suelen ser particularmente exigentes ya que
debe lidiar con varios mecanismos del hospedador destinados a su eliminacion. La
persistencia de B. pertussis y su circulacion en poblaciones con alta tasa de vacunacion es
uno de varios ejemplos en que los patogenos logran llevar a cabo esta adaptacion
exitosamente. Estudios previos han demostrado que B. pertussis es capaz de adaptarse al
tracto respiratorio del hospedador e incluso de sobrevivir en el interior de algunos tipos
celulares presentes en el sitio de infeccion [120], [371], [378]. En particular, nuestro grupo y
otros describieron la capacidad de este patdgeno de sobrevivir en el interior de células
inmunes y, combinando abordajes protedmicos con estudios funcionales, se logrd avanzar en
la caracterizacion de varios factores relevantes para esta adaptacion [83], [87], [273], [274],
[379], [380], [381]. En el Capitulo 3 de este trabajo de Tesis se demostrd que B. pertussis
tiene, ademas, la capacidad de abrir las uniones estrechas del epitelio respiratorio, acceder al
interior de las células y de sobrevivir en esa localizacion. En un intento de profundizar el
estudio de la interaccion de B. pertussis con células del epitelio respiratorio, en este capitulo
se estudid la evolucion del proteoma bacteriano durante 48 horas de infeccion intracelular
buscando comprender el proceso de adaptacion bacteriana al entorno intracelular del epitelio.
Este estudio permiti6 identificar caracteristicas de lo que podria ser el fenotipo persistente de
este patdgeno y comparar la adaptacion de B. pertussis al nicho intracelular epitelial y al
nicho intracelular en células inmunes, asi como la relevancia de determinados factores
particulares en ambos procesos.

En estudios previos del proteoma de B. pertussis aislada de localizacion intracelular
de macrofagos se identificaron 762 proteinas y se observaron cambios en la abundancia de,
aproximadamente, el 30% de las mismas [274]. Al evaluar las proteinas diferenciales entre lo
que seria una adaptacion temprana y una adaptacion tardia (3 y 48 horas post infeccion) se
observaron variaciones unicamente en el 8% de las proteinas identificadas, sugiriendo que la
adaptacion ocurre mayoritariamente a tiempos cortos luego de la infeccion [274]. En este
estudio la cantidad de proteinas identificadas fue mayor, 1048 proteinas identificadas en total
y se observaron cambios en la abundancia de, aproximadamente, el 15% de las de las
mismas. No se identificaron diferencias significativas en la abundancia de proteinas entre los

tiempos cortos y largos en localizacion intracelular. Sin embargo, si se identificaron proteinas
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cuya abundancia es significativamente diferente al de las bacterias infectantes recién en
muestras de 48 horas, sugiriendo que el fenotipo de la bacteria se modifica a lo largo de todo
de tiempo de infeccidn intracelular evaluado en estos ensayos.

En funcion de los resultados de los estudios de la adaptacion del proteoma de B.
pertussis al entorno intracelular epitelial y de macrofagos se pueden identificar algunas
similitudes y diferencias entre ambos procesos. La Unica proteina cuya abundancia aumenté
en localizacion intracelular en ambos tipos celulares fue la subunidad B del complejo NADH
ubiquinona oxidorreductasa NuoB, involucrada en la obtencion de ATP. Por otro lado, se
encontraron un total de 30 proteinas cuya abundancia disminuyo en localizacion intracelular
tanto en macrofagos como en células epiteliales. Estas proteinas son en su mayoria enzimas
metabodlicas y muchas de ellas estdn involucradas en el metabolismo de compuestos
relacionados con bases nitrogenadas y nucledsidos. Esto sugiere que B. pertussis en
localizacion intracelular disminuye o detiene la duplicacion celular, algo que podria esperarse
debido al estrés que implica un cambio entre medio de cultivo y la localizacion intracelular.
Cabe destacar que, si bien una desaceleracion del metabolismo podria ser indicativa también
de una cinética de muerte, los resultados de las UFC que se recuperan a medida que progresa
la infeccion mostrados en el Capitulo 3 y el aumento de proteinas relacionados con la
adquisicion de un nutriente esencial como el hierro y con la sintesis de ATP contradicen esta
hipotesis y evidencian que B. pertussis se mantiene viable en esta localizacion. También en
macrofagos se observaron altos niveles de UFC en localizacion intracelular en conjunto con
la disminucion de estas proteinas relacionadas con el metabolismo [274]. Se ha descripto que
la desaceleracion metabolica y el fenotipo de dormancia se relacionan con la persistencia
bacteriana asociada a la tolerancia a antibioticos y factores de estrés [464], [474]. Las
bacterias que adquieren este fenotipo se denominan persistoras y se encuentran en un estado
de no-crecimiento y con muerte lenta ya que no llevan a cabo actividades celulares que
puedan ser corrompidas por efecto de compuestos antimicrobianos, volviéndose insensibles a
los mismos [464], [474]. Esta descripcion es extensiva a los microorganismos patdgenos y
también para el caso particular de patdgenos intracelulares [474]. Segiin se describio, este
fenotipo se ve inducido en condiciones de estrés como podrian ser las encontradas en
infecciones intracelulares.

Los resultados de este estudio protedmico indican que la adaptacion de B. pertussis al
entorno intracelular epitelial conlleva principalmente una disminucion del metabolismo y de
rutas asociadas a la produccién de biomasa, con disminucioén en la abundancia de proteinas

involucradas en varias rutas biosintéticas y en la sintesis proteica en los ribosomas. Estos
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resultados coinciden con los obtenidos analizando la respuesta transcripcional de B. pertussis
al entorno intracelular de macréfagos en los que se observa la disminucion de genes
relacionados con la transcripcion y con el metabolismo de determinados aminoacidos [379],
[380]. Estudios transcriptomicos demostraron que B. bronchiseptica también responde al
entorno intracelular de macréfagos disminuyendo la expresion de varios genes relacionados
con la biogénesis de la estructura celular y la proliferacion entre los que se encuentra fisZ,
relacionado con la division celular [475] y cuyo producto proteico se identificé con
abundancia disminuida en este estudio también. Tomados en conjunto, los resultados de
nuestro estudio y los reportados en bibliografia sugieren que Bordetella podria adoptar un
fenotipo persistor en localizacion intracelular tanto en células epiteliales como en células
inmunes. Este tipo de fenotipo estd asociado a infecciones cronicas dificiles de erradicar
[474] y que B. pertussis sea capaz de sobrevivir en localizacion intracelular adoptando este
fenotipo podria ser determinante en el ciclo infeccioso de este patdogeno, contribuyendo a
explicar la persistencia del mismo en la poblacion.

Los sistemas de dos componentes constituyen un mecanismo de regulacion génica
muy comun en los microrganismos, y les permite adaptarse rapidamente a las condiciones
ambientales a través de la induccion de la expresion de genes en respuesta a estimulos
especificos [476]. B. pertussis tiene varios sistemas de dos componentes relevantes para su
patogénesis y, ademads, varios sistemas putativos cuya funcidon y relevancia no han sido
esclarecidos aun. De los pertenecientes a este ultimo grupo, en este estudio solo fueron
identificados dos, BP0160 y BP2934, pertenecientes a sistemas que responden a fosfato
inorganico y a condiciones redox respectivamente. Ninguno de estos factores fue identificado
en el proteoma de B. pertussis aislada de macrofagos, aunque en el transcriptoma de bacterias
en macrofagos fueron identificaron sin cambios en su expresion [379]. Estos resultados
parecen sugerir que estos reguladores podrian intervenir en la adaptacion al entorno
intracelular, pero mas estudios son necesarios para determinar si poseen alguna funcion
durante el proceso infeccioso o si son s6lo un vestigio evolutivo conservado de los ancestros
de vida ambiental a partir de los cuales evoluciond este patdgeno. En este estudio tampoco se
detectaron modificaciones en la abundancia del sistema PIrSR ni del sensor histidina quinasa
BP1092 recientemente caracterizado por nuestro grupo de investigacion (Debandi y col. en
revision). A diferencia de lo observado en este estudio, la abundancia de BP1092 en
macréfagos estd incrementada con respecto al control [274]. En estudios preliminares
destinados a evaluar la importancia de BP1092 llevados a cabo con una cepa mutante

construida en nuestro laboratorio se observd que efectivamente este factor es importante para
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la sobrevida de B. pertussis en macrofagos pero no es relevante para la sobrevida de esta
bacteria en células epiteliales (Debandi, datos no publicados). En estos estudios preliminares
se observo que BP1092 esta involucrada en la regulacion de la expresion de BvgA, BvgS y
BvgR asi como también de varios factores de virulencia, entre los que se encuentran CyaA,
PT y FHA. Se requieren mas estudios para determinar si la regulacion de BP1092 sobre los
factores de virulencia ocurre en forma directa o a través del sistema BvgAS, pero la
regulacion de CyaA y PT por BP1092 podria explicar las diferencias observadas en el rol de
este factor en la infeccion intracelular en células epiteliales y en macrofagos. El aumento de
la abundancia de BP1092 observado en bacterias aisladas de macréfagos podria influir en los
niveles de expresion de CyaA y PT, ambas necesarias para modular los mecanismos
bactericidas del macréfago y promover la sobrevida intracelular bacteriana. En cambio, en las
células epiteliales donde no se requiere la actividad de las toxinas para la sobrevida, BP1092
no influye en el nivel de sobrevida intracelular.

Por otro lado, nuestros estudios mostraron que la abundancia de otro regulador de
respuesta, BP3222, disminuye en el interior de las células epiteliales. En bacterias residiendo
dentro de macrofagos la abundancia de este factor aumento a tiempos largos post infeccion
[274], aunque no se observaron diferencias a nivel transcripcional [379]. BP3222 esta
codificado junto a la quinasa RisK, sugiriendo que podria regular la expresion de sus genes
blanco al ser fosforilado por la misma. RisK es la quinasa que fosforila al regulador de
respuesta RisA, cuyo regulon ha sido caracterizado a nivel transcriptomico e incluye una gran
cantidad de wvrgs (genes reprimidos en virulencia) [180], [477]. Nuestro grupo esta
actualmente estudiando el factor BP3222 y los resultados preliminares de estudios de
protedmica comparativa utilizando una cepa mutante defectiva en este factor construida en
nuestro laboratorio indican que regula la expresion de vrgs y vags (genes activados en
virulencia), sugiriendo que podria estar involucrado en el ajuste fino de la modulacion de la
virulencia (Carrica, datos no publicados). La distinta relevancia de los factores de virulencia
durante el proceso de adaptacion al entorno intracelular en macréfagos y en células epiteliales
podria explicar la tendencia opuesta en la expresion de este factor en cada caso. Ademas,
estos estudios sugieren que tanto RisA como BP3222, a través de su fosforilacion por RiskK,
estarian involucrados en la modulacion fina de la virulencia de B. pertussis, lo cual representa
un nuevo nivel de regulacion para el fenotipo de B. pertussis en respuesta al entorno. De
cualquier forma, estos resultados justifican que se estudie en profundidad la interrelacion de
los sistemas BvgAS, RisK-RisA y RisK-BP3222, y su importancia relativa en la regulacion

de la expresion de vags y vrgs en respuesta al entorno y su relevancia durante la infeccion.
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El sistema de dos componentes mejor caracterizado y actualmente considerado como
el mas relevante para la patogénesis de B. pertussis es el sistema de dos componentes BvgAS,
involucrado en la modulacion de la expresion de los principales factores de virulencia de la
bacteria. Segin los resultados de este estudio, el entorno intracelular epitelial no induce
cambios en la abundancia de ninguno de los componentes (BvgA o BvgS). Tampoco se
habian registrado cambios en la abundancia de este sistema en respuesta al entorno
intracelular de macréfagos, ni se modifico significativamente la abundancia de los principales
factores de virulencia en bacterias aisladas de macrofagos o de células epiteliales comparadas
con el control (bacterias infectantes). Teniendo en cuenta que en ambos casos la bacteria
infectante estd en fase virulenta, estos resultados sugeririan que esta es la fase en la que
persiste B. pertussis en localizacion intracelular. Por otro lado, en este estudio se detectd
disminuida la abundancia del factor BvgR, cuya funcion es reprimir la expresion de los vrgs
durante la fase virulenta. Sin embargo, no se detectaron vrgs conocidos con abundancia
aumentada, sugiriendo que la disminucion de BvgR no es suficiente para reflejarse en
modificaciones en los niveles de expresion de los vrgs o que el efecto del mismo no se
alcanzo6 a detectar en el tiempo evaluado en este estudio. Aunque estos resultados a nivel
protedmico parecen indicar que el entorno intracelular no afecta considerablemente el estado
de virulencia de la bacteria al menos hasta las 48 horas ([274] y este estudio), estudios
transcriptomicos parecen indicar lo contrario. Estudios previos de la respuesta transcripcional
de B. pertussis al entorno intracelular en macrofagos detectaron la disminucién de la
expresion de varios factores de virulencia como pertactina, fimbrias, PT y componentes del
sistema de secrecion de tipo 3 entre otros [379], [380]. La misma tendencia se observo en
estudios transcriptomicos de B. bronchiseptica aislada de macrofagos murinos RAW 264.7
en los que se observdé una disminucién en la expresion de transcriptos de factores de
virulencia tales como CyaA, toxina dermonecrotica y componentes del sistema de secrecion
de tipo 3 [475]. Mientras que las aparentes diferencias entre el transcriptoma y el proteoma de
B. pertussis aislada de macrofagos podrian explicarse por las diferencias de sensibilidad y de
disefio en tiempos de muestreo para cada caso, estudios realizados infectando macrofagos con
cepas deficientes en PT o CyaA demostraron claramente que ambas toxinas poseen un rol
inmunomodulador y que son relevantes para evitar el trafico bactericida y promover la
sobrevida intracelular de B. pertussis [87]. Esto podria deberse a que el entorno intracelular
induzca una disminucion de la expresion de factores de virulencia que no se alcanza a
observar a nivel de proteoma a las 48 horas por la vida media de las proteinas. Si este fuera el

caso, la actividad inmunomodulatoria de ambas toxinas que mantiene la sobrevida de la
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bacteria dentro del macréfago podria desaparecer a tiempos mas largos debido a esta
modulacion de fase. La actividad bactericida del macrofago podria tornarse mas eficiente a
medida que desaparecen las toxinas y su efecto inmunomodulador, disminuyendo las
posibilidades de B. pertussis de sobrevivir en esta localizacion intracelular a largo plazo. De
ocurrir esto, los macrofagos podrian ser un nicho intracelular transitorio para la bacteria. En
este sentido, las células del epitelio respiratorio podrian constituir un nicho mas permisivo a
largo plazo ya que, segln los resultados mostrados en este capitulo, ninguna de estas toxinas
caracteristicas de la fase virulenta es necesaria para la sobrevida de B. pertussis dentro de este
tipo celular. Esta diferencia es esperable ya que las células epiteliales no son fagocitos
profesionales y sus mecanismos bactericidas son menos agresivos que los de los macrofagos
cuya funcion principal es eliminar patdogenos. Ademas, en este contexto es posible especular
que las diferencias entre estos nichos podrian implicar distintos roles para cada uno a lo largo
del ciclo infeccioso.

En el proteoma de B. pertussis aislada de macrofagos se observd un incremento
significativo en la abundancia de proteinas implicadas en la reparacion del ADN y asociadas
con la respuesta SOS como son BP2506 y BP2081 (UvrC), sugiriendo una respuesta de B.
pertussis ante un dafio generalizado del ADN inducido por el ambiente [274]. Algo similar se
observo en B. bronchiseptica persistiendo en localizacion intracelular en macrofagos [475].
Por el contrario, en bacterias que sobreviven en el interior de células epiteliales no se
observaron aumentos en la abundancia de factores asociados a la respuesta SOS, sugiriendo
que B. pertussis no estd sometida a un dano generalizado de su material genético en el
entorno intracelular epitelial, reforzando la hipotesis de que se trata de un entorno menos
hostil. En apoyo de esta hipotesis, tanto en B. pertussis [274], [380] como en B.
bronchiseptica [475] sobreviviendo dentro de macrofagos se observd la induccion de
diversos factores asociados a la respuesta bacteriana a condiciones de estrés, cuya abundancia
no se modifico en el proteoma de B. pertussis aisladas de células epiteliales en este estudio.

Los microorganismos aerdbicos deben lidiar con especies reactivas de oxigeno (ROS
del inglés reactive oxygen species) que se generan como subproductos de su metabolismo y
son nocivas para si mismos. Debido a esto es que han adquirido, a lo largo de su evolucion,
mecanismos que les permiten neutralizarlas. Incluso hay microorganismos que, por tener
mecanismos de resistencia a ROS, producen grandes cantidades de las mismas, lo que les
permite competir con otros por un determinado nicho. Uno de los mecanismos bactericidas de
la inmunidad innata es justamente la produccion de estas especies reactivas de oxigeno en el

denominado estallido respiratorio asociado a la activacion de la célula inmune. Los patogenos
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exitosos poseen mecanismos que los protegen de este estallido respiratorio de las células en el
entorno de la infeccion. B. pertussis es considerado un microorganismo microaerofilo que, si
bien posee enzimas que permiten neutralizar las especies reactivas de oxigeno como la
catalasa BP3852 y las superoxido dismutasas SodA y SodB (BP0913 y BP2761
respectivamente), se intoxica y no puede crecer en presencia de cantidades elevadas de
oxigeno. Durante la infeccion, la actividad de CyaA, que inhibe la activacion de las células
inmunes y la produccion de ROS, es crucial para la sobrevida de B. pertussis a la interaccion
con neutréfilos y macréfagos y su eventual sobrevida en localizacion intracelular en ambas
células inmunes [83], [85], [87], [268]. El efecto inhibidor de esta toxina podria explicar que
B. pertussis no exprese SodA ni induzca las expresiones de SodB ni KatA incluso residiendo
dentro de macréfagos [274]. La produccion de especies reactivas de oxigeno como
mecanismo inmune no se ha estudiado en profundidad en células epiteliales, aunque se
documentaron aumentos en la produccioén de las mismas como respuesta a patdgenos [478].
En este trabajo observamos que dentro de células epiteliales B. pertussis no expresa SodA, no
induce la expresion de KatA y disminuye la expresion de SodB. Ademas, si también en este
caso la toxina adenilato ciclasa ejerce una inhibicioén en la produccion de especies reactivas
de oxigeno, el efecto de la misma no parece ser relevante ya que la ausencia de esta toxina no
afecta la sobrevida bacteriana.

Al ingresar al hospedador los patdogenos se enfrentan a condiciones de escasez de
minerales debido a que los vertebrados suelen secuestrarlos como parte de una estrategia que
limita el crecimiento bacteriano [468]. Esto determina que los mecanismos de adaptacion de
los microorganismos a la baja disponibilidad de nutrientes resulten un factor relevante en la
patogénesis de los mismos. En el caso particular de B. pertussis, la limitacion nutricional que
mas se estudid es la limitacion en la disponibilidad de hierro. El estudio de la misma permitio
identificar varios de los mecanismos que posee este patdogeno para adquirir hierro en
diferentes estados de oxidacion y a partir de diferentes sustratos [236], [469], [470], [471],
[472], [473]. En lo que concierne a la adquisiciéon de hierro en localizacion intracelular,
estudios previos demostraron que BfrD y BfrE, involucrados en la adquisicion de este metal a
través de catecolaminas, promueven sobrevida intracelular en la infeccion intracelular en
macrofagos [274]. En ese tipo celular se detectd un aumento significativo en la abundancia de
ambos receptores en bacterias sobrevivientes en localizacion intracelular. En paralelo, se
observo una disminucion de la sobrevida intracelular en la cepa mutante defectiva en la
expresion de los mismos a las 24 horas, que se recuperd a las 48 horas, sugiriendo que a

tiempos largos post infeccion B. pertussis podria inducir la expresion de otros sistemas de
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adquisicion de hierro que compensen la ausencia de BfrD y BfrE. También se observéd en
macréfagos un aumento de la abundancia del trasportador periplasmico IRP1-3 a tiempos
largos post infeccion sugiriendo que podria estar involucrado en este eventual efecto
compensatorio [274]. Para evaluar esta hipotesis se construyd una cepa defectiva en la
expresion de los tres factores y se evalud la sobrevida intracelular de la misma en
macréfagos. Los resultados mostraron que la cepa mutante defectiva en los tres receptores
sobrevive significativamente menos que la doble mutante defectiva en BfrD y BftE a las 24
horas pero que, al igual que la doble mutante, el nivel de sobrevida intracelular se restablecia
a nivel del de la cepa salvaje a las 48 horas (Cafiero, datos no publicados). Esto sugiere que
B. pertussis utilizaria IRP1-3 para asimilar hierro a las 24 horas en ausencia de BfrD y BftE,
pero a largo plazo, en ausencia de BfrD, BftE e IRP1-3, existe, o se induce, un mecanismo
compensatorio mediado por algin otro factor distinto de estos tres descriptos. Si bien en este
estudio del proteoma de B. pertussis en células epiteliales no se observd abundancia
aumentada de ninguno de estos factores, se evalud de todas formas la eventual importancia de
los mismos en la sobrevida intracelular de B. pertussis en células epiteliales mediante
mutantes. Los resultados del trafico y la sobrevida intracelular demostraron que ninguno de
estos receptores es particularmente relevante para el desarrollo de la infeccion en células del
epitelio respiratorio. Por otro lado, se detecté6 un aumento significativo en la abundancia de
un transportador putativo de sider6foros BP2016 (BrfB) en bacterias aisladas de las células
epiteliales, indicando que la adquisicion de hierro en este entorno intracelular podria estar
mediada por este factor. También se identificé al receptor peripldsmico BP1205 (AfuA) sin
modificaciones en su abundancia entre las bacterias extracelulares e intracelulares. Este
receptor es un transportador de tipo ABC involucrado en el transporte del hierro en complejo
con sider6foros o alcaligina desde el periplasma hacia el citoplasma [129], [236] y podria
actuar en conjunto con BrfB en el proceso de adquisicion de hierro en localizacion
intracelular epitelial. En resumen, aunque los factores involucrados en la adquisicion de
hierro de las bacterias que sobreviven en células epiteliales no fueron completamente
identificados en este estudio, los resultados permiten concluir que no son los mismos que
intervienen en la adquisicion de hierro en macréfagos seglin resultados de nuestros estudios
previos [274], sumando otra diferencia al entorno fagosomal en el que persiste B. pertussis en
estos dos tipos celulares.

Otro factor con demostrada relevancia en la infeccion intracelular en otros patogenos
[479] y de particular importancia para la sobrevida intracelular de B. pertussis en macréfagos

es el transportador MgtC [381]. Este factor tiene la capacidad de inhibir la enzima ATP
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sintasa anclada en la membrana bacteriana interna y evitar de esta forma la sobreproduccion
de ATP a partir del gradiente de protones generado entre el periplasma y el citoplasma. B.
pertussis habita en compartimentos intracelulares con caracteristicas de endosoma temprano
[273], de pH moderadamente acido [480], y dado que la membrana externa es permeable a
los protones, la actividad de MgtC previene la produccion de niveles suprafisiologicos de
ATP y por lo tanto facilita la sobrevida de B. pertussis en macrofagos. Algo similar se
observd en P. aeruginosas, cuando una cepa defectiva en este factor mostré un defecto en la
infeccion de ratones que se revirtio por deplecion de los macréfagos del modelo de infeccion
[479]. Los resultados del presente estudio, en cambio, indican que en células epiteliales la
ausencia de MgtC no es necesaria para la sobrevida intracelular de B. pertussis. Esto podria
sugerir que en este tipo celular el fagosoma es menos acido que en macréfagos y concuerda
con el hecho de que en el proteoma de bacterias intracelulares tampoco se haya observado un
aumento en la expresion de proteinas relacionadas con la adaptacion al estrés por bajo pH.

En resumen, los resultados presentados en este capitulo constituyen una primera
aproximacion al proceso de adaptacion de B. pertussis al entorno intracelular epitelial y
permiten vislumbrar diferencias y similitudes con la adaptaciéon al nicho intracelular en
macrofagos. Los mismos fueron obtenidos utilizando un modelo de infeccién que retiene
caracteristicas importantes del epitelio respiratorio como uniones estrechas funcionales.
Tomados en conjunto sugieren que el entorno intracelular epitelial es menos agresivo para el
patogeno ya que no se observa induccion de respuesta a estrés a diferencia de lo que ocurre
en macrofagos. Esto es coherente con la mayor tasa de sobrevida en este modelo epitelial
(Capitulo 3) en comparacion con la tasa de sobrevida en macrofagos [274]. También en este
sentido, se observo que la actividad inmunomoduladora de las toxinas CyaA y PT, promotora
de la sobrevida intracelular en macrofagos no es necesaria en este tipo celular. La
disminucién en la abundancia de proteinas relacionadas con el metabolismo sugiere que este
patdgeno podria inducir un fenotipo persistor en localizacion intracelular, lo que lo tornaria
menos susceptible a los posibles mecanismos bactericidas presentes en las células epiteliales.
Ademas de esto y segln se discutidé previamente en esta seccion, este tipo de fenotipo esta
asociado a infecciones cronicas y patégenos de dificil erradicacion y contribuiria a explicar la
dificultad para controlar las infecciones por B. pertussis.

Este estudio, aunque nos permiti6 avanzar en la comprension de la interaccion entre la
bacteria y la célula epitelial respiratoria, y es concluyente en algunos aspectos, aun es
preliminar en otros y debe ser confirmado con abordajes complementarios. Esto se debe, por

un lado, a la contaminacion de las muestras con proteinas eucariotas provenientes de las
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c€lulas hospedadoras que, aunque no afectan la identificacion, implica una menor
concentracion de proteinas bacterianas y disminuye la sensibilidad de las determinaciones.
Por otro lado, también es necesario estudiar la evolucion de la infeccion a plazos mas largos.
Al momento de la redaccion de este manuscrito estamos trabajando en ambos aspectos. Para
mejorar la calidad de las muestras se planea realizar un paso de separacion por citometria de
flujo (cell sorting) de las células infectadas y las no infectadas presentes en el sistema. Esta
muestra de células infectadas tendra una mayor proporciéon de proteina bacteriana sobre
proteina total y seria utilizada como material de partida para el proceso de aislamiento de B.
pertussis intracelular. En paralelo se prevé completar el estudio presentado en este trabajo de
Tesis evaluando la respuesta de las células hospedadoras a la infeccion. Para llevar a cabo
este analisis, que complementa el estudio que se esta llevando a cabo sobre la respuesta a la
infeccion en macréfagos en nuestro laboratorio, también se empleara el paso de separacion
por citometria de flujo ya que nos permitird estudiar por separado células infectadas y células
que estan presentes en el entorno de infeccion pero no tienen bacterias internalizadas. Con un
apropiado control de células no incubadas con bacterias, este disefio permitird evaluar en
simultaneo y de manera discriminada la respuesta de la célula al entorno de infeccion y la
respuesta de la célula con una infeccion activa. Hasta el momento no hay estudios que
evalten las infecciones intracelulares de B. pertussis de esta forma. La respuesta celular a
este patogeno se ha estudiado de forma global s6lo a nivel transcriptdémico y abarcando una
mezcla de poblaciones de células infectadas y no infectadas que probablemente estén
respondiendo de manera distinta. Creemos que esta nueva estrategia de estudio que
proponemos permitira obtener resultados mas concluyentes y completara el conocimiento ya

obtenido de la respuesta epitelial general a la infeccion por B. pertussis.
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4.4. Tabla Anexa

Comparaciéon de abundancia de las proteinas de B. pertussis identificadas en las muestras de bacterias
infectantes en localizacion extracelular (control), y aisladas de localizacion intracelular a 5 horas y 48 horas
post infeccion (Intracelular Sh e Intracelular 48h respectivamente). Las proteinas con niveles de abundancia
significativamente modificados se encuentran sombreadas. La comparacion entre las condiciones Intracelular
48h vs Intracelular 5h no se muestra debido a que no se identificaron proteinas con diferencias significativas al

compararlas.
, Intracelular 5h vs control Intracelular 48h vs control
Locus Gen Proteina
Log2 FC | p-valor | g-valor | Log2 FC | p-valor | g-valor
BP3690 | BP3690 conserved hypothetical protein 4,13 0,01 0,09 4,18 0,01 0,03
BP2664 | BP2664 | PUtative MarR-family transcriptional | 3 ¢ | 055 | 023 | 323 | 026 | 0,76
regulator
BP3573 | Bp3s73 | Putative branched-chainaminoacid |5 ) | 01 | 004 | 273 | 006 | 030
transport permease
BP1059 | BP1059 hypothetical protein 2,24 0,13 0,65 1,22 0,51 1,00
BP3755 | BP3755 putative outer membrane protein 2,16 0,01 0,02 0,37 0,86 1,00
BP3522 | BP3522 putative membrane protein 2,16 0,64 1,00 -0,38 0,98 1,00
BP2016 brfB putative ferric siderophore receptor 2,16 0,01 0,02 1,99 0,01 0,04
FolC bifunctional protein [includes:
BP1412 folC folylpolyglutamate synthase and 2,08 0,01 0,07 2,41 0,01 0,01
dihydrofolate synthase]
BPO8S4 | nuoN | NADH-ubiquinoneoxidoreductase, | g0 | gog | 047 | 003 | 1,00 | 1,00
chain N
BP1707 | BP1707 | Putative ABC-transport protein, 1,86 | 002 | 023 | 1.8 | 0,15 | 0,54
ATP-binding component
BP0903 | BP0903 putative membrane protein 1,77 0,01 0,12 3,45 0,01 0,01
BP1355 | BP1355 probable Lacl-family transcriptional 171 0.72 1,00 0.61 1,00 1,00
regulator
BP3759 | BP3759 mce related protein 1,64 0,37 1,00 1,22 0,46 1,00
BP3532 | expp | MOtA/TOlQ/ExbB proton channel 1,61 | 042 | 1,00 | 060 | 089 | 1,00
family protein
BP2224 bapA putative autotransporter 1,53 0,01 0,13 2,20 0,01 0,04
BP2997 fabE biotin carboxyl carrier protein of 1,53 0.94 1,00 112 0.55 1,00
acetyl-CoA carboxylase
BP0962 otfA electron transfer ﬂav'oprotem alpha- 1.36 0.61 1,00 1,04 0.79 1,00
subunit
BP0556 | hmgcL hydroxymethylglutaryl-CoA lyase 1,33 0,81 1,00 0,93 0,54 1,00
BP3766 | murA UDP-N-acetylglucosamine 1- 130 | 054 | 1,00 | 224 | 006 | 028
carboxyvinyltransferase
BP2507 fur ferric ion uptake regulator 1,27 0,99 1,00 0,10 1,00 1,00
BP2906 | BP2906 putative oxidoreductase 1,27 0,49 1,00 0,95 0,44 1,00
BP2927 | BP2927 | putative integral membrane protein 1,20 0,44 1,00 0,42 0,90 1,00
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Intracelular 5h vs control

Intracelular 48h vs control

L G Protei
ocus °n roteina Log2 FC | p-valor | g-valor | Log2 FC | p-valor | g-valor
biopolymer transport protein
BP3533 exbD ExbD/TolR 1,19 0,87 1,00 -0,30 0,96 1,00
BP2764 | BP2764 | putative biopolymer transport protein 1,15 0,42 1,00 -0,20 1,00 1,00
BP0324 apaH diadenosine-tetraphosphatase 1,15 0,22 0,85 0,88 0,92 1,00
BPO665 | BPOG6s | ymidine diphosphoglucose 4,6- 1,12 0,89 | 1,00 | 267 | 001 | 001
dehydratase
BP3417 | ruvC crossover junction 1,10 0,54 | 1,00 145 | 0,17 | 0,58
endodeoxyribonuclease
BP1175 | BP1175 putative exported protein 1,06 0,73 1,00 2,62 0,08 0,37
BP0840 | BP0g4p |  Outer membrane porin protein 1,10 | 006 | 043 | 015 | 1,00 | 1,00
precursor
BP1706 | BP1706 probable ATP-binding ABC 1,05 0,18 | 0,75 0,01 1,00 | 1,00
transporter protein
BP1756 | BP1756 conserved hypothetical protein 1,04 0,29 0,98 0,66 0,99 1,00
BP2368 prpC 2-methylcitrate synthase 1,04 0,65 1,00 1,19 0,95 1,00
BP0491 dnaA chromosomal repl{catlon initiator 1,03 0.97 1,00 129 0.93 1,00
protein
BP1962 bfrl putative ferrisiderophore receptor 1,03 0,59 1,00 -0,39 1,00 1,00
BP1435 | BP1435 conserved hypothetical protein 1,02 0,88 1,00 0,13 1,00 1,00
BP0380 | BP0380 | putative Sodium:sulfate symportert 1,00 0,63 1,00 -0,26 0,99 1,00
BP2538 | BP2538 integral membrane protein 0,97 0,71 1,00 -0,79 0,83 1,00
BP3809 | BP3809 conserved hypothetical protein 0,96 0,87 1,00 1,52 0,29 0,79
BP3023 | murG UDP-N-acetylglucosamine--N- 0,96 0,88 | 1,00 1,77 | 087 | 1,00
acetylmuramyl-
BP1236 | fkpB | [KPP-typepeptidyl-prolylcis-trans |\ o, | 657 | 100 | 059 | 089 | 1,00
isomerase
BPO761 | cyaB | Cyclolysinsecretion ATP-binding 0,94 0,19 | 0,78 1,32 0,11 | 044
protein
BP3636 secY preprotein translocase SecY subunit 0,94 0,60 1,00 0,01 1,00 1,00
BP3485 | ribH putative 6,7-dimethyl-8- 0,91 045 | 1,00 | 091 | 033 | 088
ribityllumazine synthase
BP3349 rppH RNA pyrophosphohydrolase 0,90 0,99 1,00 2,00 0,07 0,32
BP3618 plV 50S ribosomal protein L22 0,90 0,89 1,00 0,33 1,00 1,00
BP3651 | BP3651 putative membrane protein 0,89 0,90 1,00 0,16 1,00 1,00
BP2864 | BP2864 putative alcohol dehydrogenase 0,88 0,56 1,00 1,18 0,05 0,26
BP0184 | BP0184 putative exported protein 0,87 0,83 1,00 1,17 0,90 1,00
BP0259 | cyda | CYtochrome D ubiquinol oxidase 0,87 041 | 1,00 | 0,06 1,00 | 1,00
subunit [
BP1107 | lolC lipoprotein releasing system 085 | 016 | 071 | 142 | 082 | 1,00
transmembrane protein
BP0573 trkA Trk system potassium uptake protein 0,85 0,90 1,00 0,80 0,83 1,00

151




Intracelular 5h vs control

Intracelular 48h vs control

L Protei
ocus Gen rotetna Log2 FC | p-valor | g-valor | Log2 FC | p-valor | g-valor
. high-affinity branched-chain amino
BP1274 livG acid transport ATP-bindine protein 0,84 0,21 0,83 1,52 0,04 0,21
p gp
BP0842 | nuoB NADH’“b;%“gﬁzu%’sggred“tase’ 083 | 034 | 1,00 | 200 | 001 | 003
BP3028 ftsI peptidoglycan synthetase precursor 0,82 1,00 1,00 -0,14 1,00 1,00
BP0848 | nuoH NADH‘“blqulcli‘;?z %deored“‘:tase’ 081 | 044 | 1,00 | 047 | 077 | 1,00
BP2493 | BP2493 putative ATP-binding protein 0,80 0,86 1,00 0,39 1,00 1,00
BP3124 plY 50S ribosomal protein L25 0,79 0,91 1,00 0,35 1,00 1,00
BP1796 uvrB excinuclease ABC subunit B 0,78 0,36 1,00 1,33 0,05 0,28
BP1105 | rec] Smgle'Str;?ggs;g:s‘:'sf’e‘“ﬁc 0,77 0,59 | 1,00 | -147 | 032 | 084
BP2347 | BP2347 | PUtalive pﬁﬁﬁiﬁ;“;i?gip"“ ATP- 1 076 | 023 | 086 | 062 | 063 | 1,00
BP3284 atpF ATP synthase B chain 0,76 0,98 1,00 0,20 1,00 1,00
BP2400 | BP240p | Putative Coerﬁiﬁf transferase 0,72 | 060 | 1,00 | 103 | 096 | 1,00
BP3029 ftsL putative cell division protein 0,76 0,81 1,00 1,26 0,46 1,00
BP3121 ychF ribosome-binding ATPase YchF 0,74 0,65 1,00 -0,84 0,85 1,00
BP3758 | BP3758 putative membrane protein 0,72 0,75 1,00 0,04 1,00 1,00
BP3223 | BP3223 two-component sensor kinase 0,72 1,00 1,00 1,06 0,04 0,24
BP3008 grp glutamate uptake regulatory protein 0,72 0,76 1,00 1,69 0,44 0,99
BP0170 | rhE putative AP i?ceaf;zndem RNA 071 | 08 | 1,00 | 005 | 1,00 | 1,00
BP0749 rplU 50S ribosomal protein L21 0,71 0,87 1,00 0,58 0,81 1,00
phospho-N-acetylmuramoyl- )
BP3026 | mraY pentapeptide-transferase 0,71 0,57 1,00 1,47 0,79 1,00
BP0014 rplL 50S ribosomal protein L7/L12 0,69 1,00 1,00 1,55 0,67 1,00
BP3800 | BP3800 putative membrane protein 0,68 0,73 1,00 0,57 1,00 1,00
BP3286 atpA ATP synthase alpha chain 0,68 0,99 1,00 0,02 1,00 1,00
BP3760 | BP3760 putative lipoprotein 0,68 0,60 1,00 -0,71 1,00 1,00
BP1425 | dxr 1'de°"yr'£;l"c3t’l‘illgf§:r ;fggosl’hate 067 | 024 | 08 | 066 | 078 | 1,00
BP1014 pitA probable phosphate transporter 0,67 0,47 1,00 0,11 1,00 1,00
BP2894 | BP2go4 | Putative LySergﬁ;lt{fansc“puonal 0,67 | 0,68 | 1,00 | 006 | 1,00 | 1,00
BP3650 | BP3650 putative cytochrome C precursor 0,66 0,85 1,00 0,69 0,90 1,00
BP0905 mrcA penicillin-binding protein 1A 0,65 0,64 1,00 0,60 0,99 1,00
BP1037 | Int P “ta“;’:yﬁfr‘;ﬁls’t?eﬁ;‘::ln N- 064 | 096 | 100 | 08 | 083 | 1,00
BP2506 | BP2506 DNA repair protein 0,64 1,00 1,00 0,71 0,77 1,00
BP2188 purA adenylosuccinate synthetase 0,61 0,99 1,00 0,06 1,00 1,00
BP0276 petB cytochrome B 0,60 0,89 1,00 -0,21 1,00 1,00
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Intracelular 5h vs control

Intracelular 48h vs control

Locus Gen Proteina
Log2 FC | p-valor | g-valor | Log2 FC | p-valor | g-valor
BP3857 | BP3857 putative hydrolase 0,60 0,96 1,00 0,41 1,00 1,00
BP0533 | BP0533 probable transcriptional regulator 0,58 0,99 1,00 0,56 0,86 1,00
BP2178 | Bp2178 | Putative ABC transporter, ATP- 058 | 1,00 | 1,00 | 1,71 | 053 | 1,00
binding subunit
BP1211 | BP1211 putative exported protein 0,57 0,97 1,00 -0,21 1,00 1,00
BP2745 | BP2745 |Putative ABC transport protein, ATP-| - 57 1 95 | 100 | 033 | 100 | 1,00
binding component
BP0258 | BP0258 conserved hypothetical protein 0,55 0,61 1,00 -0,28 1,00 1,00
BP1815 | BP1815 conserved hypothetical protein 0,54 0,82 1,00 -0,12 1,00 1,00
BP1758 | BP1758 probable fatty acid desaturase 0,54 0,80 1,00 1,71 0,01 0,08
BP1466 | moba | Melybdopterin-guanine dinucleotide |54 | 64 | 100 | 001 | 1,00 | 1,00
biosynthesis protein A
BP2806 | BP2806 putative cation transport protein 0,54 0,91 1,00 1,40 0,35 0,89
BP1701 | ldcAl putative muramoyltetrapeptide 054 | 099 | 100 | 071 | 060 | 1,00
carboxypeptidase
BP0800 | BP0O80O | probable zinc-binding dehydrogenase 0,53 1,00 1,00 0,78 1,00 1,00
BP1227 radA DNA repair protein 0,51 0,45 1,00 0,84 0,85 1,00
BP2430 era GTPase Era 0,50 0,96 1,00 -1,04 0,72 1,00
BP0945 serC phosphoserine aminotransferase 0,50 0,81 1,00 -0,48 0,97 1,00
dihydrolipoamide succinyltransferase
BP1125 odhB component of 2-oxoglutarate 0,49 1,00 1,00 0,08 1,00 1,00
dehydrogenase complex
BP2388 | kdsa | 2dehydro-3-deoxyphosphooctonate |50 | 95 | 100 | 039 | 098 | 1,00
aldolase
BP3254 | pury | Putative formyltetrahydrofolate 048 | 090 | 1,00 | -0,03 | 1,00 | 1,00
deformylase
BP3420 | BP3420 | putative serine/threonine dehydratase 0,48 0,98 1,00 -1,74 0,94 1,00
phenylalanyl-tRNA synthetase
BP2574 pheS subunit alpha (RefSeq) 0,47 0,98 1,00 0,18 1,00 1,00
BP3646 | dsbD tthI:dlsulﬁdegr;fghange protein | g46 | 1,00 | 1,00 | 074 | 093 | 1,00
BP1819 | ugpBl glycerol-3-phosphate-binding 0,46 1,00 | 1,00 0,97 0,37 | 0091
periplasmic protein precursor
BP3770 | hisB imidazoleglycerol-phosphate 0,45 1,00 | 1,00 | 027 1,00 | 1,00
dehydratase
BP0169 | BP0169 putative exported protein 0,45 0,93 1,00 -1,04 0,36 0,90
BP2586 | BP2586 integral membrane protein 0,44 0,81 1,00 0,01 1,00 1,00
BP3491 ndh putative NADH dehydrogenase 0,44 0,91 1,00 0,09 1,00 1,00
BP3740 | colll putative cytochrome ¢ oxidase, 043 | 082 | 1,00 | -025 | 091 | 1,00
subunit I11
BP3747 | cpdAl | -cyclic adenosine monophosphate | 45 0,83 | 1,00 0,13 1,00 | 1,00

phosphodiesterase CpdA
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Intracelular 5h vs control

Intracelular 48h vs control

Locus Gen Proteina
Log2 FC | p-valor | g-valor | Log2 FC | p-valor | g-valor
BP3419 | BP3419 conserved hypothetical protein 0,43 0,95 1,00 -0,01 1,00 1,00
3.
BP2543 metE | methyltetrahydropteroyltriglutamate- 0,42 1,00 1,00 -0,35 1,00 1,00
-homocyst eine methyltransferase
BP1046 secD protein-export membrane protein 0,42 1,00 1,00 -0,67 1,00 1,00
BP3057 | BP3057 |  Putative ATP-dependent RNA 042 | 090 | 1,00 | 015 | 1,00 | 1,00
helicase
BP0003 parA ParA family protein 0,41 1,00 1,00 -1,19 0,97 1,00
BP1549 dnaX DNA polymerase III subunit Tau 0,41 1,00 1,00 -0,60 0,99 1,00
BP2886 | BP2886 putative lipoprotein 0,41 0,99 1,00 -0,44 0,96 1,00
BP3155 folA dihydrofolate reductase 0,40 0,85 1,00 -1,35 0,09 0,38
BP3214 | BP3214 |  Putative membranc-bound lytic 040 | 1,00 | 1,00 | 059 | 1,00 | 1,00
murein transglycosylase D precursor
BP0214 queC 7-cyano-7-deazaguanine synthase 0,40 0,94 1,00 0,46 0,98 1,00
BPI817 | ascD | CDP-6-deoxy-Lethreo-D-glycero-d--1 391y g5 | 100 | 003 | 087 | 1,00
hexulose-3-dehy drase reductase
BPOS49 | nuol | VADH-ubiquinone oxidoreductase, | 39 | g9 | 100 | 052 | 076 | 1,00
chain |
BP2816 | metN | Mmethionine import ATP-binding 0,38 1,00 | 1,00 | 030 | 1,00 | 1,00
protein MetN
BP0197 gcvP glycine cleavage system P protein 0,38 0,99 1,00 0,45 1,00 1,00
BP3072 | BP3072 putative acyltransferase 0,37 0,96 1,00 0,96 0,96 1,00
BP2533 ppa inorganic pyrophosphatase 0,36 1,00 1,00 1,15 0,62 1,00
BP2440 acpP acyl carrier protein 0,36 0,95 1,00 0,71 0,82 1,00
BP3828 | Bp3g2g | Putativeamino acid ABC transporter |\ 34| 450 | 100 | 002 | 1,00 | 1,00
ATP-binding protein
BP2196 | bamp | Outermembraneproteinassembly | 54 1 590 | 100 | 070 | 061 | 1,00
factor BamB
BP3413 | BP3413 putative monooxygenase 0,34 0,96 1,00 -1,42 0,15 0,54
respiratory-chain NADH
BP0845 nuoE dehydrogenase I, 24 kDa subunit 0,33 1,00 1,00 0,56 0,97 1,00
BP2744 | BP2744 | PUtative ABC transportprotein, ATP-\ 37 |y 50 | 100 | 028 | 1,00 | 1,00
binding component
BP0275 petC cytochrome C1 precursor 0,32 1,00 1,00 -0,98 0,77 1,00
BP0034 glyS glycyl-tRNA synthetase beta chain 0,32 1,00 1,00 -0,60 0,99 1,00
BP3285 atpH ATP synthase delta chain 0,31 1,00 1,00 0,23 0,98 1,00
BP0036 | BP0036 probable acyltransferase 0,31 0,96 1,00 -1,20 0,55 1,00
BP3176 | BP3176 probable GntR-family transcriptional 031 1,00 1,00 3,10 0.27 0.77
regulator
BP2433 lepA GTP-binding protein 0,30 1,00 1,00 0,93 0,62 1,00
BPISI8 | dadA | D-aminoaciddehydrogenasesmall | g 1,00 | 1,00 | -1,47 | 0,18 | 0,59
subunit
BP2335 argA amino-acid acetyltransferase 0,29 1,00 1,00 0,63 0,90 1,00
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Log2 FC | p-valor | g-valor | Log2 FC | p-valor | g-valor
BP3575 | BP3575 putative exported protein 0,29 1,00 1,00 0,35 1,00 1,00
BPO160 | phop | Phosphateregulon transcriptional 028 | 1,00 | 100 | 059 | 073 | 1,00
regulatory protein
BP1108 | lolD hp"pmtel&;edlfl’fg?i system ATP- 1 008 | 097 | 100 | -128 | 009 | 038
BP2683 | BP26gg | Putative integral membrane zinc- 028 | 096 | 100 | -052 | 084 | 1,00
metalloprotease
BP2932 cyoB ubiquinol oxidase polypeptide I 0,28 0,99 1,00 1,05 0,51 1,00
BP0794 rpsO 30S ribosomal protein S15 0,28 1,00 1,00 -1,21 0,62 1,00
BP0852 | nuoL NADH‘“blqulél}f;fl ‘i’“dored““ase’ 027 | 098 | 1,00 | 009 | 098 | 1,00
BP2699 glnB nitrogen regulatory protein 0,27 0,99 1,00 1,48 0,67 1,00
BP1427 | bamA | O% memg;i‘; %r:r;eg‘ assembly |55 | 100 | 1,00 | 026 | 1,00 | 1,00
BP1894 | BP1894 conserved hypothetical protein 0,24 0,99 1,00 -2,71 0,25 0,73
BP0048 | BP0048 conserved hypothetical protein 0,24 1,00 1,00 1,20 0,90 1,00
BP2197 | BP2197 putative membrane protein 0,23 1,00 1,00 0,39 0,98 1,00
BP3303 | nnD ADP-dependent (S)-NAD(P)H- 0,23 0,99 | 1,00 | -0,12 | 1,00 | 1,00
hydrate dehydratase
BP2195 der GTPase Der 0,23 1,00 1,00 -0,58 1,00 1,00
BP3136 | BP3136 putative sulfatase 0,22 1,00 1,00 -1,29 0,56 1,00
BP3732 | BP3732 putative exported protein 0,21 1,00 1,00 1,41 0,37 0,92
BP2225 | BP2225 putative phospholipase 0,21 1,00 1,00 0,52 0,97 1,00
BPO198 | BPO19g | Putative GniR-family transcriptional |, 1,00 | 1,00 | 024 | 1,00 | 1,00
regulator
BP3699 | BP3699 | GntR family transcriptional regulator 0,21 1,00 1,00 0,44 1,00 1,00
BP0529 | BP0529 autotransporter 0,21 1,00 1,00 -0,41 1,00 1,00
BP0708 | BP0708 putative membrane protein 0,20 0,96 1,00 -1,16 0,25 0,74
BP2173 | BP2173 putative ferredoxin 0,20 1,00 1,00 0,07 1,00 1,00
BP3075 | BP3075 conserved hypothetical protein 0,20 0,97 1,00 -0,40 0,96 1,00
BP2936 | BP2936 putative exported protein 0,20 1,00 1,00 -1,45 0,01 0,11
BP2535 | BP2535 putative exported protein 0,20 1,00 1,00 -0,61 0,94 1,00
BP0325 | BP0325 putative membrane protein 0,20 1,00 1,00 1,02 0,97 1,00
BP1725 | rlmD 238 rRNA (uracil(1939)-C(3))- 0,19 1,00 | 1,00 | -0,62 | 094 | 1,00
methyltransferase RImD ’ ’ ’ ’ ’ ’
dihydrolipoamide acetyltransferase
BP0994 aceF component of pyruvate 0,19 1,00 1,00 -0,72 1,00 1,00
dehydrogenase complex
BP2386 eno enolase 0,19 1,00 1,00 -0,71 1,00 1,00
BP3524 | BP3524 putative acetyltransferase 0,18 1,00 1,00 -0,09 1,00 1,00
BP3289 atpC ATP synthase epsilon chain 0,18 1,00 1,00 -0,36 0,93 1,00
BP0747 obg GTPase Obg 0,18 1,00 1,00 1,52 0,27 0,77
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Locus Gen Proteina
Log2 FC | p-valor | g-valor | Log2 FC | p-valor | g-valor
BP2304 | BP2304 putative 2-hydroxyacid 018 | 1,00 | 1,00 | 065 | 097 | 1,00
dehydrogenase
BP1798 | BP1798 putative DNA-binding protein 0,17 0,99 1,00 0,25 0,99 1,00
BP1047 | BP1047 putative secreted protein 0,17 0,99 1,00 -1,40 0,36 0,90
BP2329 | BP2329 putative transferase 0,17 1,00 1,00 0,74 1,00 1,00
BP3253 | BP3253 | putative conserved exported protein 0,16 1,00 1,00 -0,43 0,87 1,00
BP2360 <dhB succinate dehydroggnase iron-sulfur 0.16 1,00 1,00 20,59 0.96 1,00
protein
BP0162 | BP0162 putative membrane protein 0,16 1,00 1,00 -0,61 1,00 1,00
BP0991 | BP0991 two-component response regulator 0,15 1,00 1,00 -0,65 0,91 1,00
BPO185 | ded deoxycytidine triphosphate 0,14 | 097 | 1,00 | 047 | 099 | 1,00
deaminase
BP2194 | hisCl histidinol-phosphate 0,14 0,99 | 1,00 | -045 | 096 | 1,00
aminotransferase 1
BP2012 | BP2012 conserved hypothetical protein 0,14 1,00 1,00 0,01 1,00 1,00
BP0008 secE preprotein translocase SecE subunit 0,14 1,00 1,00 -1,07 0,13 0,49
BP2711 | moaC | Melybdenum cofactorbiosynthesis | 5 1,00 | 1,00 | 0,63 0,62 | 1,00
protein
BP0617 | BP0617 | TetR-family transcriptional regulator 0,13 1,00 1,00 -0,51 0,96 1,00
BP3308 | BP3308 putative acyl-CoA dehydrogenase 0,13 1,00 1,00 -0,31 1,00 1,00
BP3608 rpsL 30S ribosomal protein S12 0,13 1,00 1,00 -0,33 0,99 1,00
BP3778 | tarB | Sccrindependent protein translocase | |3 1,00 | 1,00 | 036 | 1,00 | 1,00
protein
BP3631 rplF 508 ribosomal protein L6 0,12 1,00 1,00 -0,82 0,34 0,88
BP1092 | BP1092 | Probable two-component histidine 0,12 1,00 | 1,00 | 0,26 1,00 | 1,00
kinase
BP1197 btr transcriptional regulatory protein 0,12 1,00 1,00 0,04 1,00 1,00
BP2021 acnB putative aconitate hydratase 0,12 1,00 1,00 -0,63 1,00 1,00
BPO0195 gevT glycine cleavage system T protein 0,11 1,00 1,00 -1,03 0,08 0,37
BP1440 | BP1440 putative membrane protein 0,10 1,00 1,00 -0,12 1,00 1,00
BP2581 | BP2581 hypothetical protein 0,10 1,00 1,00 -1,34 0,58 1,00
BP1576 | spoT | Suanosine-3.5-bis(diphosphate) 3- | 1,00 | 1,00 | 051 1,00 | 1,00
pyrophosphohydrolase
BP2198 hisS histidyl-tRNA synthetase 0,09 1,00 1,00 0,12 1,00 1,00
BP0222 | cat) 3-oxoadipate CoA-transferase 0,09 | 1,00 | 1,00 | 148 | 013 | 049
subunit B
BP0943 ompA | outer membrane protein A precursor 0,09 1,00 1,00 -0,97 0,64 1,00
BP2636 | BP2636 putative exported protein 0,09 1,00 1,00 -0,05 1,00 1,00
BP0442 | BP0442 meta”o'bet;'rlgg;mase family 0,09 | 1,00 | 1,00 | -1,14 | 073 | 1,00
BP3401 | BP3401 conserved hypothetical protein 0,08 1,00 1,00 0,62 0,90 1,00
BP2715 | BP2715 AhpC/TSA-family protein 0,08 1,00 1,00 0,13 1,00 1,00
BP2332 dnaE DNA polymerase III alpha subunit 0,08 1,00 1,00 -0,40 1,00 1,00
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Log2 FC | p-valor | g-valor | Log2 FC | p-valor | g-valor
BP2471 | BP2471 conserved hypothetical protein 0,08 1,00 1,00 -1,26 0,78 1,00
BP0190 | BP0190 | probable orn/arg/lys decarboxylase 0,07 1,00 1,00 -0,93 0,99 1,00
BP3073 | BP3073 putative acyltransferase 0,07 1,00 1,00 -0,32 0,97 1,00
BP1907 | BP1907 putative exported protein 0,07 1,00 1,00 -1,13 0,64 1,00
BP3832 ftsE cell division ATP-binding protein 0,07 1,00 1,00 -0,27 0,99 1,00
BP2333 | BP2333 putative dioxygenase 0,07 1,00 1,00 0,17 1,00 1,00
BP0572 | BPos72 | Putativetwo-componentresponse | o7 | yg0 | 100 | 1,11 | 034 | 088
regulator
BP2282 htpX protease HtpX homolog 0,06 1,00 1,00 -1,00 0,72 1,00
BP2796 rpsF 30s ribosomal protein s6 0,06 1,00 1,00 -0,52 0,94 1,00
BP09S2 | BPo9g2 |  Puative Rf;*n pseudouridylate 006 | 1,00 | 1,00 | 037 | 099 | 1,00
BP2199 | ispG 1'hydr°(’1‘iyp'§£$:é lsirftEh)a ;’;‘tenym' 0,05 | 1,00 | 1,00 | -135 | 025 | 0,73
BP3824 | BP3824 putative membrane protein 0,05 1,00 1,00 1,08 0,42 0,97
BP2791 dnaB DNA helicase 0,05 1,00 1,00 0,41 0,99 1,00
BP0182 | BP0182 | putative iron sulfur binding protein 0,04 1,00 1,00 0,56 0,96 1,00
BP0490 dnaN DNA polymerase iii, beta chain 0,04 1,00 1,00 -1,07 0,66 1,00
BP1219 | BP1219 putative phytoene synthase 0,04 1,00 1,00 -1,25 0,87 1,00
BP2643 | glpR glycer;’elsr ézggfgﬁgtzifgulon 0,03 1,00 | 1,00 | 2,09 | 007 | 034
BP3439 dnt dermonecrotic toxin 0,03 1,00 1,00 -0,25 1,00 1,00
BP3649 engB probable GTP-binding protein EngB 0,03 1,00 1,00 -0,15 1,00 1,00
BP3830 | BP3g30 | Puative aminoacid ABC transporter | o3| g0 | 100 | 038 | 097 | 1,00
permease protein
BPOSS3 | nuom | VADH-ubiquinone oxidoreductase, |, 1,00 | 1,00 | -0,85 | 084 | 1,00
chain M
BP3288 atpD ATP synthase beta chain 0,02 1,00 1,00 -0,85 0,39 0,93
BP3287 atpG ATP synthase gamma chain 0,02 1,00 1,00 -0,70 0,87 1,00
BP1045 secF protein-export membrane protein 0,02 1,00 1,00 -0,80 0,12 0,46
BP3795 ptlG | type IV secretion system protein PtIG 0,02 1,00 1,00 -0,12 1,00 1,00
BP0844 | nuoD dehrjjf;gzgﬁglgﬁgim . 0,01 1,00 | 1,00 | -0,77 | 087 | 1,00
BP3022 | murC UDP'N'aCetyiggzmate“alam“e 0.01 1,00 | 100 | -0.17 | 100 | 1,00
BP1462 aroC chorismate synthase 0,01 1,00 1,00 0,59 1,00 1,00
BP0795 | pnp polyribonucleotide 0,00 1,00 | 1,00 | -0,75 | 0,99 | 1,00
nucleotidyltransferase
BP1250 typA GTP-binding elongation factor 0,00 1,00 1,00 -0,95 0,17 0,58
BP1878 bvgA virulence factors transcription 0,00 1,00 1,00 0,93 0.79 1,00
regulator
BP3432 cysl putative sulfite reductase 0,00 1,00 1,00 0,42 1,00 1,00
BP0206 thiC thiamine biosynthesis protein -0,01 1,00 1,00 -0,82 1,00 1,00
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Log2 FC | p-valor | g-valor | Log2 FC | p-valor | g-valor
BP2043 IptE LPS-assembly lipoprotein LptE -0,01 1,00 1,00 -0,78 0,89 1,00
BP1566 mutS mismatch repair protein -0,01 1,00 1,00 0,41 1,00 1,00
BP2283 gor quinone oxidoreductase -0,01 1,00 1,00 -0,17 1,00 1,00
BP0659 | BP0659 | probable zinc-binding dehydrogenase | -0,01 1,00 1,00 -0,04 1,00 1,00
BP0248 fumC fumarate hydratase class II -0,01 1,00 1,00 -0,61 0,94 1,00
BP3655 | BP3655 penicillin-binding protein 1A -0,01 1,00 1,00 -1,56 0,24 0,71
BP0086 bplH putative glycosyl transferase -0,02 1,00 1,00 0,25 1,00 1,00
BP3395 | Bp33es | Putative ATP-dependent RNA 002 | 1,00 | 1,00 | -062 | 099 | 1,00
elicase
BP3473 ftsY cell division protein -0,02 1,00 1,00 -0,51 0,98 1,00
BP1144 tex transcription accessory protein -0,02 1,00 1,00 -0,89 0,71 1,00
BP3710 | BP3710 | TetR-family transcriptional regulator -0,02 1,00 1,00 1,07 0,02 0,14
BP0368 | gdhA NADE;‘;‘;C:fgCeﬁla‘;?mate 0,02 | 1,00 | 1,00 | 081 | 068 | 1,00
BP0174 bfr bacterioferritin -0,02 1,00 1,00 -2,92 0,01 0,11
BP3060 | BP3060 putative transglycosylase -0,03 1,00 1,00 -0,55 1,00 1,00
tRNA uridine 5-
BP0001 | mnmG carboxymethylaminomethyl -0,03 1,00 1,00 -1,08 0,27 0,77
modification enzyme MnmG
BP2325 | BP2325 putative transferase -0,03 1,00 1,00 -0,71 0,28 0,78
BP0792 | pssA pgta;;‘;i;g&‘;ﬁ?fgﬁﬂgfggergge 003 | 1,00 | 1,00 | -1,62 | 003 | 0,19
BP0094 rfaC probable heptosyltransferase -0,03 1,00 1,00 0,11 1,00 1,00
BP3092 | BP3092 putative phospholipase D protein -0,03 1,00 1,00 -0,67 0,84 1,00
BP1728 | BP1728 putative glutaredoxin -0,03 1,00 1,00 0,82 0,98 1,00
BP0208 | BP0208 putative oxidoreductase -0,03 1,00 1,00 -0,92 0,89 1,00
BP1537 gcdH glutaryl-CoA dehydrogenase -0,03 1,00 1,00 -0,81 0,91 1,00
BP3775 | hisE pf;};g;fé‘s’;fgﬁzgga Is)e 0,03 | 098 | 1,00 | 047 | 083 | 1,00
BP3555 | BP3555 putative acetyltransferase -0,04 1,00 1,00 -0,64 0,97 1,00
BP1794 lexA LexA repressor -0,04 1,00 1,00 -1,11 0,74 1,00
BP3630 rpsH 30S ribosomal protein S8 -0,04 1,00 1,00 0,56 0,99 1,00
BP3127 lolIB outer-membrane lipoprotein LolB -0,04 1,00 1,00 -1,34 0,22 0,69
BP0847 | nuoG | \ADH-ubiquinone oxidoreductase, | s 1,00 | 1,00 | -0,49 | 1,00 | 1,00
75 kDa subunit
BP0377 mrdA penicillin-binding protein 2 -0,05 1,00 1,00 -0,81 1,00 1,00
BP3626 rpIN 50S ribosomal protein L14 -0,05 1,00 1,00 -0,29 1,00 1,00
BP1443 | BP1443 conserved hypothetical protein -0,05 0,87 1,00 -0,54 0,75 1,00
BP3405 ompQ | outer membrane porin protein OmpQ -0,05 1,00 1,00 -1,25 0,11 0,44
BP1152 | BP1152 putative exported protein -0,05 1,00 1,00 -2,55 0,56 1,00
BP1246 nusA N utilization substance protein A -0,05 1,00 1,00 -0,17 1,00 1,00
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BP1702 | BP1702 probable enoyl-CoA 0,05 | 1,00 | 1,00 | -1,33 | 0,63 | 1,00
hydratase/isomerase
. ribosomal protein S12
BP0545 rimO methylthiotransferase RimO -0,05 1,00 1,00 -0,03 1,00 1,00
BP0441 | BP0441 | MerR-family transcriptional regulator | -0,05 1,00 1,00 -3,14 0,28 0,78
BP1467 | BP1467 | putative iron sulfur binding protein -0,06 1,00 1,00 -1,77 0,11 0,44
BP3609 psG 30S ribosomal protein S7 -0,06 1,00 1,00 -0,71 0,86 1,00
BPO016 | rpoC | PTA-directed Rclfﬁlf‘“ymerase beta'l 4 07 1,00 | 1,00 | -0,79 | 099 | 1,00
BP3594 | metH >-methyltetrahydrofolate.- 0,07 | 1,00 | 1,00 | 008 | 1,00 | 1,00
homocysteine methyltransferase

BP3597 thiG thiazole biosynthesis protein -0,07 1,00 1,00 -0,93 0,96 1,00
BP1711,

BP2201 BP1711 transposase -0,07 1,00 1,00 -0,55 0,95 1,00
BP1884 fhaC hemolysin activator-like protein -0,08 1,00 1,00 -0,95 1,00 1,00
BP3648 | hemB putative delta-aminolevulinic acid 20,09 1,00 1,00 1,74 0.72 1,00

dehydratase
BP3641 rpsD 30S ribosomal protein S4 -0,09 1,00 1,00 -0,88 0,02 0,16
BP1068 | pstB | Phosphatetransport ATP-binding | 69 | 150 | 100 | -08 | 095 | 1,00
protein
BP2387 | BP2387 conserved hypothetical protein -0,09 1,00 1,00 -0,08 1,00 1,00
BP0398 | BP0398 putative membrane protein -0,09 1,00 1,00 -0,47 0,94 1,00
BP3467 | BP3467 putative exported protein -0,09 1,00 1,00 -0,33 1,00 1,00
putative electron transfer
BP2403 | BP2403 flavoprotein-ubiquinone -0,09 1,00 1,00 -0,85 0,35 0,89
oxidoreductase

BP0141 | BP0141 | probable iron-sulfur binding oxidase -0,10 1,00 1,00 0,01 1,00 1,00
BP0007, .

BP3611 tufl elongation factor Tu -0,10 1,00 1,00 -0,73 1,00 1,00
BP0606 | BP0606 conserved hypothetical protein -0,10 1,00 1,00 -0,76 0,08 0,35
BP3657 aroB 3-dehydroquinate synthase -0,10 1,00 1,00 -1,07 0,28 0,77
BP2726 | BP2726 putative oxidoreductase -0,10 1,00 1,00 -1,06 0,20 0,63
BP0941 | BP0941 putative phosphoglycolate 0,00 | 1,00 | 1,00 | -057 | 0,77 | 1,00

phosphatase
BP1499 gshB glutathione synthetase -0,10 1,00 1,00 -1,24 0,19 0,63
BP3751 adhl alcohol dehydrogenase class I11 -0,10 1,00 1,00 -1,22 0,97 1,00
BP1419 rpsB 30S ribosomal protein S2 -0,10 1,00 1,00 -1,12 0,57 1,00
BPO122 | BPO122 | Sugar ABC transporter, ATP-binding | - 1| 109 | 100 | 158 | 001 | 008
protein

BP1722 | BP1722 conserved hypothetical protein -0,10 1,00 1,00 0,07 1,00 1,00
BP3833 | BP3833 putative permease protein -0,11 1,00 1,00 0,21 0,99 1,00
BP1062 | BP1062 probable aminotransferase -0,11 1,00 1,00 -0,14 1,00 1,00
BP3321 | BP3321 putative amidase -0,11 1,00 1,00 -0,23 1,00 1,00
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BP1426 | BP1426 putative membrane protein -0,12 1,00 1,00 -1,34 0,31 0,84
BP0180 metG methionyl-tRNA synthetase -0,12 1,00 1,00 -0,05 1,00 1,00
BP2561 rdgC recombination-associated protein 0,12 1,00 1,00 1,07 0.95 1,00
RdgC
BP2675 paakK phenylacetate-coenzyme A ligase -0,12 1,00 1,00 0,47 0,97 1,00
BP3619 rpsC 30S ribosomal protein S3 -0,13 1,00 1,00 -0,86 0,89 1,00
BP0495 yidC membrane protein insertase YidC -0,14 1,00 1,00 -0,40 1,00 1,00
BPOS57 | bfE | Propable TonB-dependentreceptor | 45 | 150 | 100 | 005 | 100 | 1,00
for iron transport
BP1732 ppiD | peptidyl-prolyl cis-trans isomerase D -0,14 1,00 1,00 -1,05 0,48 1,00
BP0947 tyrA prephenate dehydrogenase -0,14 1,00 1,00 -1,04 0,49 1,00
BP2041 | proa | Putative gamma-glutamylphosphate | 14 1 g0 | 100 | 098 | 021 | 0,66
reductase
BP2983 ardA r1b0nucle051de—dlphosphate reductase 0,15 1,00 1,00 120 0.20 0.64
alpha chain
BP0278 | mscL large-conductance mechanosensitive 0,15 0,99 1,00 2020 0.99 1,00
channel
BP3442 pyrD dihydroorotate dehydrogenase -0,16 1,00 1,00 -0,46 0,76 1,00
BP2959 | BP2959 | putative integral membrane protein -0,16 1,00 1,00 -0,19 1,00 1,00
BP2549 | BP2549 putative sugar transport protein -0,16 1,00 1,00 -0,33 1,00 1,00
sn-glycerol-3-phosphate transport
BP1284 ugpC ATP-binding protein -0,16 1,00 1,00 -0,93 0,78 1,00
BP1163 | BP1163 | probable short-chain dehydrogenase -0,16 1,00 1,00 -1,25 0,57 1,00
BP2437 sigE RNA polymerase sigma factor -0,17 1,00 1,00 1,03 0,44 1,00
BP2075 | BP2075 putative efflux system inner 0,17 | 1,00 | 1,00 | 221 | 001 | 001
membrane protein
BP0949 cmk cytidylate kinase -0,17 1,00 1,00 -0,12 1,00 1,00
BP2014 acnA putative aconitate hydratase -0,17 1,00 1,00 -1,43 0,01 0,11
BP0789 ilvl acetolactate synthase large subunit -0,17 1,00 1,00 -0,49 1,00 1,00
BP3341 | BP3341 putative periplasmic protein -0,17 1,00 1,00 0,37 0,99 1,00
BPO666 | glms | gtucosamine--fructose-6-phosphate | 15|50 | 100 | 064 | 1,00 | 1,00
aminotransferase [isomerizing]
BP0475 rne ribonuclease E -0,18 1,00 1,00 -0,64 0,99 1,00
BP0374 mreB rod shape-determining protein -0,18 1,00 1,00 -1,42 0,02 0,12
BP3530 hupB DNA-binding protein Hu-beta -0,18 0,97 1,00 -1,31 0,01 0,02
BP1984 | BP19g4 |  Putative oligopeptide transport 0,19 | 099 | 1,00 | -068 | 0,60 | 1,00
system permease protein
BP0386 | BP0386 putative thioredoxin -0,19 0,99 1,00 0,22 1,00 1,00
BP3589 trpB tryptophan synthase beta chain -0,19 1,00 1,00 -0,83 0,90 1,00
BP3870 | BP3870 probable aminotransferase -0,19 0,97 1,00 -0,29 1,00 1,00
BP2341 | BP2341 | conserved hypothetical lipoprotein -0,20 1,00 1,00 -0,29 0,99 1,00
BP2317 | BP2317 putative ribonuclease -0,20 1,00 1,00 0,02 1,00 1,00
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BP3785 ptxD pertussis toxin subunit 4 precursor -0,20 1,00 1,00 -0,83 0,80 1,00
BP0252 ggt gamma-glutamyltranspeptidase -0,20 1,00 1,00 -0,93 0,72 1,00
BP3068 ahcY adenosylhomocysteinase -0,20 1,00 1,00 -1,17 0,064 1,00
BP2934 | BP2934 | Putative two component system 020 | 097 | 1,00 | -175 | 0,02 | 0,14
response regulator
BP2546 recA RecA protein -0,21 1,00 1,00 -1,53 0,07 0,32
BP1569 | BP1569 putative lipoprotein -0,21 1,00 1,00 -1,31 0,27 0,77
BP0289 | ilvDl hihydroxy-acid dehydratase 1 -0,21 1,00 1,00 -0,92 0,77 1,00
BP3047 | BP3047 conserved hypothetical protein -0,21 1,00 1,00 0,32 1,00 1,00
BP1000 | gap glyceraldehyde-3-phosphate 0,21 1,00 | 1,00 | 2,11 | 0,01 | 0,11
dehydrogenase
BP0964 | BP0964 | probable acyl-CoA dehydrogenase -0,22 1,00 1,00 0,25 1,00 1,00
BP1257 | BP1257 putative membrane protein -0,22 0,99 1,00 0,84 0,84 1,00
BP3116 | BP3116 putative modification methylase -0,22 1,00 1,00 -0,47 1,00 1,00
BP3653 lysA diaminopimelate decarboxylase -0,23 1,00 1,00 -0,85 0,65 1,00
BP1836 alaS alanyl-tRNA synthetase -0,23 1,00 1,00 -0,84 1,00 1,00
BP3628 rplE 508 ribosomal protein L5 -0,23 1,00 1,00 -1,26 0,58 1,00
BP1481 | leuc | >-isopropylmalate dehydrataselarge | 1,00 | 1,00 | -043 | 099 | 1,00
subunit
BP0240 | BP0240 conserved hypothetical protein -0,24 1,00 1,00 0,38 0,98 1,00
BP3418 ruvA holliday junction DNA helicase -0,24 0,91 1,00 -0,61 0,88 1,00
BP2010 efp putative elongation factor P -0,24 0,99 1,00 -0,46 0,95 1,00
BP2395 | BP2395 | Putative t?;i‘:}‘)ﬁg:;‘::s:pendem 024 | 099 | 1,00 | -083 | 043 | 0,99
BP0975 rplS 50S ribosomal protein L19 -0,24 0,97 1,00 -0,99 0,28 0,78
BP1072 ppk polyphosphate kinase -0,24 1,00 1,00 0,43 1,00 1,00
BP3090 | BP3090 conserved hypothetical protein -0,24 0,99 1,00 -0,51 0,88 1,00
BP0035 | BP0035 | Putative haloi‘;jgrgfa};aelogenase'hke 025 | 095 | 1,00 | -0,03 | 1,00 | 1,00
BP1218 | BP1218 putative exported protein -0,25 1,00 1,00 -0,98 0,31 0,83
BP3796 ptlH | type IV secretion system protein PtIH -0,25 1,00 1,00 0,60 0,99 1,00
BP0888 | BP0888 | GntR-family transcriptional regulator -0,25 0,93 1,00 -1,90 0,04 0,25
BP1746 | BP1746 | Putative pepgi)‘;filzcan'bmdmg 025 | 1,00 | 1,00 | 015 | 1,00 | 1,00
BP2504 | hrea | Pedt-inducible tﬁf:fipﬁon TEPrEssor | 25 | 099 | 1,00 | -1,11 | 078 | 1,00
BP2571 | BP2571 | Putative trans;?optz;nal regulatory | 555 | 008 | 1,00 | -111 | 023 | 070
BP0598 | BP0598 conserved hypothetical protein -0,26 0,98 1,00 -0,37 1,00 1,00
BP3048 | BP3048 hypothetical protein -0,26 1,00 1,00 -1,75 0,42 0,97
BP2432 lep signal peptidase I -0,26 1,00 1,00 -0,07 1,00 1,00
BP2203 valS valyl-tRNA synthetase -0,27 1,00 1,00 -0,37 1,00 1,00
BP0207 | BP0207 putative aldehyde dehydrogenase -0,27 1,00 1,00 0,66 1,00 1,00
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BP3744 | BP3744 putative bifunctional protein -0,27 0,98 1,00 -0,81 0,93 1,00
BP2973 | dbpa | Probable ATP-dependent RNA 027 | 099 | 100 | -003 | 1,00 | 1.00
helicase
BP0484 11dD L-lactate dehydrogenase -0,27 1,00 1,00 -0,56 0,95 1,00
BP3087 | hsty | ATP-dependent Hslprotease ATP- | o571y g0 | 190 | -056 | 100 | 1.00
binding subunit
BP2909 | BP2909 conserved hypothetical protein -0,27 1,00 1,00 -0,38 0,97 1,00
BP1005 | BP1005 conserved hypothetical protein -0,28 1,00 1,00 -0,03 1,00 1,00
BP3014 secA preprotein translocase secA subunit -0,28 1,00 1,00 -0,74 0,96 1,00
BP1596 glnA glutamine synthetase -0,28 1,00 1,00 -0,22 1,00 1,00
BP0693 hprK HPr kinase/phosphorylase -0,28 1,00 1,00 1,40 0,04 0,24
BP1146 comL competence lipoprotein precursor -0,29 1,00 1,00 -0,53 0,99 1,00
BP0375 mreC rod shape-determining protein -0,29 1,00 1,00 -1,68 0,15 0,54
BP2396 | BP239¢ | Putative binding-protein-dependent |, | g0 | 100 | 037 | 1,00 | 1,00
transport periplasmic protein
BP1761 | BP1761 | Propable ABC transporter ATP- -0,30 1,00 | 1,00 | 032 1,00 | 1,00
binding protein
BP2234 | brpl | Putative RNA polymerase sigma 030 | 095 | 1,00 | -075 | 065 | 1,00
factor
BP3642 | rpoA DNA-directed RNA polymerase -0,30 1,00 | 1,00 | -126 | 007 | 034
alpha chain
BP0460 topB DNA topoisomerase iii -0,31 1,00 1,00 -1,07 0,99 1,00
BP2308 | BP2308 conserved hypothetical protein -0,31 1,00 1,00 0,29 0,99 1,00
BP0954 rfaE ADP-heptose synthase -0,31 1,00 1,00 0,06 1,00 1,00
BP2420 | BP2420 | putative integral membrane protein -0,31 0,94 1,00 -0,13 1,00 1,00
BP3238 | BP3238 putative glycosyl transferase -0,31 0,99 1,00 -1,37 0,14 0,50
BP3331 | rsmA ribosomal RNA small subunit 0,31 1,00 | 1,00 | -0,31 1,00 | 1,00
methyltransferase A
BP0082 | bplL lipopolysaccharide biosynthesis -0,31 1,00 | 1,00 | -0,88 | 081 | 1,00
protein
BP0217 | BPO217 3-hydroxybutyryl-CoA 032 | 100 | 1,00 | 001 | 1,00 | 1,00
dehydrogenase
BP3689 | BP3689 putative membrane protein -0,32 0,99 1,00 -1,78 0,07 0,32
BP0953 lapB 11popolysacchar1d§ assembly protein 032 0,99 1,00 035 1,00 1,00
BP0131 leuA 2-isopropylmalate synthase -0,33 1,00 1,00 -0,73 0,97 1,00
BP3526 rnr putative ribonuclease R -0,33 1,00 1,00 -1,02 0,97 1,00
BP1983 | BP1983 putative extracellulgr solute-binding 033 1,00 1,00 0.40 1,00 1,00
protein
BP0372 | gatA glutamyl-tRNA(GLN) 034 | 1,00 | 1,00 | -1,02 | 071 | 1,00
amidotransferase subunit A
BP1085 | BP1085 conserved hypothetical protein -0,34 0,91 1,00 -1,74 0,01 0,09
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BPO784 | ily | Putativeacetolactate synthaselarge | 54 1 00 | 100 | 109 | 097 | 1,00
subunit
BP2076 | BP2076 putative efflux system 034 | 1,00 | 1,00 | -093 | 043 | 099
transmembrane protein
BP0697 | BP0697 ABC transporter -0,34 0,99 1,00 -0,80 0,45 1,00
BP0379 Idh putative L-lactate dehydrogenase -0,35 0,99 1,00 -1,16 0,01 0,09
BP0779 | BP0779 conserved hypothetical protein -0,35 0,96 1,00 -1,68 0,68 1,00
BP2389 pyrG CTP synthase -0,35 1,00 1,00 -0,62 0,97 1,00
BP0609 otpA putative carboxy-terminal processing 035 1,00 1,00 1,19 0.96 1,00
protease precursor
BP3640 rpsK 30S ribosomal protein S11 -0,35 0,86 1,00 -1,89 0,01 0,01
BP1076 folP dihydropteroate synthase -0,35 1,00 1,00 0,15 1,00 1,00
BP1470 | BP1470 utative iron-sulfur binding protein -0,35 0,98 1,00 0,79 0,94 1,00
p gp
BP1506 | BP1506 putative exported protein -0,36 1,00 1,00 -0,39 1,00 1,00
BP3643 rplQ 50S ribosomal protein L17 -0,36 0,97 1,00 -1,75 0,08 0,35
BP2431 e ribonuclease III -0,36 0,93 1,00 -1,38 0,09 0,39
BP3146 | BP3146 putative asparagine synthase -0,36 1,00 1,00 -0,52 1,00 1,00
BP2473 ftsK putative cell division protein -0,36 1,00 1,00 -0,63 0,94 1,00
BP1563 | BP1563 putative chromate reductase -0,36 0,82 1,00 0,74 0,44 1,00
BP3333 pykA pyruvate kinase -0,37 1,00 1,00 -0,74 0,94 1,00
BP2992 pcp putative lipoprotein -0,37 0,96 1,00 -1,19 0,02 0,14
BP3793 ptlE type IV secretion system protein PtIE -0,37 0,92 1,00 0,20 0,98 1,00
BP1759 uvrD DNA helicase II -0,37 1,00 1,00 -1,01 0,34 0,88
BP0005 | parB | Probablechromosome partitioning | 37 | 695 | 00 | 063 | 090 | 1,00
protein ParB
BP2933 | cyoA putative ubiquinol oxidase 2037 | 090 | 1,00 | -0,74 | 022 | 0,69
polypeptide II
BP1423 | uppS undecaprenyl pyrophosphate 0,38 0,96 | 1,00 0,41 0,74 | 1,00
synthetase
BP3821 panC pantoate--beta-alanine ligase -0,38 0,96 1,00 -0,66 0,99 1,00
BP2661 | BP2661 putative exported protein -0,38 0,89 1,00 0,11 1,00 1,00
BP3328 | BP3328 conserved hypothetical protein -0,39 0,93 1,00 -0,62 1,00 1,00
BP1432 IpxB lipid-A-disaccharide synthase -0,39 0,90 1,00 -2,59 0,05 0,25
BP3063 | BP3063 putative aminohydrolase -0,39 1,00 1,00 0,18 1,00 1,00
BP3552 ahpC alkyl hydroperoxide reductase -0,39 1,00 1,00 -0,99 0,70 1,00
BP0790 ilvH acetolactate synthase small subunit -0,39 0,98 1,00 -0,03 1,00 1,00
BP2361 sdhA succinate dehydrogeqase flavoprotein 10,39 1,00 1,00 0,44 1,00 1,00
subunit
BP3757 | Bp3757 | Putative ABC ansporter, ATP- 1 39 | 97 | 100 | .058 | 067 | 1,00
binding protein
BP3816 zapD cell division protein ZapD -0,40 1,00 1,00 -0,68 0,95 1,00
BP0161 | ubiE ubiquinone/menaquinone 040 | 096 | 100 | -1,81 | 000 | 0,05

biosynthesis methyltransferase
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BP0106 lipA lipoic acid synthetase -0,40 0,92 1,00 -1,54 0,79 1,00
BP3560 ligA DNA ligase -0,40 1,00 1,00 -0,37 1,00 1,00
BP1763 | dapE sueshayielm el gie 0,40 | 042 | 1,00 | -1,33 | 0,01 | 001
desuccinylase
BP3276 | BP3276 conserved hypothetical protein -0,41 1,00 1,00 -0,32 1,00 1,00
BP2235 bscC putative type III secretion protein -0,42 0,81 1,00 -0,74 0,89 1,00
BP3583 | pncB puttative micotinate 042 | 1,00 | 1,00 | 167 | 003 | 018
phosphoribosyltransferase
BP0942 | ubiG 3-demethylubiquinone-9 3- 042 | 080 | 1,00 | -0,62 | 0,72 | 1,00
methyltransferase
BP2702 argH argininosuccinate lyase -0,42 0,99 1,00 -0,23 1,00 1,00
BP2862 | BP2862 conserved hypothetical protein -0,42 1,00 1,00 1,40 0,03 0,19
BP2743 | BP2743 | Putative ABC transport protein, ATP-\ 1) | 095 | 100 | -1,82 | 001 | 001
binding component
BP1753 ileS isoleucyl-tRNA synthetase -0,42 1,00 1,00 -0,71 0,96 1,00
BP3240 | uvrA2 putative excinuclease ABC subunit -0,42 1,00 1,00 -0,50 1,00 1,00
BP1050 | queA 5-adenosylmethionine:tRNA 042 | 099 | 1,00 | 038 | 1,00 | 1,00
ribosyltransferase-isomerase
BP1004 | BP1004 | phosphate acetyl/butaryl transferase -0,42 0,99 1,00 -0,73 0,95 1,00
BP1972 srpH serine acetyltransferase -0,44 0,83 1,00 -1,33 0,62 1,00
BP2534 | BP2534 putative exported protein -0,44 1,00 1,00 -1,01 0,94 1,00
BP2397 | Bp2397 |  Putative ABC transporter ATP- 044 | 1,00 | 1,00 | -036 | 1,00 | 1,00
binding subunit
BP0752 | BP0752 | LysR-family transcriptional regulator -0,44 0,69 1,00 1,28 0,08 0,35
BP2253 bopD putative outer protein D -0,44 0,99 1,00 0,25 1,00 1,00
BP3226 gInS | putative glutaminyl-tRNA synthetase -0,44 1,00 1,00 -0,73 1,00 1,00
BP2141 | BP2141 putative exported protein -0,44 0,87 1,00 -2,52 0,25 0,73
BP0502 | BP0502 integrase -0,44 0,97 1,00 -1,02 0,80 1,00
BP3621 rpmC 508 ribosomal protein L29 -0,45 0,90 1,00 -2,06 0,44 1,00
BP3471 | coaD phosphopantetheine 045 | 098 | 1,00 | -0.64 | 0,60 | 1,00
adenylyltransferase
BP1415 purF amidophosphoribosyltransferase -0,45 1,00 1,00 -0,90 0,38 0,92
BP0383 argB acetylglutamate kinase -0,45 0,92 1,00 -0,12 1,00 1,00
BP3452 | BP3452 | GntR family transcriptional regulator -0,45 0,98 1,00 0,41 1,00 1,00
BP2057 | BP2057 |  Putative ABC-transporter ATP- 045 | 093 | 1,00 | -143 | 014 | 051
binding protein
BP3767 | hisG putative ATP 045 | 080 | 1,00 | -165 | 030 | 082
phosphoribosyltransferase
BP3326 | BP3326 putative inner membrane protein -0,45 0,77 1,00 -1,18 0,06 0,31
ER AR ER ﬁgﬂp"lymemse beta | 46 | 100 | 100 | -1,13 | 001 | 004
BP2952 glyA serine hydroxymethyltransferase -0,46 1,00 1,00 -1,29 0,13 0,48
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BP1882 | fimC outer membrane usher protein 046 | 1,00 | 1,00 | -0,62 | 1,00 | 1,00
precursor
BP3143 | BP3143 putative glycosyltransferase -0,46 0,91 1,00 0,01 1,00 1,00
BP1264 parE topoisomerase IV subunit B -0,46 1,00 1,00 -0,85 0,99 1,00
BP2193 | hfq | PuatveRNA-bindingregulatory | 0 | 95 | 100 | -148 | 003 | 0,19
protein
BP1777 lon ATP-dependent protease La -0,47 1,00 1,00 -0,98 0,82 1,00
BP2338 | BP2338 putative transport protein -0,47 1,00 1,00 -1,65 0,38 0,92
BP1126 | odhL 2'Oé‘é’ngq;ugf‘tédjgg%ré’f:;a“ 047 | 1,00 | 1,00 | -120 | 036 | 0,90
BP2323 | Bp2323 | Conserved hypotheticalmembrane | 47 1 65 | 100 | 017 | 1,00 | 1,00
protein
BP0559 | BP0559 probable aminotransferase -0,47 0,81 1,00 -0,86 0,77 1,00
BP2185 dnaG DNA primase -0,48 0,86 1,00 -0,16 1,00 1,00
BP3251 pdxH pyridoxamine 5'-phosphate oxidase -0,48 0,95 1,00 -1,04 0,17 0,57
BP3494 brkA serum resistance protein -0,48 1,00 1,00 -0,81 0,93 1,00
BPO8S6 | bfrp | Provable fz (r"i‘g;ldfgzg‘;ffr‘: recepor | o048 | 1,00 | 1,00 | -136 | 001 | 0,10
BP3559 | BP3559 putative membrane protein -0,48 0,71 1,00 -1,64 0,01 0,07
BP0132 | BP0132 putative membrane protein -0,48 0,74 1,00 -1,55 0,58 1,00
BP1262 rho transcription termination factor Rho -0,48 1,00 1,00 -1,33 0,01 0,06
BP0680 | BP0680 conserved hypothetical protein -0,48 0,72 1,00 -1,47 0,22 0,69
BP1883 fhaE protein FhaE -0,48 0,96 1,00 0,64 0,90 1,00
BP2508 omlA outer membrane lipoprotein -0,48 0,78 1,00 -1,40 0,04 0,24
BP2498 dnal molecular chaperone -0,49 0,92 1,00 -0,30 1,00 1,00
BP0608 | BP0608 putative peptidase -0,49 0,96 1,00 0,00 1,00 1,00
BP0489 gyrB DNA gyrase subunit B -0,49 1,00 1,00 -1,45 0,01 0,06
BP3030 | rsmH “bOS;rzfﬁyiiﬁsigzltsﬁb““‘t 049 | 072 | 1,00 | 081 | 075 | 1,00
BP3344 | BP3344 | proline-rich inner membrane protein -0,49 0,96 1,00 -1,17 0,56 1,00
BP3017 | IpxC U]zf efygh[li O};ngﬁl"eyifcl:g’é ls]eN' 0,49 | 098 | 1,00 | -0,63 | 1,00 | 1,00
BP1040 | BP1040 PhoH-like protein -0,49 0,95 1,00 -0,66 0,99 1,00
BP3777 | tatA Sec"“depe‘;‘iz‘t‘;ﬁr%z‘/‘; translocase | 49 | 076 | 1,00 | -0.88 | 040 | 094
BP2416 | BP2416 | Putative LysR-family transeriptional | 55| 76 | 100 | _106 | 022 | 0,68
regulator
BP1898 | BP1898 putative membrane protein -0,50 0,79 1,00 -0,30 0,99 1,00
BP2191 hflK putative membrane protein -0,50 0,99 1,00 -1,04 0,10 0,42
BP1879 fhaB filamentous hemagglutinin/adhesin -0,51 1,00 1,00 -1,09 0,97 1,00
BP2326 | BP2326 | putative polysaccharide deacetylase -0,51 0,83 1,00 -0,52 0,81 1,00
BP2309 purD | phosphoribosylamine--glycine ligase -0,51 0,99 1,00 -0,45 1,00 1,00
BP2331 | BP2331 putative transferase -0,51 0,54 1,00 -0,01 1,00 1,00
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BP0629 | pdhA | Putative pyruvatedehydrogenase E1 | 5 | g95 | 100 | 051 | 082 | 1,00
component, alpha subunit
BP3002 | BP3002 conserved hypothetical protein -0,52 0,95 1,00 -1,00 0,97 1,00
BP2798 |  dxs I-deoxy-D-xylulose 3-phosphate | 5, | (50 | 100 | -057 | 093 | 1,00
synthase
BP0013 rplJ 508 ribosomal protein L10 -0,52 0,90 1,00 -1,66 0,02 0,01
BP3128 | BP3128 conserved hypothetical protein -0,52 0,70 1,00 -1,30 0,12 0,46
BP3783 ptxA pertussis toxin subunit 1 precursor -0,52 0,97 1,00 -1,19 0,50 1,00
BP2190 | hfc | Putativeinnermembranc-anchored | 5 | 99 | 100 | -094 | 019 | 061
protein
BP2421 pepA cytosol aminopeptidase -0,53 0,99 1,00 -0,79 0,97 1,00
BP2358 gltA citrate synthase -0,53 0,76 1,00 -1,17 0,07 0,34
BP3615 rplW 50S ribosomal protein L23 -0,53 0,71 1,00 -1,32 0,05 0,27
BP0098 birA putative biotin protein ligase -0,53 0,95 1,00 -0,43 1,00 1,00
BP2874 ribE riboflavin synthase alpha chain -0,53 0,71 1,00 -1,66 0,25 0,73
BP3606 | BP3606 | putative potassium channel protein -0,54 0,99 1,00 -1,17 0,68 1,00
BP1120 | maeB2 NADP-dependent malic enzyme -0,54 1,00 1,00 -1,64 0,01 0,08
BP1452 | carA Carbamoyl'phosfél;f synthase small | 54 1 63 | 100 | -030 | 099 | 1,00
BP1010 | BP1010 putative acetyltransferase -0,54 0,88 1,00 -1,49 0,63 1,00
BP2891 | BP2891 conserved hypothetical protein -0,54 1,00 1,00 -0,40 0,89 1,00
BP3527 | rimB 235 rRNA (guanosine-2-0-)- 055 | 070 | 1,00 | 109 | 088 | 1,00
methyltransferase RimB
BP3822 | BP3822 conserved hypothetical protein -0,55 0,94 1,00 -0,58 0,75 1,00
BP0951 ihfB integration host factor beta-subunit -0,55 0,75 1,00 -0,03 1,00 1,00
BP3036 | BP3036 putative hydrolase -0,55 0,44 1,00 -0,65 0,29 0,79
BP2573 | pheT phenylalanyl'tifgnsymhetase beta | 555 | 097 | 1,00 | -1,92 | 001 | 002
BP2315 vag8 autotransporter -0,56 0,91 1,00 -1,02 0,60 1,00
BP3790 ptlC type IV secretion system protein PtIC -0,56 0,75 1,00 -1,99 0,12 0,47
BP1751 | dfp DNA/ pang’thenate metabolism 056 | 088 | 100 | 004 | 1,00 | 1,00
avoprotein
BP3269 | BP3269 putative monooxygenase -0,56 0,98 1,00 -0,43 1,00 1,00
BP2334 | BP2334 putative ATP-dependent helicase -0,56 0,63 1,00 -0,44 1,00 1,00
BP1630, capsular polysaccharide biosynthesis
BP3149 wbpP protein -0,56 0,89 1,00 -1,44 0,71 1,00
BP2434 mucD serine protease -0,56 1,00 1,00 -1,09 0,46 1,00
BP3066 | BP3066 putative methylenetetrahydrofolate 0,56 0.76 1,00 129 0.40 0.94
reductase
BP2509 dapB dihydrodipicolinate reductase -0,57 0,86 1,00 -1,59 0,32 0,85
BP2307 | BP2307 conserved ATP-binding protein -0,57 0,99 1,00 -0,83 1,00 1,00
BP2810 | BP2810 putative hydrolase -0,57 0,93 1,00 -0,74 0,95 1,00
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UDP-N-acetylmuramate:L.-alanyl-
BP3000 mpl gamma-D-glutamyl- meso- -0,57 0,93 1,00 -0,98 0,33 0,88
diaminopimelate ligase
BP0244 mutL DNA mismatch repair protein -0,57 0,80 1,00 -0,57 0,53 1,00
BP2184 rpoD RNA polymerase sigma factor 70 -0,57 1,00 1,00 -1,27 0,09 0,39
BP0139 ilvA threonine dehydratase biosynthetic -0,57 0,41 1,00 -0,85 0,95 1,00
BP0990 folD1 bifunctional protein FolD 1 -0,57 0,78 1,00 -0,73 0,32 0,86
BP0091 | bplC lipopolysaccharide biosynthesis 0,57 | 083 | 1,00 | -0,8 | 025 | 075
protein
BP0506 | BP0506 | phage-related hypothetical protein -0,57 0,88 1,00 -0,40 0,99 1,00
BP1073 ppx exopolyphosphatase -0,58 0,96 1,00 -0,77 0,99 1,00
BP1910 ACCA biotin carboxylase subunit of acetyl- 0,58 0.96 1,00 0,75 0.72 1,00
CoA carboxylase
BP3624 | BP3624 putative aldehyde dehydrogenase -0,58 0,66 1,00 -1,50 0,08 0,34
BP1535 | Bp1s3s | Putative thiamine-pyrophosphate- | 50 | 95 | 100 | 043 | 099 | 1,00
requiring enzyme
BP1465 | moecA molybdopterin biosynthesis protein -0,58 0,90 1,00 -1,48 0,28 0,78
BP1797 | ptpA low molecular weight protein- 0,59 | 049 | 1,00 | -243 | 0,12 | 046
tyrosine-phosphatase
BP0371 | gatB glutamyl-tRNA(GLN) 059 | 098 | 1,00 | -09 | 067 | 1,00
amidotransferase subunit B
BP1775 | clpP ATP-dependent Clp protease 059 | 097 | 100 | -210 | 005 | 027
proteolytic subunit
BP2470 serS serine--tRNA ligase -0,59 0,91 1,00 -1,29 0,55 1,00
BP0802 secG protein-export membrane protein -0,60 0,43 1,00 -0,38 0,80 1,00
BP3727 | BP3727 putative glycosyl transferases -0,60 0,72 1,00 -1,12 0,98 1,00
BP1084 thrB homoserine kinase -0,60 0,95 1,00 -0,05 1,00 1,00
BP2572 ihfA integration host factor alpha-subunit -0,60 0,65 1,00 -1,07 0,27 0,77
BP0958 cysM cysteine synthase B -0,60 0,92 1,00 -1,09 0,86 1,00
BP2187 | BP2187 putative transferase -0,60 0,54 1,00 -1,69 0,02 0,15
BP3632 rplR 50S ribosomal protein L18 -0,61 0,84 1,00 -0,27 0,98 1,00
BP3227 minC putative cell division inhibitor -0,61 0,94 1,00 -2,34 0,11 0,43
BP0988 | BP0988 putative exported protein -0,61 0,95 1,00 0,07 1,00 1,00
BP0205 | BP0205 putative exported protein -0,61 0,95 1,00 -1,88 0,01 0,01
BP3152 | coq7 | 2-homaprenyl-3-methyl-6-methoxy- | oo 659 | 100 | o159 | 001 | 0,09
1,4-benzoquinol hydroxylase
capsular polysaccharide biosynthesis
BP3150 | wbpO . -0,61 0,92 1,00 -1,41 0,31 0,84
protein
BP0011 rplA 50S ribosomal protein L1 -0,61 1,00 1,00 -1,85 0,02 0,15
BP2439 | fabF 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] -0,61 0,94 | 1,00 | -148 | 0,69 | 1,00
synthase 11
BP2964 | BP2964 conserved hypothetical protein -0,62 0,97 1,00 -0,55 0,99 1,00
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BP2078 | pdxy | Pyridoxalphosphatebiosynthetic | oo | 028 | 100 | 242 | 004 | 022
protein
BP2575 plT 50s ribosomal protein -0,62 0,66 1,00 2,12 0,08 0,37
BP1254 polA DNA polymerase | -0,62 0,97 1,00 -0,08 1,00 1,00
BP2788 | BP2788 hypothetical protein -0,63 0,95 1,00 -0,99 0,99 1,00
BP1362 | BP1362 | Putative amino-acid ABC transporter, | (3 | 78 | 100 | -1,08 | 087 | 1,00
ATP-binding protein
BP1455 | gpmB | probable phosphoglycerate mutase 2 -0,63 0,67 1,00 -0,75 0,67 1,00
BP3577 | BP3577 | ABC transl’;ﬁ;fp'bmdmg 0,63 | 080 | 1,00 | -08 | 039 | 094
BP1075 glmM phosphoglucosamine mutase -0,63 0,59 1,00 -1,38 0,01 0,06
BP1986 | BP19g6 | PUtalive ABC transporter, ATP- 1 60| 989 | 100 | -018 | 1,00 | 1,00
binding protein
BP0387 | BP03&7 putative exported protein -0,64 0,53 1,00 -2,08 0,04 0,24
BP1909 | BP1909 | DNA-3-methyladenine glycosylase -0,64 0,42 1,00 -1,67 0,06 0,29
BP1436 pPpsA phosphoenolpyruvate synthase -0,65 1,00 1,00 -1,14 0,69 1,00
BP0721 | BP0721 probable aminotransferase -0,65 1,00 1,00 0,50 0,99 1,00
BP0995 IpdA dihydrolipoamide dehydrogenase -0,65 1,00 1,00 -1,31 0,69 1,00
BP1266 parC topoisomerase [V subunit A -0,65 0,53 1,00 -1,03 0,94 1,00
BP1252 | BP1252 putative exported protein -0,65 0,46 1,00 -1,83 0,04 0,24
BP1526 | purE phosphoribosylaminoimidazole -0,65 0,80 | 1,00 0,17 1,00 | 1,00
carboxylase catalytic subunit

BP2562 | pyrBl aspartate carbamoyltransferase -0,66 0,94 1,00 -0,97 0,27 0,77
BP0033 glyQ glycyl-tRNA synthetase alpha chain -0,66 0,99 1,00 0,01 1,00 1,00
BP1244 | BP1244 conserved hypothetical protein -0,66 0,81 1,00 -1,30 0,01 0,08
BP1038 corC magnesium and cobalt efflux protein -0,67 0,76 1,00 -1,54 0,05 0,28
BP0977 | BP0977 probable oxidoreductase -0,67 0,74 1,00 -0,51 1,00 1,00
BP0428 | BP0428 putative GntR-family transcriptional 0,67 0.93 1,00 136 0.36 0.90

regulator

bifunctional proline

BP2749 putA oxidoreductase/transcriptional -0,67 1,00 1,00 -0,95 0,24 0,72

repressor
el I B i 067 | 072 | 1,00 | 219 | 003 | 0,04

glucosamine N-acyltransferase

BP0625 | BP0625 | probable acyl-CoA dehydrogenase -0,67 0,75 1,00 -0,31 1,00 1,00
BP1485 | BP1485 putative membrane protein -0,67 0,72 1,00 -0,62 0,93 1,00
BP0709 aspS aspartyl-tRNA synthetase -0,67 0,96 1,00 -1,08 0,82 1,00
BP0172 prfC peptide chain release factor 3 -0,68 0,97 1,00 -0,75 0,89 1,00
BP2966 | BP2966 probable carboxylesterase -0,68 0,79 1,00 -0,47 1,00 1,00
BP3495 grolL 60 kDa chaperonin -0,68 1,00 1,00 -1,66 0,01 0,01
BP0239 pcnB poly(A) polymerase -0,68 0,76 1,00 -1,12 0,88 1,00
BP3787 ptxC pertussis toxin subunit 3 precursor -0,68 0,87 1,00 -1,44 0,87 1,00
BP3620 rplP 50S ribosomal protein L16 -0,68 0,46 1,00 -0,98 0,71 1,00
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BP3558 smc chromosome partition protein Smc -0,69 0,78 1,00 -0,75 1,00 1,00
BP2373 | BP2373 conserved hypothetical protein -0,69 0,33 1,00 -1,90 0,01 0,07
BP1876 bvgR regulatory protein BvgR -0,69 0,84 1,00 -1,41 0,02 0,03
BP3304 | BP3304 putative enoyl-CoA hydratase -0,69 1,00 1,00 1,37 0,65 1,00
BP0216 | sphBI TGO B ILE 0,69 | 056 | 1,00 | -1.48 | 001 | 001
protease
BP1497 thrS threonyl-tRNA synthetase -0,69 0,99 1,00 -0,50 1,00 1,00
BP0864 mfd transcription-repair coupling factor -0,69 0,95 1,00 0,15 1,00 1,00
BP1430 | fabZ (3R)'hyp‘g)‘ifc‘§ﬁrelﬁty‘grg‘;£ catier 1 o070 | 0,72 | 1,00 | -08 | 0,82 | 1,00
BP1845 | BP1845 conserved hypothetical protein -0,70 0,90 1,00 -2,84 0,03 0,19
BP2755 | BP2755 putative exported protein -0,70 1,00 1,00 -0,27 1,00 1,00
BP1484 | asd aspartate-semialdehyde 0,70 | 090 | 1,00 | -072 | 091 | 1,00
dehydrogenase
BP2488 icd isocitrate dehydrogenase [NADP] -0,70 0,88 1,00 -1,59 0,11 0,44
BP2189 | hisz | TP pfé’gsﬁg‘t’gg;oszgiQSf“ase 071 | 070 | 1,00 | 097 | 054 | 1,00
BP0O114 | BP0114 putative exported protein -0,71 0,65 1,00 -2,57 0,25 0,74
BP2441 | fabG 3-oxoacyl-{acyl-carrier protein] -0,71 0,03 | 028 | -229 | 001 | 001
reductase
BP0624 | BP0624 putative substrate-CoA ligase -0,71 0,62 1,00 -1,76 0,01 0,02
BP0999 tktA transketolase 1 -0,71 0,99 1,00 -1,53 0,02 0,03
BP1143 trpS tryptophanyl-tRNA synthetase -0,71 0,97 1,00 -2,00 0,46 1,00
BP1124 | odha | 2-oxoglutaratedehydrogenaseEl | o0 | o6 | 100 | 2138 | 001 | 001
component
BP3852 katA catalase -0,72 0,92 1,00 -0,96 0,98 1,00
BP3020 ftsQ putative cell division protein FtsQ -0,72 0,71 1,00 -2,19 0,58 1,00
BP3614 rplD 50S ribosomal protein L4 -0,72 0,15 0,71 -1,61 0,01 0,02
BP3468 | BP3468 hypothetical protein -0,72 0,67 1,00 -0,71 0,96 1,00
BP2753 | clpA ATP'dependeg‘itniilifr’l gr(’tease ATP- 072 | 077 | 100 | 092 | 1,00 | 1,00
BP1420 tsf elongation factor Ts -0,72 0,89 1,00 -0,93 0,23 0,70
BP0478 | BP0478 probable hydrolase -0,72 0,43 1,00 -2,08 0,07 0,33
BP2783 thrC threonine synthase -0,72 0,86 1,00 -1,33 0,09 0,39
BP1877 bvgS virulence sensor protein -0,73 0,62 1,00 -0,97 0,22 0,68
BP3754 | BP3754 | Slutamate Synﬂlahsaeh[lNADPH] small | 23 | 073 | 1,00 | -135 | 003 | 004
BP1795 | tyrB aromatic-amino-acid 073 | 05 | 100 | -073 | 076 | 1.00
aminotransferase
BP0274 SSpA stringent starvation protein A -0,73 0,82 1,00 -1,22 0,24 0,71
BP2200 | BP2200 putative membrane protein -0,73 0,40 1,00 -1,20 0,16 0,56
BP3123 pth peptidyl-tRNA hydrolase -0,73 0,24 0,89 0,44 0,99 1,00
BP1578 gmk guanylate kinase -0,73 0,64 1,00 -1,28 0,47 1,00
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BP2424 | BP2424 | putative integral membrane protein -0,74 0,51 1,00 -1,06 0,41 0,96
BP1123 | BP1123 putative membrane protein -0,74 0,78 1,00 0,17 1,00 1,00
BP2072 | BP2072 putative lipoprotein -0,74 0,27 0,95 -1,78 0,02 0,12
BP3329 IptD LPS-assembly protein LptD -0,74 1,00 1,00 -1,50 0,17 0,58
BP3346 | BP334e | Putative TolQ-like translocation 074 | 027 | 095 | -1,13 | 071 | 1,00
protein
BP1498 infC translation initiation factor IF-3 -0,74 0,88 1,00 -0,57 1,00 1,00
BP0498 | BP0498 | LysR-family transcriptional regulator -0,75 0,78 1,00 -0,61 0,70 1,00
BP0993 | aceE pyruvate dehydrogenase E1 0,75 099 | 1,00 | -09 | 0,67 | 1,00
component
BP0751 ispB octaprenyl-diphosphate synthase -0,75 0,95 1,00 -1,46 0,97 1,00
BP3125 prs ribose-phosphate pyrophosphokinase -0,75 0,73 1,00 -1,06 0,10 0,41
BP1848 holB DNA polymerase III, delta' subunit -0,76 0,47 1,00 -0,90 0,17 0,57
BP0403 | BP0403 putative exported protein -0,76 0,35 1,00 -0,76 0,72 1,00
BP2624 | guaA GMP synthase [glutamine- 0,76 | 1,00 | 100 | -128 | 088 | 1,00
hydrolyzing]
BP1071 | pstS phosphate-binding periplasmic 0,76 | 096 | 1,00 | -0,04 | 1,00 | 1,00
protein precursor
BP0465 | BP0465 | probable aldehyde dehydrogenase -0,76 0,42 1,00 -0,97 0,93 1,00
BP3734 | BP3734 SCO1/SenC family protein -0,76 0,71 1,00 -3,20 0,02 0,15
BP2668 | purl, | Phosphoribosylformylglycinamidine | o oc | 640 | 100 | -091 | 048 | 1,00
synthase
BP1453 | carB Carbamoyl'phosc%fi‘f synthaselarge | 57 | o085 | 100 | -127 | 002 | 0,14
BP3493 brkB serum resistance protein -0,77 0,98 1,00 1,56 0,06 0,29
BP2751 | BP2751 putative membrane protein -0,77 0,93 1,00 -1,39 0,07 0,32
BP1041 | miaB _ (RNA-2-methylthio-N(6)- 0,77 | 057 | 1,00 | -031 | 099 | 1,00
dimethylallyladenosine synthase
BP0561 | BP0561 putative exported protein -0,77 0,53 1,00 -1,38 0,93 1,00
BP3534 basR response regulator protein -0,77 0,80 1,00 -0,13 1,00 1,00
BP1651 | BPl6s1 | Putative TetR-family transcriptional | 26| o469 | 100 | 232 | 034 | 0388
regulator
BP2858 | tyrBl aromatic-amino-acid 0,78 | 089 | 1,00 | -031 | 1,00 | 1,00
aminotransferase
BP1801 | iscA [Fe-S] cluster formation/repair 0,78 068 | 1,00 | -2,63 | 027 | 077
protein
BP2722 | BP2722 | putative membrane transport ATPase -0,78 0,99 1,00 -0,38 1,00 1,00
BP2047 bph2 DNA-binding protein Bph2 -0,79 0,90 1,00 -1,24 0,02 0,16
BP1150 phbB acetoacetyl-CoA reductase -0,79 0,27 0,95 -2,11 0,01 0,01
BP1077 ftsH cell division protein -0,79 0,63 1,00 -1,22 1,00 1,00
BP2212 hmp flavohemoprotein -0,79 0,31 1,00 -1,86 0,04 0,05
BP2454 | BP2454 putative oxidoreductase -0,79 0,25 0,90 -1,08 0,17 0,57
BP2059 | BP2059 putative thiolase -0,79 0,86 1,00 -1,91 0,04 0,05
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BP1570 dapA dihydrodipicolinate synthase -0,79 0,87 1,00 -1,12 0,36 0,90
BPI521 | purc | Phosphoribosylaminoimidazole- | 56| 695 | 100 | 020 | 1,00 | 1,00
succinocarboxamidesynthase
BP2080 nagZ putative beta-hexosaminidase -0,79 0,22 0,85 -0,46 0,98 1,00
BP3019 ftsA cell division protein FtsA -0,79 0,74 1,00 -0,74 1,00 1,00
BP0760 cya bifunctional hemolysin/adenylate 20,80 0.73 1,00 1,14 0.63 1,00
cyclase
BP1612 recG ATP-dependent DNA helicase -0,80 0,93 1,00 0,87 0,92 1,00
BP0571 | BPos71 | Putative two-component sensor 080 | 051 | 1,00 | 0,82 | 097 | 1,00
kinase
BP1776 | clpx | /TP-dependentClp protease ATP- | o5 | 98 | 100 | -068 | 062 | 1,00
binding subunit
BP1315 | BP1315 universal stress family protein -0,80 0,60 1,00 -1,27 0,16 0,56
BP3753 | gip | Slwtamatesynthase [NADPH]large | 00 | 093 | 100 | -138 | 023 | 069
chain precursor
BP0985 acrB acriflavine resistance protein B -0,81 0,92 1,00 -0,01 1,00 1,00
BP3348 proS prolyl-tRNA synthetase -0,81 0,87 1,00 -1,23 0,03 0,19
BP1176 | astE putative succinylglutamate 080 | 08 | 1,00 | 029 | 095 | 1,00
desuccinylase
BP3142 | pei putative glucose-6-phosphate 081 | 09 | 1,00 | 047 | 1,00 | 1,00
isomerase
BP1482 | leup2 | Sisopropylmalate dehydratase small | o 0,63 | 1,00 | -048 | 097 | 1,00
subunit 2
BP1112 | bipa | Putativeouter membrane ligand 08 | 093 | 1,00 | -123 | 000 | 005
binding protein
BP1847 tmk thymidylate kinase -0,82 0,53 1,00 0,00 1,00 1,00
BP1198 | clpp | ATP-dependentprotease, ATPase | o7 | g7 | 100 | -144 | 078 | 1,00
subunit
BP2564 | BP2564 putative lipoprotein -0,82 0,51 1,00 -1,22 0,70 1,00
BP1895 oplaH 5-oxoprolinase -0,82 0,51 1,00 -0,46 1,00 1,00
BP0246 | amiC N-acetylmuramoyl-L-alanine 0,82 | 094 | 1,00 | -044 | 1,00 | 1,00
amidase
BP2110 | BP2110 | putative exodeoxyribonuclease 111 -0,83 0,31 1,00 -1,32 0,39 0,93
respiratory-chain NADH i i
BP0843 nuoC dehydrogenase, 30 kDa subunit 0,83 0,29 0,98 0,81 0,97 1,00
BP0315 | hemL glutamate-1-semialdehyde 2,1- -0,83 042 | 1,00 | -1,73 | 0,13 | 049
aminomutase
BP1247 infB translation initiation factor IF-2 -0,83 0,73 1,00 -0,82 1,00 1,00
BP3768 hisD putative histidinol dehydrogenase -0,83 0,91 1,00 -1,64 0,16 0,55
BP2055 | BP20ss |  Putative periplasmic substrate- 0,84 | 085 | 1,00 | -024 | 1,00 | 1,00
binding protein
BP1857 | gdhAl NADP-specific glutamate 084 | 051 | 100 | -133 | 016 | 054

dehydrogenase
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BPI577 | oz | DPNA-directed RNA polymerase | o4 | 076 | 100 | -126 | 010 | 042
omega chain
BP3034 | BP3034 | Putative ABC transporter ATP- 084 | 034 | 1,00 | 019 | 1,00 | 1,00
binding protein
BP0369 | BP0369 putative endonuclease -0,85 0,51 1,00 -0,72 0,88 1,00
BP1472 fdhA formate dehydrogenase large subunit 0,85 0.30 1,00 0.36 0.93 1,00
precursor
BP3268 | BP3268 putative membrane-bound 085 | 042 | 1,00 | -117 | 0,70 | 1,00
transglycolase
BP1613 | BP1613 | Probable LysR-family transcriptional | 65| 1 | 015 | 22 | 004 | 024
regulator
lipid A export ATP-
BP2321 msbA binding/permease protein MsbA -0,86 0,24 0,88 -1,75 0,02 0,12
BP0233 | BP0233 | GntR family transcriptional regulator -0,86 0,22 0,85 -3,47 0,03 0,19
BP0731 nspC | carboxynorspermidine decarboxylase -0,86 0,77 1,00 -0,91 0,60 1,00
BP3483 | BP3483 | haloacid dehalogenase-like hydrolase | -0,87 0,76 1,00 -0,08 1,00 1,00
BP1102 lysS lysyl-tRNA synthetase -0,87 0,97 1,00 -1,18 0,39 0,94
IBP1060 | ubiD 3-octaprenyl-4-hydroxybenzoate 087 | 049 | 100 | 046 | 097 | 1,00
carboxy-lyase
phosphoribosylaminoimidazole ) )
BP1527 purkK carboxylase ATPase subunit 0,87 0,78 1,00 0,91 0,71 1,00
BP3084 | BP3084 conserved hypothetical protein -0,88 0,53 1,00 -1,23 0,76 1,00
BP0748 rpmA 508 ribosomal protein L27 -0,88 0,71 1,00 -2,54 0,05 0,26
BP1721 | BP1721 putative peptidase -0,89 0,27 0,95 -1,96 0,01 0,01
BP2540 sucD | succinyl-CoA synthetase, alpha chain -0,89 0,18 0,75 -1,35 0,01 0,08
BP0878 | BP0878 putative phospholipase -0,89 0,10 0,55 -0,47 1,00 1,00
BP1119 fim2 serotype 2 fimbrial subunit precursor -0,89 0,51 1,00 -1,98 0,01 0,01
BP2589 | BP2589 putative DNA-binding protein -0,89 0,36 1,00 1,06 0,47 1,00
BP1575 | ginQz | Minoacids ABCtransporter, ATP- | 0 | 644 | 100 | 063 | 092 | 1,00
binding protein
BP2890 purB adenylosuccinate lyase -0,90 0,47 1,00 -1,84 0,01 0,03
BP3421 ruvB holliday junction DNA helicase -0,90 0,30 1,00 -1,00 0,28 0,77
BP3440 | BP3440 putative exported protein -0,91 0,98 1,00 -0,78 1,00 1,00
BP2785 | BP2785 putative aminotransferase -0,92 0,65 1,00 -0,80 0,44 1,00
BP1913 ask aspartokinase -0,92 0,04 0,31 -0,92 0,97 1,00
BP1803 hscA chaperone protein -0,92 0,93 1,00 -0,38 0,99 1,00
BP2958 erpA putative 1r0n-sulfur cluster insertion 0.92 0.29 0.98 1,41 0.27 0.77
protein ErpA
Possible murein precusor
BP3027 | murE biosynthesis bifunctional protein 0,92 0,43 1,00 -1,36 0,06 0,31
BP0117 | BP0O117 hypothetical protein -0,92 0,99 1,00 -0,61 1,00 1,00
BP2497 | BP2497 putative zinc protease -0,92 0,84 1,00 -0,91 0,97 1,00
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BP2784 | BP2784 homoserine dehydrogenase -0,93 0,18 0,75 -1,21 0,13 0,48
BP1201 tcfA tracheal colonization factor precursor -0,93 0,87 1,00 -1,25 0,09 0,39
BP3390 | BP3390 putative phage repressor protein -0,93 0,24 0,89 0,26 0,98 1,00
BP0090 | bplD UDP-N-acetylglucosamine 2- 09 | 090 | 100 | 129 | 076 | 1.00
epimerase
BP1064 maeB NADP-dependent malic enzyme -0,93 0,91 1,00 -0,67 0,81 1,00
BP3025 | murD | Putative peptidoglycan synthesis 2093 | 085 | 1,00 | -048 | 1,00 | 1,00
protein
BP0047 metX homoserine O-acetyltransferase -0,94 0,11 0,59 -1,09 0,26 0,75
BP0946 | pheA mlﬁ:;?;fl‘;gig;?e‘f;{ecgjg;ﬁgse] 094 | 001 | 011 | -164 | 002 | 0,15
BP3807 arg] arginine biosynthgsis bifunctional 0,94 0.18 0,75 11,09 0,05 0.28
protein
BP3610 fusA elongation factor G -0,94 0,40 1,00 -0,90 0,77 1,00
BP0791 ilvC ketol-acid reductoisomerase -0,94 0,12 0,61 -1,17 0,03 0,05
BP1296 | BP1296 putative lipoprotein -0,94 0,31 1,00 -1,36 0,09 0,39
BP2996 | fabGl 3-oxoacyl-{acyl-carrier protein] 094 | 052 | 1,00 | -099 | 001 | 0,11
reductase
BP3262 | trpD anthranilate 2094 | 077 | 1,00 | -1,17 | 091 | 1,00
phosphoribosyltransferase ’ ’ ’ ’ ’
BP2865 | BP2865 conserved hypothetical protein -0,94 0,19 0,78 -1,90 0,02 0,05
BP1561 | BP1561 putative exported protein -0,94 0,10 0,54 -1,59 0,26 0,76
BP3131 | BP3131 putative oxygenase -0,95 0,05 0,36 1,37 0,50 1,00
BP2499 dnakK molecular chaperone -0,95 0,65 1,00 -1,02 0,38 0,92
BP0088 | bplF lipopolysaccharide biosynthesis 0,95 | 039 | 1,00 | 220 | 047 | 1,00
protein
BP1477 | BP1477 conserved hypothetical protein -0,95 0,72 1,00 -0,46 0,93 1,00
BP2815 | BP2815 hypothetical protein -0,95 0,70 1,00 -1,68 0,01 0,01
BP1360 | BP1360 putative ketopantoate reductase -0,95 0,66 1,00 -1,47 0,02 0,03
BP1838 | BP1838 putative exported protein -0,95 0,08 0,50 -1,44 0,58 1,00
BP3130 | BP3130 putative cyclase -0,96 0,13 0,64 -1,87 0,24 0,72
BP0950 IpsA 30S ribosomal protein S1 (RefSeq) -0,96 0,14 0,67 -1,50 0,01 0,01
BP3616 rplB 508 ribosomal protein L2 -0,96 0,25 0,89 -1,47 0,02 0,16
BP2532 | BP2532 conserved hypothetical protein -0,96 0,39 1,00 -1,95 0,02 0,03
BP2693 | BP2693 gluf;i;a;tvrzfgzg‘éase 09 | 017 | 072 | -033 | 1,00 | 1,00
BP3591 | accD caacrfgi;’l"t‘;zﬁﬁgfa?e ‘;if;i{f:fa 097 | 001 | 015 | -1,96 | 001 | 0,02
BP2644 | BP2644 |  Putative glycerol-3-phosphate 0,97 | 013 | 064 | -1,63 | 007 | 0,34
dehydrogenase
BP2961 rpsl 30s ribosomal protein S9 -0,97 0,36 1,00 -1,88 0,01 0,02
BP3730 | gimu | DPP-N-acetylglucosamine synthesis | 07 | 01 | 013 | -204 | 001 | 001

bifunctional protein
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BP1976 | gabD dg;&??g‘:ﬁgg?#fgﬁ% 098 | 087 | 1,00 | 28 | 001 | 0,01
BP3819 | BP3819 hypothetical protein -0,98 0,19 0,77 -1,99 0,01 0,01
BP0279 | BP0279 conserved hypothetical protein -0,98 0,20 0,80 -2,42 0,02 0,12
BP3445 | BP3445 putative NUDIX hydrolase -0,98 0,07 0,45 -1,59 0,01 0,11
BP1977 goaG 4-aminobutyrate aminotransferase -0,99 0,58 1,00 -0,77 0,55 1,00
BP0390 | rsml “bos‘;‘:jﬁgﬁl Ssgj‘;;:‘fbumt 09 | 046 | 1,00 | 075 | 080 | 1,00
BP0732 | BP0732 putative exported protein -0,99 0,87 1,00 0,32 1,00 1,00
BP2399 | BP2399 putative transcriptional regulator -0,99 0,81 1,00 -1,03 0,55 1,00
BP3484 | ribB 3 ’*ﬁﬁi‘iﬁiﬁiﬁfi‘éﬂe 4 0,9 | 065 | 1,00 | -1,8 | 001 | 0,02
BP1581 | BP1581 putative oxidoreductase -0,99 0,57 1,00 -1,60 0,34 0,88
BP3117 | BP3117 putative restriction endonuclease -0,99 0,86 1,00 -1,34 0,37 0,91
BP1587 | BP1587 conserved hypothetical protein -1,00 0,74 1,00 -0,54 0,92 1,00
BP0948 | aroA 335;1?&3??;22?2;186 1,00 | 0,99 | 100 | -08 | 047 | 1,00
BP0010 rplK 50S ribosomal protein L11 -1,00 0,66 1,00 -1,65 0,09 0,39
BP0690 | BP0690 conserved hypothetical protein -1,00 0,01 0,10 -1,03 0,68 1,00
BP3794 ptlF type IV secretion system protein PtIF -1,01 0,12 0,61 -0,59 0,59 1,00
BP0683 | BP0683 4’5"15}6133?5‘5;?82313& -1,01 095 | 1,00 | -128 | 080 | 1,00
BP2793 rpll 50s ribosomal protein 19 -1,01 0,27 0,94 -2,45 0,01 0,01
BP2044 leuS leucyl-tRNA synthetase -1,01 0,16 0,71 -1,04 0,50 1,00
BP2312 rsfS ribosomal silencing factor RsfS -1,01 0,93 1,00 -1,01 0,46 1,00
BP3539 | argDl1 acetylornithine aminotransferase 1 -1,02 0,42 1,00 -0,52 1,00 1,00
BP1012 | BP1012 conserved hypothetical protein -1,02 0,17 0,74 0,80 0,50 1,00
BP2328 | BP2328 putative transferase -1,02 1,00 1,00 -1,14 0,05 0,25
BP3345 | BP3345 | Putative T"“;r'ggrfransmca“on 1,02 | 085 | 1,00 | 054 | 100 | 1,00
BP3222 ompR two component response regulator -1,02 0,00 0,04 -2,26 0,01 0,06
BP1713 trxC thioredoxin 2 -1,02 0,35 1,00 0,23 1,00 1,00
BP3537 argG argininosuccinate synthase -1,03 0,09 0,54 -1,64 0,01 0,04
BP1078 | rlmE ribosomal RNA large subunit 1,03 | 002 | 017 | 092 | 019 | 06l
methyltransferase E
BP0277 | peta | Ubiquinol-cytochrome Creductase | o3 | 06 | 041 | -126 | 005 | 026
iron-sulfur subunit
BP1816 panD aspartate 1-decarboxylase precursor -1,03 0,13 0,65 -0,48 0,73 1,00
BP2863 | BP2863 conserved hypothetical protein -1,04 0,06 0,43 -1,33 0,11 0,45
BP0667 | BP0667 | AsnC-family transcriptional regulator | -1,04 0,06 0,39 -1,75 0,03 0,19
BP2960 | argc |\ -acetyl-gamma-glutamyl-phosphate | o5 | 40 | 100 | -149 | 001 | 001
reductase
BP2537 | hemCl1 putative heme receptor -1,05 0,07 0,45 0,01 1,00 1,00
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Log2 FC | p-valor | g-valor | Log2 FC | p-valor | g-valor
BP3264 trpE anthranilate synthase component I -1,05 0,01 0,01 -0,83 0,30 0,81
BP1418 map methionine aminopeptidase -1,06 0,08 0,47 -0,53 1,00 1,00
BP2978 gltX glutamyl-tRNA synthetase -1,06 0,40 1,00 -0,81 0,61 1,00
BP3660 uvrA excinuclease ABC subunit A -1,06 0,63 1,00 -0,90 0,96 1,00
BP3228 | minp | Putative septum site-determining 2,06 | 018 | 075 | -122 | 052 | 1,00
protein
BP1611 | BP1611 putative translational inhibitor -1,06 0,54 1,00 -1,54 0,29 0,80
BP3322 | Bp3322 | Putativebinding-protein-dependent |, o7 | 95 | 100 | 032 | 1,00 | 1,00
transport protein
BP2156 | BP2156 conserved hypothetical protein -1,07 0,63 1,00 -1,68 0,45 1,00
BP0955 | hidp |ADP-L-glycero-D-manno-heptose-6-1 ;7 | g8 | 048 | 180 | 001 | 001
epimerase
BP3215 | fabll enoyl'[acyl'cafgiglr{o]tem] reductase | 07 | 026 | 093 | -191 | 001 | 001
BP2911 | bph3 putative DNA-binding protein 1,07 | 095 | 1,00 | -205 | 002 | 0,16
(histone)
BP3612 rpsJ 30S ribosomal protein S10 -1,08 0,06 0,43 -2,26 0,11 0,44
BP1294 psd phosphatidylserine decarboxylase 1,08 0.16 0.71 1,47 031 0.83
proenzyme
BP2062 | BP2062 | putative malonyl-CoA decarboxylase -1,08 0,78 1,00 -0,60 1,00 1,00
BP3441 | BP3441 conserved hypothetical protein -1,08 0,30 1,00 -1,92 0,69 1,00
BP3415 fis DNA-binding protein -1,08 0,39 1,00 -1,43 0,33 0,88
BP0075 | BP0075 | probable glutathione S-transferase -1,08 0,88 1,00 -0,77 0,65 1,00
BP0868 fbp fructose-1,6-bisphosphatase -1,09 0,06 0,39 -1,95 0,01 0,01
BP2735 | BP2735 conserved hypothetical protein -1,09 0,82 1,00 -1,11 0,89 1,00
BP1588 rph ribonuclease PH -1,09 0,10 0,56 -1,81 0,04 0,22
carboxyvinyl-
BP0718 | BP0718 | carboxyphosphonatephosphorylmutas -1,10 0,01 0,01 -1,16 0,01 0,03
e
BP2435 | mucp | Putativesigma factor regulatory 11| 093 | 1,00 | -1,65 | 013 | 048
protein
BP1531 | BP1531 putative arginase -1,11 0,90 1,00 -1,28 0,65 1,00
BP1445 | BP1445 | probable acyl-CoA dehydrogenase -1,11 0,08 0,46 -0,45 0,97 1,00
BP3018 ftsZ cell division protein FtsZ -1,11 0,24 0,88 -1,77 0,01 0,02
BP3277 | BP3277 putative enoyl-CoA hydratase -1,11 0,37 1,00 -0,63 0,98 1,00
BP2797 folE2 GTP cyclohydrolase FolE2 -1,12 0,37 1,00 -1,41 0,40 0,95
BP3692 | trmB tan’zﬂ(ﬁ/‘f;‘;‘r;‘}efge)) 02 | 003 | 027 | -106 | 034 | 088
BP2443 | fabH | Soxoacyl-lacyl-carrier-protein] 2 | 009 | 053 | -121 | 041 | 096
synthase 111
BP0551 fmt methionyl-tRNA formyltransferase -1,12 0,50 1,00 -0,45 0,97 1,00
BP0944 gyrA DNA gyrase subunit A -1,12 0,70 1,00 -1,23 0,42 0,97
BP3639 rpsM 30S ribosomal protein S13 -1,12 0,86 1,00 -1,55 0,74 1,00
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BP2625 | guaB OSRG-S IO (OTp e 1,12 | 0,08 | 050 | 2,08 | 001 | 0,01

dehydrogenase
BP0777 | BP0777 probable Zinc-binding 1,13 | 016 | 071 | -1,58 | 005 | 027

dehydrogenase
BP0727 | BP0727 probable transcriptional regulator -1,13 0,08 0,48 -1,60 0,29 0,80
BP2727 | BP2727 exported SurF1-family protein -1,13 0,43 1,00 -1,40 0,42 0,97
BPO102 | Bpo1oz | Putativepenicillin-binding protein | ;15 | 401 | 014 | 226 | 001 | 001

precursor
BP3403 | BP3403 | Putative UTP--glucose-1-phosphate |, 0| 605 | 003 | -176 | 001 | 004
uridylyltransferase

BP2233 | BP2233 hypothetical protein -1,14 0,09 0,50 -1,49 0,02 0,03
BP3576 | BP3576 | “BC tranSpgrr(t)‘:;ﬁTP'bmdmg 1,14 | 023 | 086 | -139 | 020 | 065
BP1583 amn putative nucleosidase -1,14 0,75 1,00 1,20 0,72 1,00
BP3490 | pyrF putative orotidine 5'-phosphate 115 | 080 | 1,00 | 008 | 1,00 | 1,00

decarboxylase
BP0079 ffh signal recognition particle protein -1,16 0,00 0,09 -1,48 0,16 0,56
BP2120 gor glutathione reductase -1,16 0,10 0,56 -1,53 0,09 0,38
BP3141 pgm phosphoglucomutase -1,16 0,03 0,09 -2,59 0,01 0,01
BP3622 psQ 30S ribosomal protein S17 -1,17 0,27 0,94 -1,51 0,95 1,00
BP1151 | BP1151 conserved hypothetical protein -1,17 0,01 0,11 -1,69 0,01 0,02
BP2377 | BP2377 putative AMP-binding protein -1,18 0,06 0,39 -1,36 0,10 0,42
BP3503 | BP3503 | LysR-family transcriptional regulator -1,18 0,04 0,31 -0,96 0,12 0,46
BP3529 | BP3529 conserved hypothetical protein -1,19 0,03 0,27 -0,74 0,35 0,90
BP1764 | dapD 25 S i oy meline - 1,09 | 0,13 | 064 | -230 | 001 | 001

carboxylate N-succinyltransferase
BP1305 | BP1305 conserved hypothetical protein -1,19 0,20 0,80 -0,75 0,98 1,00
BP3398 | ilvE branched-chain amino acid 1,19 | 049 | 1,00 | -1,29 | 027 | 0,77
aminotransferase
glycerol-3-phosphate dehydrogenase i i

BP0603 gpsA [NAD(P)+] 1,20 0,05 0,35 0,85 0,97 1,00
BP1243 | BP1243 conserved hypothetical protein -1,20 0,07 0,44 -1,37 0,36 0,90
BPO115 argS arginyl-tRNA synthetase -1,20 0,12 0,61 -1,88 0,01 0,01
BP3772 hisA histidine biosynthesis protein -1,21 0,09 0,51 -0,65 1,00 1,00
BP009 | nusG | TANSCrIPHOn antremnation profein |y 51| 009 | 050 | -161 | 001 | 002
BP3808 | BP3808 conserved hypothetical protein -1,21 0,04 0,31 -1,84 0,02 0,12
BP3613 rplC 50S ribosomal protein L3 (RefSeq) -1,21 0,81 1,00 -1,45 0,10 0,40
BP2794 rpsR 30s ribosomal protein s18 -1,22 0,12 0,62 -1,98 0,03 0,20
BP0074 htpG heat shock protein -1,22 0,03 0,24 -1,73 0,05 0,26
BP3035 | pyrCl dihydroorotase -1,22 0,01 0,15 -1,52 0,02 0,13
BP0627 | BP0627 D 122 | 011 | 059 | -143 | 001 | 0,01

hydratase/isomerase
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BP3561 | BP3se1 | Puativepeptidyl-prolylcistrans | 5y 1 04 | 100 | 221 | 015 | 052

isomerase
BP2984 ardB rlbonucleos1de—dlphosphate reductase 122 0,54 1,00 0,08 1,00 1,00

beta chain
BP0499 | BP0499 hypothetical protein -1,23 0,15 0,69 -1,41 0,49 1,00
BP1840 rimM 16S rRNA processing protein -1,23 0,29 0,98 -1,32 0,54 1,00
BP1799 iscS cysteine desulfurase -1,23 0,20 0,80 -1,39 0,59 1,00
BP2893 | mnmA | [RIVA-specific 2-thiouridylase 124 | 001 | 008 | -164 | 001 | 004

MnmA
BP3031 mraZ conserved hypothetical protein -1,24 0,21 0,82 -1,54 0,16 0,55
BP2770 | BP2770 | probable short-chain dehydrogenase -1,24 0,07 0,45 -1,98 0,03 0,04
BP0702 | purT IO ORI 124 | 003 | 028 | -1,77 | 001 | 0,01
formyltransferase 2
BP0610 thiF adenylyltransferase -1,25 0,51 1,00 -1,64 0,48 1,00
BP3266 rpe ribulose-phosphate 3-epimerase -1,25 0,16 0,71 -2,57 0,01 0,10
BP1451 tal transaldolase -1,25 0,02 0,20 -0,99 0,38 0,92
BP1300 | BP1300 putative glutathione transferase -1,26 0,02 0,05 -2,09 0,01 0,01
BP2908 | aroG phospho-2-dehydro-3- 126 | 022 | 084 | -1,56 | 001 | 0,11
deoxyheptonate aldolase
dual-specificity RNA
BP2201 rlmN methyltransferase RImN -1,27 0,11 0,59 -2,98 0,01 0,08
BP1904 uppP undecaprenyl-diphosphatase -1,27 0,79 1,00 0,09 1,00 1,00
BP2645 | BP2645 | Putative ICli;i‘;ﬁy regulatory 427 | 005 | 037 | 232 | 001 | 002
BP0178 | BP0178 putative lipoprotein -1,27 0,08 0,47 -2,75 0,01 0,01
BP0&73 tpm thiopurine S-methyltransferase -1,27 0,13 0,65 -1,49 0,12 0,45
BP1054 prn pertactin precursor -1,28 0,16 0,71 -1,82 0,02 0,03
BP0451 argD2 acetylornithine aminotransferase 2 -1,28 0,03 0,05 -1,41 0,06 0,31
BP1573 | glnH glutamine-binding periplasmic 128 | 004 | 032 | 2,04 | 034 | 088
protein precursor
BP1280 proC pyrroline-5-carboxylate reductase -1,28 0,56 1,00 -1,49 0,13 0,48
BP3543 | Bp3s43 |  Putative D-isomer specific 2- 1,29 | 0,13 | 064 | -081 | 0,69 | 1,00
hydroxyacid dehydrogenase

BP3071 metK S-adenosylmethionine synthetase -1,30 0,66 1,00 -1,86 0,10 0,41
BP3815 | BP3815 HlyD family secretion protein -1,30 0,66 1,00 -0,31 1,00 1,00
BP3291 hemE uroporphyrinogen decarboxylase -1,31 0,27 0,95 -0,96 0,56 1,00
BP1754 ribF riboflavin biosynthesis protein -1,32 0,65 1,00 -0,19 1,00 1,00
BP1806 | BP1806 hypothetical protein -1,33 0,01 0,01 -1,47 0,02 0,03
BP3343 tolB protein TolB -1,33 0,01 0,01 -1,71 0,01 0,01
BP1231 | BP1231 putative membrane protein -1,33 0,79 1,00 -1,45 0,94 1,00
BP1778 | Bp1778 | Probable LysR-family transcriptional |, 35 1 49 | | g9 1,05 0,68 | 1,00

regulator
BP3842 | BP3842 hypothetical protein -1,34 0,80 1,00 2,24 0,01 0,01
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BPI813 | pdxA putative pyridoxal phosphate 134 | 090 | 1,00 | 1,78 | 040 | 094
biosynthetic protein
BP1940 | nemA N-ethylmaleimide reductase -1,34 0,91 1,00 -0,95 0,94 1,00
BP0242 | purM phoSph"“b"Csﬁfgf‘lli’gy;iycmamldme 1,34 | 001 | 0,15 | -1,55 | 0,05 | 025
BP2954 tyrS tyrosyl-tRNA synthetase -1,34 0,01 0,01 -1,72 0,01 0,10
BP2084 | queF NA];:E;‘;‘;E?S:‘;;;{;‘;"'7' 135 | 004 | 033 | 269 | 002 | 0,03
BP1052 upp uracil phosphoribosyltransferase -1,35 0,05 0,37 -1,52 0,39 0,93
BP0221 | catl 3-oxoadipate CoA-transferase 135 | 006 | 043 | -1,66 | 023 | 0,70
subunit A
BP2291 | BP2291 tartrate dehydrogenase -1,35 0,19 0,78 0,05 1,00 1,00
DRANE | puna | PUTRSOTEpURI HoRmEsE 136 | 061 | 1,00 | -1,56 | 001 | 001
protein
BP3599 | BP3599 | Putative Ifé‘t’}tl‘;lﬁrinlssfgi‘:;’jﬂate O 1 136 | 009 | 053 | -105 | o011 | 043
BP1902 suhB inositol-1-monophosphatase -1,36 0,38 1,00 -1,05 0,96 1,00
BP1421 pyrH uridylate kinase -1,37 0,01 0,01 -1,79 0,01 0,01
BP2444 plsX phosphate acyltransferase -1,37 0,52 1,00 -1,05 0,40 0,95
BP2411 | BP2411 conserved hypothetical protein -1,37 0,88 1,00 -1,34 0,94 1,00
BP1839 rpsP 30S ribosomal protein S16 -1,37 0,34 1,00 -2,20 0,09 0,38
BP3581 | BP3581 | putative ferredoxin--NADP reductase -1,37 0,05 0,36 -2,19 0,03 0,19
BP2977 | BP2977 conserved hypothetical protein -1,38 0,32 1,00 -0,26 0,99 1,00
BP2769 adk adenylate kinase -1,39 0,61 1,00 -0,58 0,96 1,00
BP3590 trpA tryptophan synthase alpha chain -1,39 0,03 0,28 -1,39 0,11 0,43
BP0965 | BP0965 antioxidant protein -1,40 0,07 0,43 -0,90 0,51 1,00
BP2541 sucC Succinyl-CoA synthetase, beta chain -1,40 0,02 0,21 -1,21 0,06 0,30
BP2409 acsA acetyl-coenzyme A synthetase -1,40 0,00 0,08 -1,25 0,79 1,00
BP3761 | BP3761 putative exported protein -1,40 0,06 0,43 -2,18 0,13 0,49
BP2773 rpsT 30s ribosomal protein s20 -1,40 0,29 0,99 -0,38 0,99 1,00
BP3635 rplO 50S ribosomal protein L15 -1,41 0,00 0,08 -1,34 0,21 0,68
BP1237 | ispH 4'hygf};’gg;;}gztfeﬁﬁ;ieny1 141 | 003 | 026 | 213 | 001 | 006
BP0701 | BP0701 conserved hypothetical protein -1,41 0,30 1,00 -1,55 0,01 0,03
BP0989 prlC oligopeptidase A -1,42 0,02 0,23 -0,96 0,11 0,44
BP3261 trpC indole-3-glycerol phosphate synthase -1,42 0,17 0,73 -2,02 0,01 0,03
BP0604 secB protein-export protein -1,43 0,01 0,13 -2,46 0,08 0,35
BP3551 ahpD putative antioxidant protein -1,43 0,04 0,29 -2,05 0,03 0,18
BP1220 | BP1220 putative phytoene synthase -1,44 0,01 0,16 -2,43 0,09 0,39
BP3438 | BP3438 | IcIR family transcriptional regulator -1,44 0,03 0,27 -0,81 0,72 1,00
BP3658 | BP3658 putative phosphohydrolase -1,44 0,10 0,58 -1,49 0,38 0,92
BP2841 | BP2841 | putative short-chain dehydrogenase -1,45 0,48 1,00 -2,22 0,01 0,03
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BP2378 | BP2378 putative transferase -1,45 0,07 0,45 -3,04 0,01 0,04
BP3867 | BP3867 putative exported protein -1,45 0,01 0,13 -2,10 0,01 0,02
BP3538 argF ornithine carbamoyltransferase -1,45 0,01 0,01 2,72 0,01 0,02
BP0694 rpoP nitrogen regulatory IIA protein -1,45 0,09 0,53 -1,20 0,13 0,49
BP0103 | BP0103 | probable class IV aminotransferase -1,46 0,01 0,01 -1,44 0,01 0,06
BP3342 | BP3342 | Putative pefﬁ;‘};‘iyt‘é?ﬁ'asso‘:Iated 1,46 | 038 | 1,00 | -148 | 0,16 | 0,56
BP3154 thyA thymidylate synthase -1,47 0,20 0,81 -2,15 0,01 0,11
BP2365 mdh malate dehydrogenase -1,47 0,05 0,37 -2,00 0,01 0,07
BP2750 | BP2750 lipoprotein -1,47 0,05 0,36 -2,48 0,01 0,03
BP1320 | BP1320 conserved hypothetical protein -1,48 0,13 0,65 -0,55 0,71 1,00
BP0831 betT |high-affinity choline transport protein -1,48 0,11 0,59 -3,31 0,07 0,33
BP1245 rimP ribosome maturation factor RimP -1,49 0,30 1,00 -1,45 0,00 0,05
BP2707 | moeAl | molybdopterin biosynthesis protein -1,50 0,34 1,00 -1,07 0,54 1,00
BP1259 | BP1259 conserved hypothetical protein -1,50 0,51 1,00 -0,76 0,73 1,00
BP3115 | BP3115 conserved hypothetical protein -1,50 0,01 0,12 -0,81 0,96 1,00
BP0516 | BP0516 hypothetical protein -1,50 0,66 1,00 -1,01 0,91 1,00
BP1538 | ilvg | Putative a"et"ls?l‘ifiﬁtsymhase large | 50 | 001 | 001 | 206 | 001 | 001
BP0870 | BP0870 putative exported protein -1,52 0,01 0,14 -3,16 0,01 0,02
BP0576 | BP0576 conserved hypothetical protein -1,52 0,44 1,00 -2,03 0,47 1,00
BP3021 ddl D-alanine--D-alanine ligase -1,52 0,15 0,71 -1,37 0,48 1,00
BPO155 | serA D'ﬁ‘éﬁ‘;ﬁngz‘;zrme 1,53 | 007 | 045 | -1,8 | 001 | 0,03
BP0906 | BP0906 putative peptidase -1,53 0,00 0,08 -1,33 0,04 0,23
BP2068 | BP2068 putative exported protein -1,54 0,77 1,00 0,10 1,00 1,00
BP2993 | BP2993 putative carbohydrate kinase -1,54 0,01 0,02 -1,59 0,17 0,58
BP2501 grpE protein GrpE -1,55 0,16 0,71 -2,92 0,01 0,01
BP2474 trxB thioredoxin reductase -1,55 0,01 0,11 -1,67 0,01 0,01
BP1843 | BP1843 conserved hypothetical protein -1,55 0,43 1,00 -2,27 0,01 0,10
BP1605 | BP1605 putative iron binding protein -1,58 0,71 1,00 -1,71 0,15 0,53
BP3086 | hslV ATP'dependergrgigitﬁase heatshock 155 | 061 | 100 | 081 | 074 | 1,00
BP1263 trxA thioredoxin 1 -1,58 0,37 1,00 -3,07 0,22 0,69
BP3838 | BP3g3g | UDIF/COQS me;rlgtlgi‘“ferase family | 159 | 0,00 | 006 | -1.88 | 021 | 067
BP0628 | BPOs2g | Putative pyruvate dehydrogenase E1 |y 65 | 003 | 026 | 282 | 002 | 003
beta subunit
BP0664 | BP0664 putative exported protein -1,61 0,03 0,27 -1,93 0,01 0,01
BP1881 fimB chaperone protein -1,61 0,08 0,50 -2,42 0,01 0,01
BP0650 | BP0650 | LysR-family transcriptional regulator -1,62 0,03 0,04 -1,44 0,04 0,24
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BP1729 | BP1729 | PUtative pyridine nucleotide-disulfide | -y ¢ | g 06 | 041 | 071 | 100 | 1,00
oxidoreductase

BP3845 | BP3845 nitroreductase family protein -1,62 0,05 0,36 -2,24 0,01 0,08
BP3680 glcB malate synthase G -1,64 0,01 0,01 -1,70 0,01 0,01
BP2452 | BP2452 conserved hypothetical protein -1,64 0,42 1,00 -2,22 0,15 0,52
BP3784 ptxB pertussis toxin subunit 2 precursor -1,65 0,42 1,00 -1,16 0,23 0,71
BP3528 | BP3s2g | CYSMetmetabolism PLP-dependent | - (oo 03 | 027 | 232 | 001 | o1

enzyme
BPO113 | dsbA thl"l‘d““]g;”;eefizﬁfe proteln | 166 | 048 | 1,00 | -1,9 | 023 | 0,70
BP3037 | BP3037 conserved hypothetical protein -1,67 0,17 0,73 -1,40 0,76 1,00
BP1306 arsC putative arsenate reductase -1,67 0,25 0,90 -0,46 0,99 1,00
BP1774 tig trigger factor -1,68 0,01 0,01 -1,94 0,01 0,01
BP1874 | BP1874 putative amidase -1,69 0,01 0,10 -1,04 0,67 1,00
BP3554 risA tresponse regulator protein -1,70 0,75 1,00 -1,61 0,16 0,55
BP0846 | nuoF dehr;jf;rgfggéfgiligﬁigum . 1,70 | 001 | 010 | -2,65 | 000 | 0,05
BP0552 def2 peptide deformylase 2 -1,71 0,42 1,00 -2,26 0,01 0,09
BP1057 | BP1057 putative membrane protein -1,72 0,32 1,00 -1,75 0,62 1,00
BP1616 dps putative DNA-binding protein -1,74 0,10 0,55 -2,22 0,01 0,01
BP0O116 | BP0O116 conserved hypothetical protein -1,75 0,20 0,80 -2,39 0,02 0,12
BP2202 ndk nucleoside diphosphate kinase -1,76 0,01 0,02 -1,81 0,01 0,01
BP2761 sodB superoxide dismutase -1,76 0,01 0,14 -2,81 0,01 0,01
BPO961 | ety | clectrontransfer flavoproteinbeta- |y 76| 01 | 003 | 155 | 002 | 0.6

subunit
BP1800 | iscU [Fe-S] °1“Stle)rr§’$a“°n/repa“ 1,77 | 001 | 004 | -308 | 001 | 001
BP0558 | BPossg |  2mino acid-binding periplasmic 1,77 | 0,01 | 015 | -071 | 082 | 1,00

protein
BP2948 | BP2948 putative riboflavin-specific 1,79 | 0,01 | 001 | 29 | 001 | 0,01

deaminase

BP0900 | BP0900 probable oxidoreductase -1,81 0,60 1,00 -0,08 1,00 1,00
BP3634 rpmD 50S ribosomal protein L30 -1,81 0,02 0,21 -2,60 0,01 0,06
BP0634 | BP0634 | probable acyl-CoA dehydrogenase -1,81 0,20 0,80 -1,56 0,34 0,88
BP1487 | smoM | PUtfive pe“pl:;‘rsgtlé‘i’ns‘ﬂ“te'bmdmg 1,81 | 001 | 001 | 229 | 001 | 001
BP069S | IptA 1‘p°p°1ysa;§})‘tfifi§’t‘£°“ system | 182 | 027 | 095 | 165 | 072 | 1,00
BP1849 | BP1849 conserved hypothetical protein -1,82 0,01 0,01 -3,24 0,01 0,01
BP1428 | BP1428 putative outer membrane protein -1,82 0,01 0,01 -3,42 0,01 0,01
BP1359 | BP1359 putative mandelate racemase -1,84 0,01 0,10 -1,72 0,74 1,00
BP0607 | gpmA phosphoglycerate mutase 1 -1,85 0,06 0,42 -0,99 0,12 0,46
BP2700 | BP2700 putative NAD synthetase -1,86 0,01 0,04 -0,99 0,51 1,00
BP1908 cysS cysteinyl-tRNA synthetase -1,89 0,01 0,01 -2,25 0,01 0,04

180




Locus

Gen

Proteina

Intracelular 5h vs control

Intracelular 48h vs control

Log2 FC | p-valor | g-valor | Log2 FC | p-valor | g-valor
BP2578 |  dut deo’;ﬁf;ggjﬁ;ﬁfgﬁghate 1,89 | 003 | 025 | -1.83 | 009 | 038
BP2215 | ectA L2‘Lf;fy‘ﬁf;§‘;‘£§;z acid 1,90 | 0,07 | 045 | -1.82 | 000 | 005
BP2962 pIM 50s ribosomal protein .13 -1,92 0,01 0,15 -2,80 0,02 0,14
BP1565 | BP1565 conserved hypothetical protein -1,93 0,00 0,06 -2,06 0,03 0,18
BP2818 | BP2818 putative exported protein -1,94 0,18 0,76 -0,49 1,00 1,00
BP1251 | BP1251 putative toxin -1,95 0,11 0,59 -2,69 0,06 0,28
BP1001 pgk phosphoglycerate kinase -1,97 0,01 0,03 -1,21 0,02 0,14
BP1519 fba fructose-bisphosphate aldolase -1,97 0,01 0,01 -2,19 0,01 0,01
BP1731 | ugpQ glyc;ﬁggﬁgzﬁ?;’s‘;yelri:mr 1,98 | 013 | 064 | -066 | 084 | 1,00
BP2799 | BP2799 probable geranyltranstransferase -1,99 0,01 0,06 -2,35 0,03 0,04
BP1103 | BP1103 | probable short chain dehydrogenase -1,99 0,01 0,01 -2,02 0,02 0,03
BP2172 | Bp2172 | Putative cytochrome C oxidase 2,00 | 031 | 1,00 | -120 | 011 | 045
subunit
BP2051 rpmB 50S ribosomal protein L28 -2,01 0,33 1,00 2,12 0,04 0,22
BP3425 | BP3425 putative carbonic anhydrase -2,01 0,01 0,01 -1,69 0,01 0,03
BP3633 rpsE 30S ribosomal protein S5 -2,04 0,01 0,03 -3,06 0,01 0,01
BP2186 rpsU 30S ribosomal protein S21 -2,04 0,01 0,11 -3,70 0,01 0,01
BP3330 surA chaperone SurA -2,05 0,00 0,09 -1,56 0,01 0,06
BP1281 | ugpB ATl iR il 206 | 001 | 001 | -088 | 030 | 082
periplasmic protein precursor
BP3617 psS 30S ribosomal protein S19 -2,07 0,01 0,10 -4,19 0,01 0,01
BP2125A BP2AI25 putative exported protein -2,08 0,01 0,06 -3,72 0,01 0,01
BP3662 ssb single-strand binding protein -2,09 0,01 0,14 -1,68 0,01 0,06
BP2747 | BP2747 |  Putative ABC transport solute- 2,11 | 002 | 003 | -1,93 | 001 | 001
binding protein
BP0373 | gatC i SN 2,14 | 001 | 002 | -3,52 | 002 | 0,05
amidotransferase subunit C
BP1087 | BP1087 conserved hypothetical protein -2,16 0,02 0,22 -1,13 0,38 0,92
putative amino-acid ABC transporter,
BP1364 | BP1364 periplasmic amino acid-binding -2,16 0,01 0,01 -1,54 0,01 0,12
protein
BP3773 hisF histidine biosynthesis protein -2,19 0,03 0,23 -1,31 0,15 0,53
BP1446 | BP1446 enoly-CoA hydratase -2,20 0,01 0,01 -1,40 0,10 0,42
BP0562 | BP0562 putative exported protein -2,25 0,01 0,01 -2,12 0,01 0,02
BP3627 rplX 50S ribosomal protein .24 -2,26 0,01 0,01 -3,08 0,01 0,02
BP0381 | BPO3S1 putative TetR-family transcriptional 2.8 0.01 0.13 3,10 0.17 0,57
regulator
BP0876 | BP0876 putative lipoprotein -2,28 0,01 0,11 -3,65 0,09 0,39
BP2953 | BP2953 conserved hypothetical protein -2,28 0,00 0,08 -1,55 0,90 1,00
BP2889 | BP2889 putative c'cytochrome -2,30 0,02 0,22 -1,58 0,02 0,14
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Log2 FC | p-valor | g-valor | Log2 FC | p-valor | g-valor
BP0370 pyrE orotate phosphoribosyltransferase -2,38 0,01 0,01 -3,10 0,01 0,01
BP2398 | BP2398 putative L-asparaginase -2,39 0,07 0,46 -2,90 0,01 0,11
BP1906 ppiB | peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B -2,41 0,01 0,15 -1,83 0,28 0,78
BP1189 | BP1189 lipoprotein -2,43 0,18 0,75 -1,61 0,07 0,34
BP2963 | BP2963 | Putative exported solute binding 244 | 001 | 001 | -2.64 | 001 | 0,04
protein
BP1483 leuB 3-isopropylmalate dehydrogenase -2,48 0,01 0,01 -2,90 0,01 0,05
BP31013 | BP3013 hypothetical protein -2,51 0,01 0,01 -1,14 0,03 0,07
BP0801 tpiA triosephosphate isomerase -2,51 0,01 0,01 -2,95 0,01 0,02
BP3568 | BP3568 putative exported protein -2,52 0,01 0,01 -2,38 0,01 0,01
BP3831 | BP3g3| | Putative ABC transporter periplasmic | 55| 001 | o001 | 242 | 001 | 002
amino acid-binding protein
BP1422 frr ribosome recycling factor -2,66 0,01 0,02 -0,32 1,00 1,00
BP3496 groS 10 kDa chaperonin -2,67 0,01 0,11 -3,57 0,01 0,02
BP2267 greA transcription elongation factor -2,68 0,01 0,15 -0,95 0,14 0,51
BP2994 | BP2994 possible membrane protein -2,73 0,03 0,28 -5,20 0,01 0,01
BP1285 livl1l leu/ile/val-binding protein precursor -2,75 0,01 0,15 -2,70 0,18 0,59
BP0793 | BP0793 putative lipoprotein -2,83 0,20 0,80 -1,97 0,35 0,89
BP0250 | BP0250 putative exported protein -2,86 0,01 0,01 -3,16 0,01 0,01
BP1723 | BP1723 putative exported protein -2,89 0,01 0,15 -2,88 0,05 0,25
BP3584 | BP3584 conserved hypothetical protein -3,26 0,03 0,26 -2,83 0,10 0,41
BP2985 | bpHI1 histone protein -3,56 0,01 0,09 -0,94 0,63 1,00
BP2804 | BP2804 putative iron-sulfur protein -4,54 0,00 0,08 -3,16 0,04 0,23
BP3629 rpsN 30S ribosomal protein S14 -4,58 0,01 0,02 -2,19 0,13 0,49
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5. Discusion general

La tos convulsa continua siendo un importante problema de salud a nivel global,
causando un gran numero de muertes y constituyendo una de las enfermedades
inmunoprevenibles peor controladas. La continua circulacion de B. pertussis en la poblacion,
que explica la epidemiologia de esta enfermedad, se debe principalmente a que las vacunas
no previenen eficazmente la colonizacion del tracto respiratorio ni la transmision de la
bacteria entre individuos. El disefio de mejoras en las estrategias de prevencidon para
disminuir la circulacion y la persistencia de este patdgeno requiere conocer el ciclo infeccioso
y detectar blancos de estrategias inmunopreventivas y/o terapéuticas eficaces para el control
de la enfermedad.

Bordetella pertussis ha sido histéricamente considerada un patogeno extracelular y las
vacunas contra la tos convulsa han sido disefiadas en base a esta premisa. Seglin se describid
en la Introduccion General de este trabajo de Tesis, la primera vacuna desarrollada estaba
compuesta de bacterias enteras inactivadas y se le atribuyeron varios efectos adversos,
motivando el desarrollo de una vacuna acelular més segura [481]. Al momento del disefio de
la formulacion de este segundo tipo de vacuna existia consenso en que la infeccion por B.
pertussis iniciaba con la adhesion de la bacteria a células del tracto respiratorio, luego ocurria
la proliferacion bacteriana en localizacion extracelular con la produccion y secrecion de
toxinas que desencadenaba la fase toxica de la enfermedad. Basandose en esto, se asumi6 que
la interferencia con el proceso de adhesion inicial y la neutralizacion de las toxinas seria
suficiente para generar una inmunidad protectora y se seleccionaron antigenos que, ademas
de ser seguros, cumplieran estas funciones [482]. Asi fue como la primera formulacion
acelular contenia FHA para evitar la adhesion y PT para inducir anticuerpos que neutralicen
la toxina [200]. En formulaciones posteriores se agregaron Fim para fortalecer el efecto
inhibitorio sobre la adhesion [482] y Prn. Esta ultima se agregd porque se observd que su
inclusion en vacunas experimentales aumentaba significativamente la proteccion [483],
aunque se desconocia su funcion en la patogénesis. No se incluy6 CyaA porque aun no estaba
completamente caracterizada y se creia que podia inducir autoinmunidad. El adyuvante
utilizado fue el hidroxido de aluminio ya que era el Unico aprobado en humanos en ese
momento [484]. Este adyuvante induce una respuesta fundamentalmente humoral con perfil
Th2 [485], [486], suficiente para controlar un patdogeno extracelular. Luego de la introduccion

de esta vacuna acelular se observo un aumento sostenido en el nimero de casos reportados,
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determinando que la enfermedad sea declarada reemergente por la OMS. También se observé
que la inmunidad generada por esta vacuna era de menor duracion que la generada por la
vacuna celular o la inducida por infeccién, y la proteccion contra la colonizacién ain menos
efectiva. La introduccion de esta vacuna gener6d un aumento significativo en la incidencia de
infecciones asintomadticas [404], [487] y un corrimiento del rango etario de incidencia.
Estudios posteriores mostraron que para evitar la colonizacion del tracto respiratorio es
necesario inducir inmunidad celular con un perfil Th1/Th17 y células T residentes de
memoria, ademas de la respuesta humoral Th2 [211], [302]. Esta necesidad de inmunidad
celular y la existencia de infecciones asintomaticas sugiere que la infeccion de B. pertussis
podria incluir una fase intracelular de persistencia. Nuestro grupo fue pionero en obtener
evidencia de que B. pertussis puede comportarse como un patdégeno intracelular facultativo
[83], [273], [371]. Combinando diversas técnicas para evaluar la capacidad de este patogeno
de sobrevivir en localizacion intracelular confirmamos que es capaz de mantenerse viable en
neutrofilos, macrofagos y células de origen epitelial [83], [87], [273], [274], [371]. La
sobrevida al encuentro con neutr6filos en ausencia de anticuerpos opsonizantes sugiere que
esta bacteria es capaz de evitar la principal defensa de la inmunidad innata del hospedador
[83]. Ademas de esto, en macrdfagos se observd que B. pertussis es capaz de sobrevivir en
localizacion intracelular durante tiempos relativamente prolongados, sefialando que los
mismos constituyen posibles nichos de persistencia para esta bacteria [273]. Estudios
posteriores de protedmica comparativa permitieron comenzar a develar los mecanismos que
permiten a B. pertussis adaptarse al entorno intracelular en estas células y algunos factores
relevantes durante este proceso [274], [381]. También hay resultados de nuestro grupo y de
otros que indican la capacidad de B. pertussis de sobrevivir en localizacion intracelular en
células epiteliales del tracto respiratorio [257], [371], [378]. En este caso, los niveles de
internalizacion inicial observados fueron mucho menores debido, probablemente, a que estas
células no son fagocitos profesionales. Sin embargo, a pesar de ello, se recuperaron UFC de
localizacion intracelular a tiempos largos post infeccion [371]. Como se menciona
previamente, la existencia de estos nichos intracelulares podria explicar en parte la
ineficiencia de las estrategias de control actuales y podria sentar las bases para el disefio de
estrategias mas exitosas que logren disminuir la circulacion del patdogeno.

Durante los ultimos afios se ha acumulado evidencia que indica que varios patogenos
respiratorios persistentes y de dificil erradicacion, previamente considerados exclusivamente
extracelulares, poseen estadios intracelulares durante sus procesos infecciosos y que estos

estadios podrian ser la base de su persistencia [375], [376], [377], [397]. A pesar de que
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existian indicios de que B. pertussis también podria tener un comportamiento similar, esta
posibilidad no se ha explorado en profundidad. Los estudios tendientes a investigar esta
posibilidad, llevados a cabo principalmente por nuestro grupo de investigacion, fueron
realizados en su mayoria con células inmunes. En este trabajo de Tesis se abordo el estudio
de la infeccion intracelular de B. pertussis en células epiteliales respiratorias, el otro tipo
celular relevante en el sitio de infeccion de este patogeno. En los trabajos previos en los que
se estudiaron las posibles infecciones intracelulares de B. pertussis en células epiteliales se
utilizaron modelos de epitelio pulmonar no polarizados y que no presentan funcion de barrera
[369], [370], [371], que es el gran obstaculo que los patdgenos encuentran en este sitio de
infeccion.

La primera etapa de este trabajo se orient6 a la obtencion de un mejor modelo para
estudiar esta interaccion que incluyera células polarizadas con uniones estrechas formadas en
la conformacion de una barrera epitelial. Una vez establecido el modelo se estudio la
interaccion de B. pertussis con el mismo. Se observd por primera vez que B. pertussis
presenta un patron de adhesion bacteriano dirigido hacia las uniones estrechas presentes entre
las células epiteliales, mediado principalmente por la adhesina bacteriana FHA, confirmando
el rol central de esta adhesina en el proceso infeccioso de la bacteria y sugiriendo que las
uniones estrechas son blanco principal de este patdogeno durante la interaccion con el epitelio.
Se observo que luego de esta adhesion inicial, B. pertussis es capaz de vulnerar la integridad
de las uniones estrechas a través de CyaA. Los mecanismos de intoxicacion de CyaA han
sido estudiados principalmente con células inmunes en las que se une al receptor de
superficie CD11b (CR3) [71] y transloca su dominio catalitico que induce la produccion de
cantidades suprafisiologicas del segundo mensajero cAMP [72]. Esta intoxicacion interfiere
con las actividades bactericidas de estas células inmunes como la produccion de especies
reactivas de oxigeno en neutrofilos [72], [85], [267], [268] y la produccién de especies
reactivas de nitrogeno en macrofagos [85]. También se demostré que CyaA es capaz de
revertir el estado de maduracion de los macrofagos, desdiferenciandolos a monocitos [84] y
profundizando la interferencia de la toxina con el montaje de la respuesta inmune del
hospedador contra B. pertussis. Si bien no estd documentada la expresion del receptor CD11b
en células epiteliales, en estudios llevados a cabo con CyaA pura se observo que esta toxina
es capaz de unirse a estas c€lulas e intoxicarlas [93], [94], [405], [488]. Esta intoxicacion
lleva a la modulacién de la expresion de genes relacionados con compuestos antimicrobianos
[93], v a la pérdida de la adhesion intercelular [374], [488] y la funcidn de barrera [93]. Los

resultados de este trabajo de Tesis indican que CyaA secretada por las bacterias en el sitio de
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infeccion tiene el mismo efecto que la CyaA pura y vulnera la barrera epitelial pulmonar
durante la infeccion, ademas del ya conocido rol central en la patogénesis y en la
inmunomodulacion de células de la respuesta inmune [489], [490].

Los resultados de este estudio también indicaron que B. pertussis interactia de manera
preferencial con la membrana basolateral de células epiteliales polarizadas a través de FHA,
observandose una mayor adhesién y una internalizaciéon mas eficiente a través de esta
membrana. Esta preferencia por la membrana basolateral también se ha observado en otros
patogenos [348], [350], [412], [413] y sugiere que esta membrana estd enriquecida en
componentes que funcionan como receptores para diversos patogenos bacterianos. En el caso
de B. pertussis, la existencia de varios dominios de unién presentes en FHA dificulta la
identificacion de un ligando particular en la membrana basolateral del hospedador. Los
ensayos destinados a acotar las posibles opciones indican que la adhesion inicial a la
membrana basolateral podria deberse a la interaccion entre FHA y proteoglicanos sulfatados
que poseen una mayor abundancia en la membrana basolateral [350] y también estan
presentes en balsas lipidicas [436]. La mayor internalizaciéon, por su parte, podria estar
mediada por la interaccion entre FHA y la integrina asPi [104], cuya expresion es mayor
también en esta membrana [437], [438]. La acciéon de CyaA sobre las uniones estrechas
garantizaria que B. pertussis tenga acceso a la membrana basolateral durante la infeccion de
un epitelio respiratorio sano con uniones estrechas funcionales. Otro aspecto importante de
este efecto de CyaA sobre las uniones estrechas es que podria, ademas, facilitar eventuales
sobreinfecciones con patdgenos oportunistas presentes en el sitio de infeccion, y el posible
desarrollo de una comorbilidad que podria complicar el cuadro clinico del hospedador. Si
bien este estudio se llevd a cabo con células epiteliales bronquiales, estudios previos llevados
a cabo con CyaA pura demostraron que esta toxina es capaz de intoxicar células del epitelio
nasal y traqueal [94], [257], por lo que podria esperarse un efecto similar al encontrado en
este estudio en otros sitios del tracto respiratoria durante la colonizacion de B. pertussis.

Los resultados obtenidos con este modelo, que representa mejor el epitelio respiratorio
con el que B. pertussis interactia durante la infeccion, mostraron niveles de internalizacion y
supervivencia considerablemente mayores que los obtenidos previamente empleando células
de linea de origen epitelial sin polarizar [369], [370], [371]. Una conclusion potencialmente
relevante para la epidemiologia de la enfermedad es que, visto el alto nivel de internalizacién
y supervivencia en las células bronquiales, la importancia del epitelio respiratorio del
hospedador como un nicho intracelular de persistencia, y su contribuciéon a la continua

circulacion de la bacteria, podrian haber sido previamente subestimadas.
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En este trabajo de Tesis también se estudid la adaptacion de B. pertussis al interior de
las células epiteliales mediante el andlisis del proteoma de bacterias aisladas de localizacion
intracelular en distintos momentos posteriores a la infeccion. Dado que investigaciones
anteriores habian examinado la evolucion del proteoma de esta bacteria durante la infeccion
intracelular de células inmunes, en este estudio se compararon los procesos de adaptacion a
estos dos tipos celulares. Dicha comparacion indica que la adaptacion al entorno intracelular
epitelial requiere modificaciones de otro tipo y sugiere que este entorno es menos exigente
que el entorno intracelular de una célula inmune. Se observaron variaciones en la abundancia
de unas 150 proteinas entre las bacterias en localizacioén intracelular epitelial y el control
extracelular en este estudio, mientras que se detectaron en unas 300 entre el entorno
intracelular de macrofagos y el control extracelular [274]. En ambos casos las bacterias
modificaron principalmente la abundancia de proteinas relacionadas con procesos
metabolicos evidenciando las notorias modificaciones en la disponibilidad de nutrientes entre
el medio de cultivo en la condicion control y el entorno intracelular. Las modificaciones del
proteoma observadas en este estudio indican que B. pertussis disminuye su tasa metabdlica
general y sugieren que el fenotipo intracelular podria ser el de un estado persistor. En este
fenotipo hay una desaceleracion o detencion de varios procesos metabdlicos que posibilitan la
supervivencia de un patdégeno en entornos hostiles [464], [474]. Ya que este fenotipo se
revierte al cesar la condicion de hostilidad, la persistencia intracelular podria constituir una
etapa de la infeccion que se alterne con otra de proliferacion en localizacidon extracelular.
Teniendo esto en cuenta, el estudio de los mecanismos de egreso de B. pertussis podria
aportar conocimientos relevantes para la patogénesis de la bacteria. Estos mecanismos
pueden dividirse principalmente entre mecanismos liticos y no liticos, diferencidndose porque
los primeros comprometen la integridad de la membrana plasmatica de la célula hospedadora.
A su vez, los patdogenos que egresan pueden provenir de ubicaciones vacuolares, es decir,
rodeados por una membrana del hospedador, o del citosol. Las imagenes de microscopia
electronica de B. pertussis internalizada en cé€lulas epiteliales muestran que esta bacteria se
encuentra rodeada de membrana endosomal [369], [370] y en los ensayos que demostraron la
repoblacion del medio extracelular no se detect6 la lisis de las células [371]. Se requieren mas
estudios para evaluar el tipo de egreso de B. pertussis, pero en base a estas observaciones
podria especularse que ocurra desde compartimientos vacuolares a través de un proceso no
litico. Este tipo de mecanismo fue previamente descripto para patdogenos como Legionella
pneumophila [491], Porphyromonas gingivalis [492], Escherichia coli uropatogénica [493] y
Chlamydia [494].
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Entre las diferencias encontradas entre el entorno intracelular epitelial y el de
macréfagos esta la adquisicion de algunos nutrientes esenciales para la supervivencia. Los
resultados de este trabajo de Tesis sugieren que la fuente de hierro en localizacion intracelular
epitelial difiere de la utilizada por B. pertussis en macrofagos. Los transportadores de hierro
BfrD, BfrE e IRP1-3 relevantes en la interaccion con la célula inmune, no estan involucrados
en la capacidad de supervivencia en células epiteliales, aunque estan expresados en el
fenotipo intracelular. B. pertussis posee varios mecanismos de adquisicion de hierro que
pueden expresarse y ejercer su funcion en simultaneo e incluso compensar unos la ausencia
de otros [236], [469], [470], [471], [472], [473]. Ademas de BfrD, BftE e IRP1-3, en este
estudio se encontrd expresado en localizacion intracelular al receptor de membrana externa
FauA, que transporta al sideréforo alcaligina conjugada con hierro a través de la membrana
en un proceso mediado por el sistema TonB. También se detectd6 aumentada la expresion del
receptor de sideroforos putativo BrfB (BP2016), dependiente del sistema TonB. Una vez
internalizados a través de la membrana externa, el complejo siderdforo-hierro es transportado
del periplasma al citoplasma a través de la membrana interna por el receptor AfuA cuya
expresion también se detectd en este estudio. Tanto FauA, como BrfB y AfuA podrian estar
involucradas en la adquisicion de hierro de bacterias residiendo dentro de células epiteliales.
Hacen falta otros estudios para explorar estas posibilidades. Ademas de evidenciar las
diferencias entre los dos nichos intracelulares, estos resultados dan cuenta de las variadas
estrategias que posee B. pertussis para adquirir este nutriente esencial en localizacion
intracelular. Esta variedad e incluso redundancia en las estrategias de adquisicion de hierro se
ha descripto previamente en patdogenos intracelulares como Shigella flexneri [495],
Francisella tularensis [496] y Yersinia pestis [497].

Ademas de ser capaz de adquirir los nutrientes de las fuentes disponibles en el
hospedador, un patdégeno en localizacidon intracelular debe ser capaz de sobrevivir a los
mecanismos bactericidas del mismo. B. pertussis posee varios factores que le permiten
neutralizar estos efectos y persistir en condiciones de estrés, aunque no se observo la
induccion de ninguno en localizacion intracelular. Las toxinas CyaA y PT, ambas expresadas
en el entorno intracelular epitelial, modulan la actividad bactericida en macrofagos,
promoviendo la sobrevida intracelular de la bacteria [87], [88]. Podria ser esperable,
entonces, que el efecto inmunomodulador de estas toxinas sobre los mecanismos bactericidas
de las células epiteliales explique que no se induzcan mecanismos de defensa en B. pertussis.
Sin embargo, a diferencia de lo observado en células inmunes, la ausencia de estas toxinas no

determinod una disminucion de la sobrevida intracelular en células epiteliales. La ausencia de
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efecto observada en los mutantes defectivos simples no permite descartar un efecto
compensatorio entre ellas y que la presencia de solo una sea suficiente para ejercer un efecto
sobre la célula hospedadora. Por esta razon se realizaron ensayos empleando una cepa doble
mutante, defectiva en ambas toxinas, recientemente obtenida en el laboratorio. Resultados
preliminares mostraron que incluso en ausencia de ambas toxinas, la sobrevida de B.
pertussis no disminuye respecto a la sobrevida de la cepa salvaje. Mas atn, en estos estudios
se recuperd un numero significativamente mayor de UFC de la cepa mutante defectiva en
ambas toxinas a tiempos largos post infeccion. Este resultado, sugiere que estas toxinas no
gjercen un efecto modulador importante en el interior de la célula epitelial y que la falta de
agresividad en los mecanismos bactericidas de esta célula no se debe a que estén modulados
por las toxinas de la bacteria, sino que son naturalmente leves. Esta mayor permisividad del
nicho intracelular epitelial en comparacién con la del nicho intracelular que proveen los
macrofagos puede resultar de gran relevancia para la persistencia de la bacteria teniendo en
cuenta el numero considerablemente mayor de células epiteliales presentes en el sitio de
infeccion.

En este trabajo de Tesis se estudiaron las modificaciones en la expresion de las
proteinas de B. pertussis durante el proceso de infeccion intracelular en células epiteliales.
Segun se discutid en el Capitulo 4, una forma complementaria de avanzar en la comprension
de esta compleja interaccion patogeno-hospedador es estudiando la respuesta de la célula
eucariota. Si bien existen estudios en que se evalud la respuesta de las células epiteliales a la
infeccion por B. pertussis, estos se limitaron al estudio de la secrecion de citoquinas y
quimiocinas por ELISA [93], [281], [282], [372], o al andlisis global a nivel transcriptomico,
pero a tiempos cortos unicamente [281], [372]. Ademas de los tiempos de muestreo cortos,
estos estudios no eliminan las bacterias infectantes, implicando que ninguno evalta el
desarrollo de la infeccidn intracelular. Por esta razdn, el estudio de este trabajo de Tesis se
complementa con otro tipo de estudio, actualmente en desarrollo, en el que se prevé evaluar
el proteoma de las células infectadas con B. pertussis tanto a las 5 horas como a las 48 horas
post infeccion, tal como se evalud el proteoma bacteriano en este trabajo. Los resultados
indican que en el modelo de infeccion utilizado s6lo un porcentaje de las células poseen
bacterias en localizacion intracelular. Esto significa que al analizar la respuesta de todas las
células, el resultado se deriva de la contribucion tanto de las células con bacterias en
localizacion intracelular como de las células sin bacterias en esa localizacion. Esto genera
resultados poco claros, ya que provienen de una respuesta promedio que diluye la sefial de las

células infectadas. Es por eso que en este nuevo estudio se planea emplear citometria de flujo
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para separar las células infectadas de las que no tienen bacterias en localizacion intracelular.
Esto permitird evaluar en simultaneo el efecto que tiene la presencia de B. pertussis en la
célula infectada y el efecto que tiene el entorno de infeccion sobre las células que no estan
infectadas. El mismo sistema de separacion se empleard para intentar mejorar la calidad de
las muestras de bacterias aisladas del espacio intracelular partiendo de una poblacion
enriquecida en células infectadas que permita obtener muestras bacterianas con menos
contaminacion de proteinas eucariotas. La obtencion de muestras de proteina bacteriana con
mejor calidad y menos variabilidad podria revelar diferencias en la evolucion del proteoma
bacteriano que no se hayan detectado en este estudio.

En resumen, los resultados presentados en este trabajo de Tesis muestran que B.
pertussis es capaz de vulnerar la barrera epitelial respiratoria y establecer un nicho de
persistencia intracelular en células de la misma. El proceso iniciaria con la adhesion y la
ruptura de las uniones estrechas a través de CyaA. Esta ruptura promoveria la adhesion y la
internalizacion a través de la membrana basolateral y, una vez internalizada, B. pertussis se
mantendria viable probablemente en un estado persistor en un entorno intracelular mas
permisivo que el de los macrofagos, previamente postulados como nicho intracelular para
este patogeno. A partir de resultados previos [100], [373] podria especularse que luego de la
interaccion inicial de B. pertussis con el tracto respiratorio superior, la bacteria se disemina
hacia el epitelio bronquial. Estudios anteriores [372] sugieren que las células epiteliales s6lo
inducen la secrecion de IL-6 e IL-8 como respuesta a esta infeccion, aunque las células
inmunes presentes en el epitelio podrian secretar citoquinas que monten la respuesta inmune.
Esta respuesta reclutaria y activaria células inmunes que también retroalimentarian el montaje
de la respuesta. Sin embargo, B. pertussis es capaz de modular la activacion de las células
inmunes a través de sus toxinas [72], [85], [87], [150], [267], [268] y sobrevivir a la
interaccion innata con neutrofilos y con macrofagos evitando ser eliminada del sitio de
infeccion. Una particularidad de los macrofagos que resulta relevante para el desarrollo de la
infeccion y el montaje de la respuesta del hospedador es la capacidad de los mismos de
polarizar su fenotipo hacia distintos perfiles denominados M1 y M2 [275]. No estd
completamente caracterizado qué tipo de fenotipo se induciria en el entorno de infeccion de
B. pertussis, pero un perfil inmune del tipo Th2 que se induciria luego de la infeccion en
individuos vacunados con la vacuna acelular induciria un perfil del tipo M2 [87]. Resultados
previos de nuestro grupo indican que, si bien este patogeno es capaz de sobrevivir en
localizacion intracelular en ambos fenotipos, el nivel de sobrevida intracelular en los de tipo

M2 es mayor [276]. Esto sugiere que estas células inmunes también podrian constituir un
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nicho intracelular transitorio durante la infeccion y, debido a la circulacion de los mismos,
podrian incluso diseminar la infeccion de B. pertussis en el organismo en un mecanismo del
tipo caballo de Troya. Al no ser completamente eliminada en el epitelio, B. pertussis podria
acceder al espacio intracelular epitelial donde es capaz de persistir, pudiendo alternar este
estadio de persistencia intracelular con etapas de persistencia en localizacion extracelular en
forma de biofilm [263] y/o con etapas de proliferacion en esta localizacion cuando las
condiciones lo permitan. Estos distintos mecanismos podrian ocurrir en simultdneo o en
distintos momentos del ciclo infeccioso contribuyendo a la persistencia del patdégeno en el
hospedador y explicando las dificultades para controlar las infecciones por B. pertussis. Los
resultados obtenidos en este trabajo de Tesis sugieren que, ademas de las caracteristicas ya
definidas en otros estudios, una vacuna debe prevenir y/o eliminar las infecciones
intracelulares en la barrera epitelial respiratoria para ser efectiva en el control de la infeccion

y la circulacion del patogeno.
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