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Capitulo 1

Introduccion general






1. INTRODUCCION GENERAL

1.1. La tos convulsa

La tos convulsa es una enfermedad del tracto respiratorio superior altamente
contagiosa, prevenible por vacunacion, que presenta complicaciones graves particularmente
en nifios. Cada afio hay aproximadamente 16 millones de casos y 200000 muertes causadas
por la tos convulsa, principalmente a neonatos y menores de un afio [1]. Los agentes
causales de esta enfermedad son Bordetella pertussis y Bordetella parapertussis.

En el siglo VII, durante la dinastia Sui, una enfermedad similar a la tos convulsa fue
descrita por el médico chino Yuanfang Chao como "la tos de 100 dias" [2]. Investigaciones
recientes sugieren que las primeras epidemias registradas de pertussis se observaron en
Persia (actualmente Iran), siendo tres las epidemias descritas entre los siglos XV y XVI [3].
Una enfermedad con caracteristicas similares a la tos convulsa también es mencionada en
libros de medicina de Corea del afio 1433. En Europa, los primeros registros de la
enfermedad datan del afio 1540 en Inglaterra, y la primera epidemia de tos convulsa
descripta fue en 1578, y ocurri6 en Paris. Esta epidemia fue estudiada por Guillaime de
Baillou, quien proporciond la primera descripcion de la enfermedad entre los nifios de Paris
a la que denomin6 “quinta” o “quinte”, "El pulmon esté tan irritado que en el esfuerzo que
produce para deshacerse de lo que le afecta, puede inhalar y exhalar solo con dificultad... El
paciente se hincha y casi se sofoca, siente como si su aliento se detuviera en medio de su
garganta... Se creen que este nombre [quinte] se inventd debido al sonido del paciente al
toser. La tos se suspende durante 4 a 5 horas, después de lo cual aparece el paroxismo, que
a menudo es tan violento que hace que sangre salga de la nariz y la boca y con mucha

frecuencia... causa vomitos"[3]. En 1679, Thomas Sydenham y Thomas Willis en 1682
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llamaron a esta enfermedad con el nombre de pertussis: del latin- per "fuerte" + tussis "tos".
En 1883, el cientifico aleman, Carl Burger observo bacterias en una tincion de una muestra
de esputo de un paciente con sintomatologia de tos convulsa. Pero no fue hasta 1906 que el
microorganismo pudo ser aislado por Jules Bordet y Octave Gengou, quienes en 1900
también habian observado a la bacteria en muestras de esputo de pacientes infectados y la
describieron como pequenos bacilos gram negativos.

La infeccion se inicia con la adhesion de la bacteria a las cilias de las células
epiteliales [5]. La hemaglutinina filamentosa (FHA) es la principal adhesina tanto de B.
pertussis como de B. parapertussis [4,6,7] Luego de una interaccion inicial con el epitelio
nasofaringeo y la proliferacion, estas bacterias se diseminan hacia el tracto respiratorio
superior, aunque en casos severos la bacteria también coloniza el tracto medio e inferior.

La evasion de las defensas del hospedador es facilitada por la adenilato ciclasa
(CyaA) vy, en el caso de B. pertussis, también la toxina pertussis [8]. CyaA cataliza la
produccion del segundo mensajero AMP ciclico (AMPc), que intoxica a la célula
inhibiendo la fagocitosis [9].

El dafio local en las infecciones causadas por B. pertussis se debe principalmente a
un factor ausente en B. parapertussis: la citotoxina traqueal [10]. En pacientes infectados
por B. parapertussis factores como toxina dermonecrdtica (DNT) y CyaA son los
responsables del dafio local generado por B. parapertussis.

La tos convulsa cursa con manifestaciones clinicas asociadas a linfocitosis
(principalmente en infecciones por B. pertussis), desregulacion en la secrecion de insulina,
vomitos, deshidratacion y malnutricion [11]. Los sintomas de la tos convulsa pueden variar
dependiendo de la edad, la inmunidad del individuo (si es la primera vez que se infecta con

esa especie en particular o si es una reinfeccion) y el tiempo transcurrido desde la ultima
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infeccion o vacunacion. La fase sintomatica de la enfermedad presenta tres estadios clinicos
o fases: catarral, paroxistica y convaleciente. Los sintomas durante la fase catarral son
similares a los de muchas infecciones del tracto respiratorio superior, incluyendo el
resfriado comun. Después de una o dos semanas, la enfermedad progresa hacia la fase
paroxistica, que es la mas grave, puede persistir de una a diez semanas y se caracteriza por
periodos de funcidén normal de las vias respiratorias intercalados con multiples ataques de
tos espasmodica severa, seguidos de sonidos inspiratorios caracteristicos y con frecuencia
vomitos y cianosis. En la fase de convalecencia los pacientes presentan una mejora
progresiva de sus sintomas con una disminucion de la frecuencia y gravedad de los
paroxismos y con una eventual resolucion. En lactantes (<1 afio de edad), la tos convulsa
puede tomar un curso mas serio con bacterias que se diseminan en los pulmones causando
bronquiolitis necrotizante, hemorragia intraalveolar y edema fibrinoso. En casos severos de
tos convulsa causada por B. pertussis, ocurre una linfocitosis extrema, que se correlaciona
con hipertension pulmonar intratable, insuficiencia respiratoria y, finalmente, la muerte. En
los casos causados por B. parapertussis el reclutamiento de linfocitos y células
polimorfonucleares (PMN) es menor, pero en los casos fatales también se ha observado
edema cerebral, deplecion linfoide en bazo y tracto intestinal e involucion acelerada de
timo [16]. La enfermedad transcurre sin fiebre significativa a menos que haya una
coinfeccidn o una infeccion secundaria con otro agente.

Las complicaciones pueden ocurrir en todos los rangos etarios, pero mas
comunmente en los neonatos que requieren hospitalizacion en aproximadamente el 50% de
los casos y pueden experimentar apnea (50-76%), neumonia (20-23%) y pérdida de peso
(12%). Las complicaciones observadas en adolescentes y adultos incluyen apnea (27-44%),

pérdida de peso (3-33%) e incontinencia urinaria (3-28%). Las complicaciones
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neurologicas, incluidas las convulsiones, también se describen en todos los grupos de edad,
aunque mas comunmente en los lactantes [17].

En general, se ha observado que las infecciones causadas por B. parapertussis
presentan sintomas de menor gravedad que las causadas por B. pertussis. [18]. Sin embargo
existen trabajos que no encuentran tales diferencias y sefialan a la linfocitosis que es
causada por la toxina pertussis factor de virulencia exclusivo de B. pertussis, como el
unico sintoma que diferencia los cuadros clinicos causados por B. pertussis y B.
parapertussis [19]. De cualquier manera, las infecciones producidas por ambas cepas
pueden ser mortales [20].

La tos convulsa es una enfermedad muy contagiosa [4]. Numerosos estudios han
demostrado que los adultos y los adolescentes son el reservorio y principal fuente de

transmision [4]. .

1.2. Género Bordetella

Las especies del género Bordetella son cocobacilos gram negativos, todas
estrechamente relacionadas genéticamente y agrupadas dentro de la familia Alcaligenaceae,
del orden Burkholderiales, B-proteobacterias. Actualmente hay nueve especies reportadas
en el género: B. pertussis, B. parapertussis (que se subdivide en dos linajes uno que infecta
ovinos, B. parapertussis,,, y otro que infecta solamente humanos, B. parapertussisy,), B.
brochiseptica, B. avium, B. hinzii, B. holmesii, B. trematum, B. petrii y B. ansorpii. La
mayoria de las especies del género son patogenas. Algunas son patdogenos humanos
estrictas, otras son capaces de infectar a varios hospedadores, incluidos los humanos; y
otras pueden encontrarse en humanos, animales y medio ambiente. B. holmesii, se ha

encontrado causando infecciones pulmonares en humanos y ocasionalmente en muestras de
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sangre y esputo [21]. B. avium es un patégeno de aves que causa inflamacion de la mucosa
de las fosas nasales y rinotraqueitis en aves de corral como, por ejemplo, pavos [22]. B.
hinzii se encuentra principalmente como flora comensal de las vias respiratorias de aves
pero es un potencial patogeno de humanos inmunocomprometidos, pudiendo incluso causar
septicemia y llevar a la muerte [23]. B. trematum se ha aislado de infecciones de oido y
heridas en la piel en humanos, pero nunca se ha asociado con infecciones del tracto
respiratorio [24]. B. parapertussis,, causa una infeccion crénica en el tracto respiratorio de
la oveja [25]. B. petrii, se aisld del medio ambiente y es capaz de crecer anaerobicamente
[26]. La especie mas recientemente aislada, B. ansorpii, se encontro en el exudado
purulento de un quiste epidérmico en Corea en el 2005 [27] y, posteriormente, en sangre de
un paciente inmunocomprometido en Inglaterra en 2007 [28]. B. bronchiseptica causa
infecciones respiratorias cronicas y a menudo asintomdticas en una gran variedad de
mamiferos, incluidos perros, monos, conejos, cerdos y caballos. También se ha encontrado
generando infecciones cronicas en humanos en contacto con animales infectados y en
inmunodeprimidos [29]. Por tltimo estan las dos especies cuyo unico hospedador conocido
en el hombre, sin vector ni reservorio conocido por fuera de él, B. pertussis y B.
parapertussisy,. Ambas causan la enfermedad denominada tos convulsa, tos ferina,
coqueluche o pertussis. Una enfermedad muy contagiosa, con una alta tasa de mortalidad
en recién nacidos y recientemente declarada reemergente por la OMS. B. pertussis, B.
parapertussis 'y B. bronchiseptica son frecuentemente llamadas ‘“Bordetellas clasicas”

debido a su similitud a nivel genomico.



1.3 Bordetella parapertussis

B. parapertussis fue mencionada como una nueva especie por primera vez por
William Bradford en 1937, treinta afios después del descubrimiento de B. pertussis [30].
Bradford y Slavin aislaron ocho cepas, dos de nifios con casos severos de tos convulsa, y el
resto de casos mas leves. Las razones que los llevaron a sospechar que se encontraban
frente a una especie diferente fue la presencia de hemolisis a las 24 hs de cultivo (B.
pertussis requiere normalmente 72 hs), el crecimiento mas rapido, y la presencia de una
coloracion marron, no observada en las placas inoculadas con B. pertussis. La bacteria
causante de todos estos cuadros fue caracterizada como un microorganismo “semejante a
Haemophilus pertussis”. En 1938, Grace Eldering y Pearl Kendrick reportaron que 10
aislados clinicos de la bacteria a la que llamaron Bacillus parapertussis, provenientes de
distintos lugares de Estados Unidos, habian sido hallados en los ultimos 10 afios [31]. El
organismo fue descripto como un pequefio bacilo gram negativo no movil,
morfologicamente indistinguible de Haemophilus pertussis (tal era el nombre de B.
pertussis entonces) y que compartia factores antigénicos con H. pertussis y Brucella
bronchiseptica (tal era el nombre de Bordetella bronchiseptica) pero que al mismo tiempo
se diferenciaba de ambas especies tanto por el oscurecimiento del medio de cultivo como
por su velocidad de crecimiento y también diferencias en los ensayos de aglutinacion.

Aunque en general se asume que el cuadro clinico ocasionado por B. parapertussis
es mas leve que el causado por B. pertussis, en 1939 se reportaron dos casos letales
causados por B. parapertussis, uno de una nina de 3 meses, y otro de una de 13 meses,
ambas sin antecedentes clinicos [16]. Los sintomas fueron idénticos a los causados por B.
pertussis, tos, paroxismo y cianosis. También se observd gran infiltracion de PMN vy

linfocitos en pulmoén y edema cerebral en las autopsias.



La incidencia relativa de B. pertussis y B. parapertussis varia. Un estudio llevado a
cabo por 20 afos en Dinamarca y publicado en 1971 mostré que la incidencia de B.
pertussis fue 20 veces mayor que la de B. parapertussis. En un brote en Cincinnati, en la
primavera de 1974, se observo que el 22% de casos fue causado por B. parapertussis.
Algunos autores también apuntan a la posibilidad de que B. parapertussis tenga una
incidencia similar a B. pertussis pero, al presentar una sintomatologia mas leve, es menor el
nimero casos confirmados y reportados. Ambas especies circulan permanentemente en la
poblacion y tienen ciclos epidémicos cada 5 afios aproximadamente. Sin embargo los picos
epidémicos registrados para cada especie estan desfasados en 2 afos, lo cual indica que no
hay proteccion cruzada entre ambas especies. En apoyo de esta hipdtesis, o al menos que B.
pertussis no confiere proteccion contra B. parapertussis, se observd en estos primeros
trabajos que algunos de los pacientes infectados con B. parapertussis ya habian padecido

tos convulsa causada B. pertussis.

1.4. Evolucion y tropismo

El analisis de los genomas de B. pertussis y B. parapertussis indica que ambas
especies derivan de un ancestro similar a B. bronchiseptica [32]. La comparacion de
genomas demostré que la organizacion de los genomas de B. bronchiseptica y B.
parapertussis es mas similar que los genomas de B. bronchiseptica y B. pertussis (Figura
1). Las cepas de B. parapertussisy, presentan muy poca diversidad en sus perfiles de
electroforesis generados por técnicas de PCR y de digestion enzimatica o andlisis de
elementos IS, independientemente del lugar o ano de aislamiento [33]. El analisis de los

genomas de distintos aislados de B. parapertussisy, también demuestra poca variabilidad



comparado con el que muestran los aislados clinicos de B. pertussis. Esta falta de
diversidad podria tener su origen en que B. parapertussisy, evoluciond de su ancestro

recientemente y en forma independiente de B. pertussis.
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Figura 1. Comparacion lineal de los genomas de B. pertussis, B. bronchiseptica 'y B. parapertussis.
Las barras grises representan las hebras paralelas y antiparalelas. Arriba, B. pertussis. Los
triangulos negros representan secuencias de insercion. Centro, B. bronchiseptica. Las cajas rosas
representan profagos. Abajo, B. parapertussis. Las lineas rojas entre los genomas representan
similitudes de ADN entre las dos secuencias (Fuente: Parkhill et al. (2003) Nat. Genet.).

Previo al secuenciamiento de los genomas de B. pertussis, B. parapertussis y B.
bronchiseptica, se creia que las diferencias fenotipicas entre las especies podia provenir de
la adquisicion de genes, pero la informacion gendmica obtenida en el afio 2003, demostrd
que muchos de los rasgos individuales de los organismos se deben a eventos independientes

de inactivacion y pérdida de genes a gran escala en las tres especies [32]. El rango limitado

de hospedadores de estas especies comparado con el de un antepasado putativo similar a B.
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bronchiseptica podria entonces deberse a la pérdida de elementos genomicos relacionados a
la interaccion con el hospedador. La condicion de patdgenos humanos de B. pertussis y B.
parapertussis también podria deberse a una sobreexpresion o expresion constitutiva de
factores de virulencia que podrian estar sujetos a un control temporal o ambiental mas
estricto en las otras especies [32].

A pesar de que la adquisicion horizontal de genes no ha contribuido mayormente a
la virulencia de las especies del género Bordetella [32], parece haber estado involucrada en
la aparicion de factores de virulencia claves como el antigeno O y la toxina pertussis [34].

Como se menciona mas arriba, se cree que B. pertussis y B. parapertussispy,
evolucionaron de forma independiente a partir de un ancestro similar a B. bronchiseptica.
Un trabajo que estudié un total de 132 aislados de estas especies a través de MLST,
hibridaciones y microarrays, [35] encontrd que era posible clasificarlas en cuatro complejos
(Figura 2). Los complejos II y III que contendrian las cepas de B. pertussis y B.
parapertussisy,, respectivamente. El complejo I contendria la mayoria de las cepas de B.
bronchiseptica, mayoritariamente aisladas de animales, y los aislados de B. parapertussisoy.
Por dltimo el complejo IV estaria compuesto por cepas de B. bronchiseptica,
mayoritariamente aisladas de humanos. El andlisis filogenético hecho en este trabajo
sugiere que B. pertussis and B. parapertussisy, provienen de los complejos I y IV,
respectivamente, por lo que su adaptaciéon al humano ocurrié como parte de dos eventos
independientes [35]. Se cree que las diferencias observadas a nivel genémico entre los
distintos complejos tienen su origen en la adaptacion a los respectivos nichos [35].

La hipotesis de que B. parapertussisy, ha surgido después que B. pertussis en un
evento independiente, significa que B. parapertussis invadié un nicho ocupado por B.

pertussis, en el seno de una poblacion con inmunidad adquirida contra B. pertussis. Su
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desarrollo y persistencia dentro de esta poblacién es en si mismo una prueba de la poca

proteccion entre estas especies a pesar del gran similitud que existe entre ellas [36].
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Figura 2. Modelo de la evolucion de B. pertussis y B. parapertussis. Las flechas dobles entre
complejos indican una posible competencia inmune dentro del huésped. En los recuadros, se
muestran los eventos genéticos que pueden haber jugado un papel en la especiacion y la adaptacion
del nicho (Fuente: Diavatopoulos et al. (2005) Plos pathog.).

1.5. Factores de virulencia

Muchos de los factores de virulencia del género Bordetella, como la hemaglutinina
filamentosa (FHA), la pertactina, las fimbrias y las toxinas, adenilato ciclasa, toxina
dermonecrdtica y citotoxina traqueal estan presentes en las tres especies denominadas

Bordetellas clasicas. También se han descripto otros factores de virulencia expresados por
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solo una o dos de las especies, como la toxina pertussis y la proteina de resistencia al suero,
BrkA, solo expresada por B. pertussis, o el sistema de secrecion tipo III expresado solo por
B. bronchiseptica y B. pertussis [32,37]. A su vez muchos potenciales nuevos factores de
virulencia fueron encontrados al analizar los genomas; y, dado que solo el 50% de los genes
son compartidos por todas las cepas es probable que existan mas factores de virulencia
propios de cada especie. En la figura 3 se muestra un mapa de la diversidad en los genes de

factores de virulencia entre las Bordetellas clasicas.
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Figura 3. Diversidad en los genes de factores de virulencia entre las Bordetellae clasicas. El mapa
de calor se basa en el porcentaje de identidad en comparacion con RB 50 para cada gen de diversos
aislados de B. pertussis (18323, Tohama I, CS), B. bronchiseptica (253, RB50, 1289, D445, Bbr77,
MO149), B. parapertussis;, (12822) y B. parapertussis,, (Bpp5). Ausencia de un gen o pseudogen

se destaca con blanco o celeste con un #. (Fuente: Park et al. (2012) BMC Genom.).
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1.5.1. Sistema de dos componentes BvgAS

La expresion de la mayoria de los factores de virulencia de las bacterias del género
Bordetella estd controlada por el sistema de dos componentes BvgAS (Figura 4). Los
sistemas de dos componentes estdin compuestos por dos proteinas, una quinasa sensora que
percibe la o las sefiales, y se autofosforila en un residuo de histidina conservado; y un
regulador de respuesta que se activa tras la fosforilacion por su quinasa sensora afin y sirve
como activador transcripcional. En el caso de BvgAS, BvgS es una quinasa sensora de
135kDa y BvgA el regulador transcripcional, de 23 kDa. Los genes que codifican para las
proteinas BvgAS forman parte de un operdn que tiene cuatro promotores, tres de los cuales
son regulados por el sistema mismo. La proteina BvgS es una sensora "no ortodoxa"
compuesta de tres dominios potencialmente involucrados en la percepcion de la senal, dos
dominios periplasmicos de Venus Fly Trap (Venus Atrapamosca) (VFT) en tandem, con
una cavidad de union de soluto entre ellos, y un dominio citoplasmatico PAS (Per-ARNT-
Sim) [39]. Le siguen varios dominios que participan en una cascada de fosforilacion, un
dominio de histidina quinasa (His-quinasa), un dominio receptor que contiene Asp, y un
dominio de fosfotransferencia His (Hpt). Las sefiales a las que responde BvgS in vivo son
desconocidas, pero in vitro, el sistema se activa a 37°C y se silencia por debajo de 27°C o
agregando iones sulfato o 4cido nicotinico al medio de crecimiento.

BvgA fosforilado por BvgS activa la transcripcion de los llamados vags o virulence-
activated genes uniéndose a sus promotores. Entre estos genes se encuentra el BvgR, que
reprime a los genes reprimidos en fase virulenta, o vrgs (virulence respressed genes). Todo
los factores de virulencia clésicos involucrados en la patogénesis de Bordetella spp. estan
regulados por BvgAS. Cuando BvgS esta fosforilado se transcriben todos los genes de la

virulencia y esta fase de la bacteria se la denomina Bvg (+). Cuando BvgS esta inactivo,
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BvgA no esta fosforilado, y los factores de virulencia no se expresan, tampoco BvgR por lo
que se induce la expresion de los genes reprimidos por virulencia (vrgs). Esta fase se
denomina Bvg (-). Hay evidencia que sugiere que esta es la fase de la bacteria durante la
transicion de hospedador a hospedador, en los aerosoles que la transportan y debido a la
temperatura ambiente que estd por debajo de los 37°C requeridos para que se induzca la
fase Bvg (+). Una vez dentro del hospedador ocurriria la modulacién a fase virulenta [41].
Esta cambio de fase es gradual, primero se transcriben los que se conocen como factores de
virulencia tempranos y luego los tardios. Los promotores de los vag conocidos como
tempranos son que requieren bajas concentraciones de BvgA fosforilada para su induccion
(como la hemaglutinina filamentosa) [42]. Los tardios (como adenilato ciclasa y toxina
pertussis), que requieren concentraciones mas altas BvgA fosforilada [43]. También se ha
identificado un promotor intermedio, el de pertactina [44]. El sistema BvgAS media una
transicion progresiva entre las fases Bvg (-), Bvg (i) y Bvg (+). Se ha postulado que esta
aparicion gradual de adhesinas y luego las toxinas juega un papel relevante en la
colonizacién inicial del huésped.

El estudio comparativo entre las fases Bvg (+) y Bvg (-) de B. pertussis por
RNAseq, demostré que la transcripcion una gran cantidad de genes implicados en rutas
metabolicas, como el metabolismo de lipidos y 4cidos grasos, transportadores de azucares y
aminoacidos, piruvato deshidrogeneasa, y vias de utilizacion de glicolato y glioxilato se
encuentran aumentada en fase de avirulencia [45], sefalando que la diferencia entre ambas

fases no solo se limita los factores “clasicos de virulencia”.
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Figura 4. Diagrama esquematico de la accion del sistema de dos componentes BvgAS. La deteccion
de un estimulo periplasmico activa BvgS y lleva a la autofosforilacion de BvgS. El grupo fosfato se
transmite a lo largo de BvgS y, en tltima instancia, a BvgA. El BvgA fosforilado tiene actividad de
regulador transcripcional y activa la transcripcion de varios genes. Este estado se conoce como la
fase Bvg (+). Cuando el sistema se silencia, las bacterias pasan a la fase Bvg (-) que se caracteriza
por la expresion de un subconjunto de genes especificos de dicha fase. La figura enumera los
factores que se expresan en cada fase Bvg. (Fuente: Preston et al. (2004) Nat. Rev. Microbiol.)

En un trabajo reciente, se estudio la evolucion del sistema BvgAS en los distintos
aislados de B. pertussis, B. parapertussis y B. bronchiseptica. En este trabajo se encontrd
que BvgA se conserva notablemente entre estas especies pero las secuencias de BvgS
difieren marcadamente lo que permite separar dos linajes de Bordetella. Curiosamente, el
BvgS de B. parapertussis se asemeja mas a aquellos de las cepas de B. bronchiseptica
aislada de animales [39]. Los autores sefialan que es posible que se deba a la reciente
evolucion de la especie, aunque también puede ser un indicativo de que su adaptacion al
entorno humano atn no se ha completado.
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1.5.2. Toxina Adenilato Ciclasa

La toxina adenilato ciclasa-hemolisina, conocida como CyaA, ACT o AC-Hly,
pertenece a la familia de toxinas RTX que tienen un aspartato de union a calcio en el
extremo C-terminal y repeticiones de nonapéptidos ricos en glicina de una secuencia
consenso G-G-X-G-X-D-X-X-X (X, cualquier residuo de aminoacido). La toxina es un
polipéptido de 1706 residuos de largo que tiene actividad adenilato ciclasa (AC) en el
extremo N-terminal de aproximadamente 400 residuos, y un dominio hemolisina (Hly)
RTX caracteristico de unos 1300 residuos. El fragmento Hly consta de cuatro subdominios
funcionales: (i) un dominio formador de poros hidrofobo; (ii) un dominio de activacién, con
los dos residuos de lisina acilados postraduccionalmente; (iii) un dominio RTX de union al
receptor que consiste en aproximadamente 40 repeticiones nonapeptidicas de union a
calcio; y (iv) una sefal de secrecion C-terminal no procesada reconocida por un sistema de
secrecion bacteriana de tipo I (T1SS) formado por las proteinas CyaBDE que se encuentran

codificadas en el mismo operon [49] (Figura 5).

Adenilato ciclasa Hemolisina RTX
sitio de union a sitio de union a
calmodulina CDI11b/CD18
’/’ " . N\
N ]
7 1 B N
1 400 500 domini 700 1012 1638 1706
dominio adenilato ominio sitios de . Iy : sefial de
sitios de union a calcio
ciclasa formador de acilacion secrecion

poros

Figura 5. Representacion esquematica de CyaA. CyaA es un polipéptido de 1706 residuos que
consta de un dominio AC N-terminal (~ 400 residuos) y un dominio Hly C-terminal (~ 1300
residuos) que estan unidos entre si con un segmento de ~ 100 residuos. La porcion Hly de CyaA
alberga varios subdominios funcionales: (i) un dominio de formacién de poros hidrofobos (residuos
500 a 700); (ii) un dominio de activacion (residuos 800 y 1000), donde se produce la acilacion
postraduccional en dos residuos de lisina (K860 y K983); (iii) un dominio RTX de unioén a calcio
tipico con las repeticiones nanopeptidicas de union a iones de calcio y con el segmento de union a
CR3 (residuos 1166-1287); y (iv) una sefal de secrecion C-terminal (Fuente: Novak et al. (2017)
Toxins).
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El fragmento Hly de CyaA media la union de la toxina al heterodimero
CD11b/CD18, receptor de complemento 3 (CR3) presente en células fagociticas de linaje
mieloide como macrdofagos y neutrofilos [50]. Tras la insercion en la membrana de la célula
blanco, el fragmento Hly trasloca el dominio catalitico AC directamente en el citosol de las
células mediante un mecanismo poco conocido inducido por el calcio que requiere de la
acilacion, el plegamiento adecuado, y la integridad de la region Hly [49]. Una vez en el
citoplasma de la célula del hospedador, el dominio AC se une a calmodulina y afecta la
sefalizacion intracelular por conversion no regulada de ATP a una molécula de
sefializacion clave como es el AMP ciclico (AMPc). El dominio Hly de CyaA es
funcionalmente independiente del dominio AC y puede por si mismo formar pequefios

poros de membrana que provocan la lisis osmética de las células.

efhiyo de potasio

¢ unidt & receptor

— L RTZ I RT
traslocacidnde | “precursorde "' precursor de poro .
dominio AT L traglocacidn CR3 formacidn de poros

ATP cAMP influjo de caleio

Figura 6. Modelo esquematico de la accion de CyaA en la membrana de la célula objetivo. Después
de unirse al CR3 de células mieloides, CyaA penetra en la membrana citoplasmica. La invasion a
través de la bicapa lipidica provoca un influjo concomitante de iones de calcio al citoplasma. La

proteina también puede polimerizar en la membrana provocando el eflujo de potasio de las células
(Fuente: Masin et al. (2015) Pathog. Dis.).

18



Una vez insertada a través de la membrana de la célula blanco, CyaA interfiere con
las funciones celulares mediante al menos tres actividades citotoxicas sinérgicas y paralelas
que alteran la sefializacion celular: (i) la entrada de iones de calcio en el citosol de las
células; (ii) la translocacion del dominio de AC que subvierte las vias de sefializacién
celular por una elevacion extremadamente rapida e incontrolada de la concentracion de
AMPc citosolico; y (iii) la formacion de los poros que permeabilizan la membrana celular y
activan la sefializacion de MAPK al mediar el flujo de iones de potasio de las células
(Figura 6). Dependiendo de la cantidad de toxina encontrada, el fagocito sufre una muerte
celular apoptoética o necrética.

La comparacion de las secuencias de aminoacidos de las toxinas CyaA de las tres
principales especies del género Bordetella reveld que CyaA de B. parapertussis tiene un
alto grado de similitud con la toxina de B. bronchiseptica y menos similitud con la de B.
pertussis. Las diferencias en las secuencias entre los distintos aislados de las tres especies
difieren principalmente en la parte C-terminal [51], y afecta especialmente a los
aminodacidos 800—-1000 y 1000-1600 de la proteina.- Esta region corresponde a epitopes y a
sitios de dominio de union al receptor para las células humanas, aunque no parece generar
ningin cambio en la capacidad de la toxina de interactuar con CR3. El gen que codifica
para CyaA nunca se ha visto eliminado ni desactivado en ninguno de los aislados de B.
pertussis o B. parapertussis, pero se ha visto reemplazado por un operén de transporte de
péptidos en algunos aislados de B. bronchiseptica [52]; esto sugiere que, a pesar de la
importancia de esta toxina para B. pertussis o B. parapertussis existe algun nicho ecoldgico
para B. bronchiseptica en el que no es critica.

A pesar de la similitud a nivel de secuencia entre CyaA de B. pertussis, B.

parapertussis 'y B. bronchiseptica, algunas diferencias fueron encontradas recientemente.
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Estudios previos [53] sugieren que, a diferencia de la toxina de B. pertussis, la CyaA de B.
parapertussis, no tiene actividad citotoxica sobre células J774. En concordancia con esos
resultados, otro trabajo [54] demuestra que CyaA de B. bronchiseptica, B. parapertussis y
B. pertussis tiene diferencias funcionales entre si. CyaA de B. parapertussis se une a las
células, y su dominio enzimatico se transloca igual que CyaA de B. pertussis, € incluso
conserva la actividad hemolitica en eritrocitos. Segin este trabajo la diferencia se hace
evidente en células nucleadas en las cuales solo CyaA de B. bronchiseptica y B.
parapertussis es fosforilada en el residuo Ser375. Con este aminoéacido fosforilado se
generaria un motivo (RSXpSXP, donde pS es fosfoserina) que seria reconocido por el
factor del hospedador 14-3-3, lo que resultaria en la pérdida de la actividad adenilato
ciclasa. En consecuencia, los efectos citotoxicos de CyaA B. bronchiseptica y B.

parapertussis se encontrarian notablemente atenuados.

1.5.3. Hemaglutinina Filamentosa

La hemaglutinina filamentosa (FHA) es una adhesina de 220 kDa que se encuentra
asociada a la superficie bacteriana, pero también se secreta al medio extracelular en grandes
cantidades [55]. FHA es una molécula en forma de horquilla (50 nm de longitud y
aproximadamente 4 nm de ancho) que consiste predominantemente en tindems repetitivos
en forma de B dispuestos en una -hélice paralela [56]. Se han identificado cuatro dominios
funcionales diferentes en FHA (union a heparina, reconocimiento de carbohidratos, motivo
Arg-Gly-Asp y dominio C-terminal maduro) que estarian implicados en la interaccion de
FHA con células eucariotas in vitro [57]. FHA es muy inmunogénica y se ha utilizado en la

gran mayoria de las vacunas acelulares.
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FHA es la adhesina mas importante de las Bordetellas clasicas, todos patdogenos
del tracto respiratorio superior de mamiferos. Se ha observado que media la adhesion
bacteriana a células epiteliales alveolares, bronquiales, células de epitelio traqueal e incluso
células fagociticas. En distintos trabajos se ha estudiado la importancia de los distintos
dominios en la adhesion. El primero en ser identificado fue el dominio de reconocimiento
de carbohidratos (CRD), que tiene capacidad de unirse a glicolipidos de las cilias humanas
[58]. Luego, se identificd el dominio inhibible por heparina, que podria mediar la adhesion
a glicolipidos sulfatados y proteoglicanos como heparina y condroitin sulfato [59]. En
cambio, se ha propuesto que la interaccion con macroéfagos ocurre a través de la unidén
directa del dominio RGD con CR3, de la que también participaria la integrina aVB3 LRI y
VLA-5 o a5B1 [60-63]. Por otro lado, un trabajo de nuestro grupo, muestra que FHA
interacta con colesterol y se dirige preferencialmente a balsas lipidicas en la superficie de
células de epitelio pulmonar [64].

Un ortélogo de fhaB esta presente en cada una de las tres especies de las Bordetellas
clasicas (BP1879, BB2993 y BPP3027). Aunque cada uno parece estar intacto, hay
variaciones en la secuencia y la longitud de las secuencias repetitivas internas [32,65]. El
analisis de los genomas de B. pertussis, B. bronchispetica y B. parapertussis revelo la
existencia de dos genes adicionales, fhaS'y fhaL, que codifican proteinas similares a FHA y
que también presentan variaciones en su secuencia interna entre las distintas especies [32].
Por ejemplo, se observaron diferencias en la region denominado R1 (entre los residuos 344
y 1065 de FhaB de B. pertussis) que contiene pseudorepeticiones en tindem de secuencias
de 19 residuos [66]. FhaS de B. bronchiseptica tiene 36 copias de la regiéon R1, mientras
que fhaS de B. parapertussis tiene 11 copias y fhaS de B. pertussis tiene solo 5 copias [67].

De acuerdo a un estudio en el que se realizaron fusiones transcripcionales, los genes fhaS'y
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fhaL podrian estar expresados, aunque a niveles mucho mas bajos que fhaB; ambos estan
regulados positivamente por BvgAS y, por lo tanto, se califican como genes vag [68].

El rol de FHA en B. parapertussis fue estudiado a través de la construccion de una
mutante defectiva en la expresion de FhaC, una proteina integral de membrana necesaria
para traslocar a FhaB a través de la membrana bacteriana externa [70,71]. Esta mutante se
encontro defectiva en su capacidad de adherirse a células del epitelio pulmonar humano [6],
confirmando la importancia de este factor de virulencia en la adhesion, de B. parapertussis.
La unica diferencia encontrada entre FHA de B. pertussis y B. parapertussis, es que la
adhesion de B. parapertussis no se ve inhibida por heparina, a diferencia de lo observado
para B. pertussis [6].

Tanto la infeccidon con B. pertussis o B. parapertussis [73] como la inmunizacion
producen una respuesta inmune contra FHA [74]. A pesar de tener mas del 95% de
identidad, estudios realizados en modelos murinos sugieren que la inmunizacion con FHA
de B. pertussis no confiere proteccion contra B. parapertussis [75]. Es posible, entonces,
que las diferencias se encuentren en los epitopes protectores y que hayan sido seleccionadas

durante la evolucion de B. parapertussis debido a la reactividad cruzada.

1.5.4. Fimbrias

Al igual que muchas bacterias patdgenas gram negativas, B. parapertussis expresa
estructuras proteicas filamentosas y poliméricas en superficie celular denominadas fimbrias
(Fim). Algunos trabajos demostraron la importancia de las fimbrias en la adhesion al
epitelio respiratorio [76,77]. Las subunidades fimbriales mas conocidas del género que

forman los dos serotipos fimbriales predominantes de B. pertussis, son Fim2 y Fim3. El
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analisis de la secuencia del genoma de B. pertussis, B. parapertussisy, y B. bronchiseptica
revela que las tres subespecies contienen los genes de fim?2 y fim3. Existe un tercer locus,
fimX, en B. pertussis [78], y B. bronchiseptica que se encuentra en B. parapertussisy, como
un pseudogen. Los locus fimbriales, fimN y fimA fueron identificados en B. bronchiseptica
y B. parapertussisy,, pero no se encuentran en B. pertussis [32]. Finalmente, hay también
una recientemente descubierta subunidad fimbrial en B. bronchiseptica (BB3424) y B.
parapertussisy, (BPP1684) que esta ausente en B. pertussis [32].

La expresion de los genes fimbriales de Bordetella esta regulada positivamente por
el sistema de dos componentes BvgAS. Un rasgo caracteristico del promotor de las fimbrias
es un tramo de citosinas, ubicado aguas arriba de la caja putativa -10 [79]. Las inserciones y
deleciones de 1 a 5 pb en dichas citosinas son responsables de la variacion de fase en
fimbrias [78]. Dado que los cambios en la longitud de dicho tramo afecta la transcripcion
de los genes fimbriales individualmente y de manera independiente [81], las bacterias
pueden expresar Fim2, Fim3, FimX, FimN, FimA o cualquier combinaciéon en cualquier
momento dado. Aun asi, serotipos para FimX, FimN o FimA, no han sido descritos en
ninguna de las tres especies [82].

Todos los serotipos fimbriales tienen una subunidad fimbrial menor comtn, FimD,
que forma la adhesina de la punta [83]. El gen fimD esta ubicado dentro del operon de
biogénesis fimbrial fimABCD. La mutacion de cualquiera de los genes del locus fimBCD da
como resultado una falta completa de fimbrias en la superficie celular bacteriana, lo que
sugiere que fimBCD es el tnico locus funcional de biogénesis fimbrial en Bordetella [84].

Estudios in vivo demostraron que las fimbrias estan involucradas en la colonizacion
nasofaringe y traquea [83]. De acuerdo a un modelo recientemente desarrollado por

Scheller y colaboradores [85], la adhesion de Bordetella es un proceso de dos pasos que
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requiere tanto Fim como FHA. Las fimbrias mediarian la interaccion inicial con el epitelio
ciliado, y este primer paso critico permite a FHA mediar una adhesion mas estrecha con
estas células.

Ningtn estudio concluyente se ha llevado a cabo sobre la expresion de fimbrias en

cepas de B. parapertussis; aunque se ha visto que no expresa Fim2 ni Fim3 [86].

1.5.5. Pertactina y otros autotransportadores

Las especies del género Bordetella expresan una serie de proteinas llamadas
autotransportadores que son secretadas o se encuentran asociadas con la superficie de la
bacteria cuya expresion estd regulada por el sistema de dos componentes BvgAS. La
familia de autotransportadores incluye proteinas funcionalmente diversas, como proteasas,
adhesinas, toxinas, invasinas y lipasas. Los autotransportadores consisten tipicamente de
una region N-terminal, que confiere las funciones efectoras, y una region C-terminal
conservada llamada B-barril, que se requiere para la secrecion del dominio transportado a
través de la membrana. La secuencia sefial N-terminal facilita la translocacion de la pre-
proteina a través de la membrana interna en forma dependiente del sistema Sec. Tras el
clivaje del péptido sefial N-terminal en el periplasma, el extremo C se pliega en un barril en
la membrana externa, formando un canal. La region enlazadora entre los extremos Ny C
dirige la translocacion de la region N-terminal a través del canal formado por el B-barril. En
la superficie, los dominios pasajeros pueden dividirse de la unidad de translocacion y
permanecer asociados de manera no covalente con la superficie bacteriana o pueden
liberarse en el medio extracelular después de un evento autoproteolitico o ser escindido por

una proteasa de membrana externa enddgena.

24



Las bacterias del género Bordetella tienen gran ntimero de autotransportadores,
algunos compartidos por todas las especies. En el genoma de B. bronchiseptica RB50 se
identificaron 21, en B. parapertussisy, se encontraron 20, y 16 en B. pertussis Tohama I
[32]. El autotransportador mas estudiado en el género Bordetella es pertactina, una proteina
que en su forma madura tiene 68 kDa en B. bronchiseptica, 69 kDa en B. pertussis y 70
kDa en B. parapertussisn,, [87]. La estructura aparece como una hélice de la que sobresalen
varios bucles. Una secuencia particular (GGXXP)s se ubica directamente después del
motivo RGD, y puede también mediar la interaccion con las células epiteliales. La region
C-terminal de P.69 incorpora un bucle de motivo (PQP)s que contiene el epitope
inmunoprotector principal [88]. Las principales diferencias entre la pertactina de B.
parapertussis y la pertactina de B. pertussis se encuentran en el nimero de unidades dentro
de los motivos repetitivos encontrados en ambas proteinas. La secuencia GGXXP se repite
cuatro veces en la pertactina P.70, y cinco veces en la pertactina P.69, mientras que la
secuencia PQP se encuentra nueve veces en la pertactina P.70 y cinco veces en la pertactina
P.69 [87].

Los dominios RGD, se han visto relacionadas a la interaccion con receptores o
integrinas de la superficie de células eucariotas [90]. Sin embargo nunca pudo demostrarse
que pertactina fuera una adhesina [91]. La razén por la que este autotransportador ha sido
muy estudiado es porque es un antigeno muy inmunogénico y protector [92], por ser blanco
de opsoninas, incluido en todas las vacunas contra la tos convulsa (ver mas adelante).
Justamente su gran antigenicidad ha llevado a que la mayoria de las cepas circulantes de B.
pertussis € incluso algunas cepas de B. parapertussis recientemente aisladas no expresen
pertactina [93-96] debido a deleciones en el gen que codifica para esta proteina,

substituciones de una base que resultan en codones de stop, inversion en el promotor o
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inserciones que generan cambios en el marco de lectura [97]. La gran diversidad de
mutaciones que han aparecido en este gen entre los aislados clinicos sugiere que se ha
producido una inmunoseleccion dirigida por vacunacion mas que una expansion clonal de
una cepa defectiva [97]. Otra posible funcidon atribuida a pertactina es la de afectar la
respuesta inmune del hospedador [98]. En ese sentido, un trabajo reciente indica que la
estimulacion de células dendriticas con cepas de B. pertussis deficientes en pertactina

produce un aumento de la produccidon de citoquinas proinflamatorias por parte de estas

células [99].
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Figura 7. Presentacion de FHA, fimbrias y pertactina en la superficie de Bordetella. Pertactina es un
autotransportador clasico. La region C-terminal de 30 kDa (rojo) forma un canal en la membrana
externa que se requiere para la translocacion del dominio B-helicoidal de 70 kDa (azul) a la
superficie celular. (b) FHA se transloca por la membrana externa a través de FhaC (rojo). El
procesamiento durante la translocacion elimina el dominio C-terminal (amarillo) de la proteina
FhaB para producir la proteina FHA madura de 220 kDa. (c) FimB conduce las subunidades
fimbriales principales (Fim2 o Fim3) a la membrana. FimB y FimC son necesarios para la secrecion
fimbrial y FimD (la subunidad de la punta) es necesario para el ensamblaje fimbrial (Fuente:
Melvin et al. (2014) Nat Rev Microbiol.).

Otros autotransportadores del género Bordetella que han sido estudiados son BrkA, TcfA
and Vag8. BrkA es otro autotransportador regulado por BvgAS y un antigeno asociado a la
superficie celular de B. pertussis que evade los mecanismos bactericidas de la via clasica
del complemento [102]. El locus de brk codifica para dos marcos de lectura, brk4d y brkB.
El gen que codifica para BrkA también estd presente en B. parapertussis y B.

bronchiseptica pero es un pseudogen [32]. El autotransportador Vag§8 es un factor de union
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al inhibidor de la esterasa C1. C1 es un componente de la cascada de complemento, por lo
que la expresion de Vag8 confiere resistencia al suero en B. pertussis [103]. En el caso de
B. parapertussis, Vag8 se encuentra codificada en el genoma pero su expresion no fue
encontrada [103]. Curiosamente, ambos factores de virulencia de B. pertussis implicados en
la resistencia al complemente (BrkA y Vag8) no se expresan por B. parapertussis.

Finalmente, cabe mencionar el autotransportador BapC. A partir de los datos del
genoma de Bordetella, BapC se predijo como una proteina de 998 aminoacidos en B.
bronchiseptica pero en B. pertussis Tohama 1 y B. parapertussis los productos se
encontraron truncados con 102 y 100 aminoécidos, respectivamente, debido a corrimientos
en los marcos de lectura. A pesar de ello, BapC se encontré expresada por B. pertussis
[104]. Este autotransportador parece estar regulado por el sistema de dos componentes
BvgAS, y su forma madura de 79 kDa presenta motivos RGD de union a integrina, asi
como un motivo SGXG de unién a glicosaminoglicano. La posiciéon del motivo RGD
(aminodcidos 945-953) y SGXG (aminoécidos 1347-1358) sugiere que los sitios estan
realmente expuestos. En apoyo de esta posibilidad se ha observado que una mutante
defectiva en BapC presenta una adhesion disminuida a ciertos tipos celulares por lo que
BapC, podria ser una adhesina menor del género Bordetella [105]. Su funcién en B.
parapertussis no ha sido aiin estudiada.

Numerosos autotransportadores del género Bordetella y algunos de ellos solo de B.
parapertussis 'y B. bronchiseptica continian sin ser caracterizados, su estudio podria

fortalecer el entendimiento de las bases moleculares de la patogénesis de estas bacterias.
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1.5.6. Toxina Dermonecrética (DNT)

La toxina dermonecrotica o DNT fue uno de los primeros factores de virulencia
conocidos de B. pertussis, descripto por Bordet y Gengou en el afio 1909. El nombre hace
referencia a las lesiones caracteristicas en la piel cuando es inyectada en animales como
ratones, conejos y cobayo. La toxina se encuentre principalmente en el citoplasma de la
bacteria [106]. La similitud entre DNT de B. pertussis, B. parapertussis y B.
bronchiseptica, es muy alta [106]; estd compuesta por un dominio N-terminal de union al
receptor y un dominio catalitico C-terminal. DNT causa cambios morfologicos en células
osteoblasticas e incluso inhibe su diferenciacion. Los cambios morfoldgicos resultan de la
activacion de pequefias proteinas Rho con uniéon a GTP que son deaminadas por el domino
C-terminal de DNT [107,108] y que generan ensamblado de filamentos de actina y uniones

focales. Ademas, DNT tiene actividad letal, vasoconstrictora y esplenatrofica.

1.5.7. LPS

El lipopolisacarido (LPS) es un glicolipido presente en la superficie de las bacterias
gram negativas. Los LPS de B. pertussis, B. parapertussis y B. bronchiseptica tienen
muchas similitudes estructurales en su lipido A. Sin embargo las caracteristicas quimicas e
inmunologicas de los LPS de B. pertussis y B. parapertussis son diferentes [110,111]. Una
de las diferencias mas importantes es que B. parapertussis sintetiza cadenas de
polisacaridos que consisten de un homopolimero de 4acido 2,3-dideoxi-2,3-diN-
acetilgalactosaminuronico (2,3-di- NAcGalA) [112] conocido con antigeno O, mientras que
el LPS de B. pertussis no lo tiene. La razén de esta diferencia es que B. parapertussis,

posee un operon denominado wbm que contiene 21 marcos de lectura, y es necesario para
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la expresion de antigeno O [113]. A pesar de que B. bronchiseptica también expresa
antigeno O [114], es posible que su rol durante la infeccion sea distinto, ya que una mutante
defectiva en antigeno O de B. parapertussis tiene una capacidad mucho menor de colonizar
traiquea y pulmén de raton, mientras que ninguna diferencia se observdé en B.
bronchiseptica [115].

Se ha especulado que la diferencia entre los dos patdégenos humanos (B. pertussis y
B. parapertussis) derivados de un ancestro comun similar a B. bronchiseptica, en dos
eventos independientes se deba a las diferencias evolutivas y temporales de la aparicion de
ambas especies, mencionadas anteriormente en esta introduccion. Los ntcleos de los LPS
de las tres especies se conservan con respecto a su composicion de azucares y
disposiciones. Pero el nucleo del LPS de B. parapertussis se diferencia de los LPS de B.
pertussis en dos aspectos. En primer lugar, no tiene el trisacarido distal que da lugar a la
banda A que se observa en SDS-PAGE del LPS de B. pertussis [116]. B. parapertussis
tiene el locus wi/b, encargado de la biosintesis de dicho trisacdrido, por lo que la ausencia
no se debe a la falta de los genes necesarios, aunque podria deberse a una mutaciéon puntual
en el gen wibH [117]. El nucleo del LPS de B. parapertussis se diferencia también en que
no tiene la heptosa terminal y la GalNA terminal [118]. La base molecular de estas
diferencias atin se desconoce pero dado que ésta es una molécula muy inmunogénica estas
diferencias podria ser consecuencia de mecanismos de inmunoseleccion durante la
evolucion de esta especie. Cabe senalar que las diferencias en el LPS también derivan en
diferentes capacidades de activar el sistema inmune. Se ha observado que el LPS de B.
parapertussis es un estimulador muy pobre de TLR4 en comparacién con el LPS de B.

pertussis, lo cual podria estar relacionado con su persistencia en el hospedador [119].
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Si bien el LPS es una endotoxina expresada constitutivamente, algunos de los
factores que lo modifican si estan regulados por BvgAS, sugiriendo que hay diferencias en
la estructura del mismo dependiendo de la fase. Por ejemplo, PagP es una palmitoil
transferasa de lipido A regulada por Bvg y que solo se encuentra en B. parapertussis y B.
bronchiseptica [120,121]. Un patron de movilidad diferente también fue observado para el
antigeno O dependiendo de la fase de virulencia y podria deberse a una diferente expresion
del gen wbmE [122]. También hay evidencia de que mecanismos post-transcripcionales
podrian estar involucrados en la modificacion de LPS en respuesta a diferentes efectores
ambientales [123,124].

El antigeno O no pareciera ser esencial para la infeccion de humanos por Bordetella,
como lo demuestra su ausencia en cepas de B. pertussis, pero el mantenimiento del
antigeno O por parte de B. parapertussis puede haberle permitido emerger y persistir en
una poblacion en la que B. pertussis ya circulaba. Esta teoria estd sustentada por multiples
trabajos llevados a cabo por el grupo de Eric Harvill y nuestro grupo [12,14,15,125,126].
En primer lugar, el antigeno O esté relacionado con la falta de inmunidad cruzada entre las
infecciones de B. pertussis y B. parapertussis, basicamente porque apantalla las estructuras
antigénicas comunes a ambas especies presentes en superficie de B. parapertussis [12].
Este apantallamiento puede conferirle una ventaja selectiva a B. parapertussis circulando
en poblaciones humanas en las cuales existe inmunidad contra B. pertussis [127]. Por otro
lado, se observo que el antigeno O evita la deposicidon de C3 en la superficie de la bacteria,
protegiendo asi a B. parapertussis de la accion bactericida del complemento [128].
Curiosamente B. pertussis tiene una serie de factores de virulencia ya mencionados que

tienen también dicha capacidad y que no se han conservado en B. parapertussis.
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Al apantallar los antigenos de superficie bacteriana comunes a ambas especies el
antigeno O protege a B. parapertussis de la accion de los anticuerpos inducidos por
infeccion con B. pertussis y por vacunas formuladas Unicamente con antigenos de B.
pertussis (como es el caso de todas las vacunas en uso) previniendo la opsonofagocitosis
mediada por anticuerpos y la eliminacion mediada por anticuerpos in vivo. La
opsonofagocitosis mediada por anticuerpos es critica para inducir actividad bactericida en
las células inmunes del hospedador. Segun resultados de nuestro grupo [14,15,126] en
ausencia de anticuerpos opsonizantes, la captura de B. parapertussis por neutrofilos y
macrofagos es muy baja, no hay activacion celular. Las pocas bacterias que son fagocitadas
en ausencia de anticuerpos opsonizantes no siguen un transito bactericida ya que B.
parapertussis es capaz de inhibir la fusion fagolisosomal y sobrevivir en localizacion
intracelular, dando origen a eventuales nichos de persistencia intracelular [14,15]. En
ausencia de anticuerpos opsonizantes la interaccion de B. parapertussis con neutrofilos no
induce tampoco actividad bactericida extracelular ya que no hay degranulaciéon ni
formacion de NETs [126]. El antigeno O estd involucrado en estos mecanismos de
inhibicion es la accidén bactericida de las principales células de defensa en huéspedes no
inmunes

Se cree que el operon necesario para la sintesis de antigeno O fue adquirido a través
de transferencia horizontal por el ancestro comin y se ha modificado mediante
recombinacion homologa en las distintas especies. Debido a que este mecanismo parece
haber sido muy poco frecuente en la evolucion de los genomas de las bacterias del género
Bordetella, podria ser el resultado de una fuerte presion selectiva para escapar de la

inmunidad generada contra las especies mas antiguas [34].

32



1.5.8. Sistemas de Captura de Hierro

Los patégenos de mamifero se enfrentan a la escasez de hierro libre dentro de sus
respectivos hospedadores. El hierro es un elemento vital por su papel en los procesos
celulares que van desde la generacion de energia y la replicacion del ADN hasta el
transporte de oxigeno y la proteccion contra el estrés oxidativo. Uno de los mecanismos de
defensa de los mamiferos, conocido como inmunidad nutricional, es la captura del hierro a
través de la accion de proteinas de union a dicho metal, como la transferrina y la
lactoferrina, y otros mecanismos cuyo objetivo es la deprivacion de hierro libre. La mayoria
de las bacterias requieren concentraciones micromolares de hierro para su crecimiento
[129,130]. Por la accion de las proteinas mencionadas la concentracion de hierro libre en
los fluidos corporales de mamiferos se estima en menos de 10™'® M. En este contexto es que
los mecanismos bacterianos de alta afinidad de captura de hierro se consideran factores de
virulencia. Hay diferentes tipos de sistemas bacterianos de captura de hierro, entre ellos los
mas comunes son los receptores de transferrina, lactoferrina o hemo, la secrecion de
quelantes de hierro de bajo peso molecular denominados sideréforos que pueden remover el
hierro de la transferrina o lactoferrina y transferirlo a las bacterias [131]. Las bacterias,
ademads de producir sider6foros y sus transportadores afines, pueden producir receptores y
transportadores que permiten la utilizacion de siderdforos de otras bacterias, llamados
xenosideroforos [132]. En las bacterias gram negativas, los receptores de membrana
externa dependen de TonB para la transferencia de hierro al periplasma, seguido del
transporte al citoplasma mediante transportadores de tipo ABC. El hierro inorganico en el
periplasma se transporta al citoplasma mediante transportadores de membrana.

Los genomas de B. pertussis, B. parapertussis y B. bronchiseptica tienen 12, 11 y

16 genes para transportadores dependientes de TonB, respectivamente. Las especies
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adaptadas al humano han perdido algunos de estos transportadores o se han convertido en
pseudogenes, por lo que se puede asumir que algunos de estos sistemas de transporte de
hierro afecten a la amplitud de ambientes o nichos en que las bacterias pueden sobrevivir
[32].

La captacion de hierro en bacterias esta controlada por el regulador fur (ferric
uptake repressor). Cuando Fur tiene hierro unido como cofactor, se une a secuencias
consenso conocidas como cajas fur para bloquear la expresion génica de sistemas de
transporte de hierro. Debido a que la actividad de este regulador depende de la cantidad de
hierro, se podria decir que, a través de la accion de Fur, el hierro participa directamente en
el control genético de su propia asimilacion. Sin embargo, Fur puede bloquear la expresion
de otras proteinas no relacionadas con la adquisicion de hierro y también tiene capacidad de
inducir la expresion de diversos genes [134—137].

Al igual que las otras dos especies del género Bordetella, B. parapertussis produce
el siderdforo alcaligina y receptores de xenosideroforos, que le permiten capturar hierro a
través de siderdforos producidos por bacterias comensales o colonizadores temporales de la
nasofaringe. La alcaligina es un sideroforo de hidroxamato similar a bisucaberina y
putrebactina, que se une a hierro en una relacion molar de 3:2 (FeAlc;). Este sideroforo es
sintetizado por el operon alcABCDER [138], a continuacion del mismo se encuentran los
genes alcS, del exportador de alcaligina, y el gen de la proteina receptora de FauA que se
ubica en la membrana externa para el transporte de alcaligina férrica. El gen alcR, que
codifica para el regulador positivo de la biosintesis de alcaligina y las actividades de
transporte, se ubica inmediatamente después de alcABCDE. En general, la transcripcion se
inicia en el promotor controlado por Fur inmediatamente aguas arriba de alcA4, pero alcR

también se transcribe a partir de un promotor secundario mas débilmente regulado por Fur
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ubicado inmediatamente aguas arriba de su propia region codificadora. Aunque los genes
de biosintesis de alcaligina en Bordetella son reprimibles por Fur, al igual que otros
sistemas de biosintesis de sider6foros, AlcR impone un nivel adicional de control que se
requiere para la expresion completa del operdn. Asi la transcripcidon maxima del operon
alcABCDE en condiciones de crecimiento con hierro y sin hierro depende del regulador
AlcR y requiere la presencia de la alcaligina, que actia como inductor. Ademads, se ha
observado que la activacion transcripcional de alcABCDE mediada por AlcR es muy
sensible y, que responde a concentraciones extremadamente bajas de inductor [139] (Figura
8). La expresion de los genes involucrados en la sintesis de alcaligina se induce
rapidamente durante la infeccion y es vital en estadios tempranos de la infeccion [140].
Entre los receptores de xenosiderdforos encontrados en el género Bordetella, solo el
sistema de captura de enterobactina ha sido estudiado en B. pertussis, pero no seria
funcional en B. parapertussis debido a un cambio en el marco de lectura [141]. Pero ambas
especies tienen también genes que codifican para multiples receptores putativos de
sideroforos con sustrato desconocido como BfrB, BfrC, BfrD, BfrF, BfrG, BfrH, y Bftl.
BftB y BftC son similares a receptores de ferrisider6foros de tipo hidroxamato, son
regulados por hierro y Bvg independientes [142]. Més estudios son necesarios para evaluar

la especificidad y utilidad de todos estos receptores durante la infeccion.
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Sistema de sintesis del siderdtoros alcaligina

@ aled alcB aleC aleD aleE alcR ales
DI b )
l 1

Sistema de captacidn de grupos hemo

hurR* bhuS bhul bhull  bhuV

B | | |

Figura 8. Organizacion genética de los sistemas de biosintesis y utilizacion de alcalina, y hemo en
Bordetella. Las flechas denotan los limites y la orientacion transcripcional de los genes. Se
muestran las ubicaciones de los sitios de union de Fur (rectangulos), y los circulos representan
regiones de control que responden al regulador positivo asociado y al inductor de la fuente de
hierro. hurR es un pseudogen en B. parapertussis (Fuente: Brickamn et al. (2009) Biometals).

B. pertussis, B. parapertussis y B. bronchiseptica también pueden utilizar hemina o
hemoglobina como fuentes de hierro de manera tonB-dependiente. Esto se debe a la
presencia de los genes hurlR y bhuRSTUV (Figura 8). Los genes de bhu de Bordetella
codifican para homologos de los sistemas de utilizacion de hemo conocidos por estudios en
otros procariotas y estan organizados genéticamente en forma similar a otros sistemas
bacterianos de captacion de hemo. Segun la similitud de secuencias con los componentes de
otros sistemas de utilizacion del hemo, BhuR es el receptor de la membrana externa para
hemina, hemoglobina-haptoglobina, hemo-albimina de suero y hemoglobina humana.
Tiene un motivo TonB box C y el motivo de secuencia de aminoacidos FRAP / NPNL que
se conserva entre los miembros de la familia de receptores de hemo bacterianos. Se supone
que otras actividades de transporte son proporcionadas por la proteina de union
periplasmica especifica de hemina BhuT, la proteina permeasa de membrana citoplasmatica
BhuU, y BhuV, funcionaria como la ATPasa requerida para el transporte de hemo a través
de la membrana citoplasmica. BhuS es similar a las llamadas proteinas degradadoras de

hemina. La expresion de bhu en B. pertussis se ve aumentada por la presencia de grupos
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hemo en ausencia de hierro [143]. Los marcos de lectura abierta hurIR identificados aguas
arriba de los genes bhu codifican para homologos de la familia de proteinas reguladoras
Fecl de E. coli, que podria estar relacionado con una regulacion transcripcional positiva del
operon bhu. Se observd que la falta del receptor hemo bhuR determina un defecto en la
colonizacion pero solo en estadios avanzados de la infeccion, lo que indica que la
utilizacion del hemo contribuye poco a la supervivencia inicial de B. pertussis. Es posible
que esto se deba a que el hemo no esta disponible en el nicho al inicio de la infeccion, pero
se hace accesible durante etapas mas avanzadas de la infeccion, presumiblemente por la
accion de otros factores de virulencia de Bordetella sobre células del hospedador. Esta
hipdtesis se ve sustentada por ensayos de expresion génica temporal in vivo que indican que
la expresion de bhuR en B. pertussis es baja en los primeros estadios de la infeccion y
aumenta con el correr de los dias [140].

La adquisicion de hierro a partir de grupos hemo no ha sido estudiada en B.
parapertussis. Pero el analisis del genoma muestra la existencia de los mismos operones
que en B. pertussis, B. bronchiseptica y B. avium. La tUnica diferencia es que hurR,
posiblemente involucrado en el censado de grupos hemo y en los mecanismos regulatorios
del operon bhuRSTUV, es un pseudogen. El gen ortdlogo en B. avium (llamado rhuR), es un
probable factor anti-sigma y un regulador negativo de la transcripcion del operon
bhuRSTUYV en ausencia de grupos hemo [144], y no es necesario para la expresion de BhuR
[145], por lo que es posible que la ausencia de hurR en B. parapertussis no afecte a su

capacidad para captar grupos hemo.
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1.6. Diagnostico

El diagnostico clinico de la tos convulsa se complica por la heterogeneidad en las
manifestaciones de la enfermedad, la modificacion del cuadro clinico por inmunizacion, las
infecciones mixtas y el bajo indice de sospecha de tos convulsa entre muchos médicos
[4,146]. El método estandar de laboratorio para el diagnéstico de Bordetella es el cultivo
del organismo a partir de un hisopado nasofaringeo. El cultivo rara vez se logra porque
cuando aparecen los sintomas de la enfermedad la infeccion nasofaringea se ha limitado
pero es el Gold Standard del diagndstico. Por esta razon se desarrolld el diagnostico por
PCR especifica que hoy se usa de rutina y el cual se describe mas adelante.

La infeccion por bacterias del género Bordetella también se puede determinar por
diagnostico seroldgico. Aunque titulos altos en una muestra de suero ha sido utilizado
como diagndstico de tos convulsa, el andlisis pareado comparando muestras de suero de la
fase aguda y de convalecencia es de mayor utilidad debido a su sensibilidad y especificidad
[147,148]. Un alto titulo en suero de pacientes no vacunados sugiere una infeccion reciente.
Pero la determinacién no diferencia entre los anticuerpos resultantes de una infeccion
natural y los que se producen debido a la vacunacion, por lo que este método no puede ser
usado en el afio siguiente a la vacunacion [149,150].

Comparado al cultivo, las técnicas de diagndstico molecular han resultado mucho
mas sensibles [4] y pueden ser realizadas en forma mas répida que el diagndstico por
cultivo (que tarda hasta siete dias) o el diagndstico serologico [152]. Se utiliza PCR o PCR
en tiempo real con cebadores especificos dirigidos a secuencias insercionales IS481
(presente en el genoma de B. pertussis y B. holmesii) € IS1001 (presente en el genoma de B.
parapertussis). Esta técnica puede ser utilizada tanto en lavados nasofaringeos como en
aspirados y es la técnica recomendada por la Organizacion Mundial de la Salud para el
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diagnostico diferencial de B. pertussis y B. parapertussis. Esta técnica puede ser
particularmente ventajosa entre los individuos recientemente vacunados y después de la
vacunacion, en los que el diagnostico es frecuentemente tardio, la recuperacion del
microorganismo es rara y el diagndstico seroldgico no es posible [153].

Entre las metodologias mencionadas, aparte del cultivo del agente causal, el
diagnostico molecular es el mas indicado para la diferenciacion entre B. pertussis y B.
parapertussis. De cualquier forma, debido a que el tratamiento contra B. pertussis es
también efectivo contra B. parapertussis [18], la discriminacion de especie no se hace de
rutina [154], por lo que es muy posible que el nimero de casos causados por esta especie

esté subvalorado.

1.7. Vacunas

En la década de 1940 se desarroll6 la primer vacuna de uso masivo a partir de
células de B. pertussis inactivadas por calor, lo cual resultd en una dréstica disminucion de
la incidencia de la enfermedad y una disminucion de la morbilidad y mortalidad. En la era
prevacunal, se observaban picos epidémicos cada 2 a 5 afios. Después de la introduccion de
la vacuna y a pesar de la reduccion drastica en la incidencia de la enfermedad, el caracter
ciclico de la enfermedad no se modific. Esta diferencia con otras enfermedades
controladas por la inmunizacion se debe a que, si bien el numero de casos reportados
disminuyo, la bacteria continu6 circulando por la poblacion de manera similar que en la era
prevacunal en adolescentes y adultos [155]. En ellos, la infeccion se manifiesta como tos
prolongada, que muchas veces no es diagnosticada [147]. Esta infecciéon de adultos
vacunados se debe a que la duracion de la inmunidad conferida por inmunizacién es

relativamente corta [147]. La vacuna celular no se puede usar para dar refuerzos a adultos
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porque las reacciones adversas asociadas a la presencia de LPS en estas vacunas son muy
severas en este rango etario [74,156,157].

Hacia la década de 1970s, la atencion se centrd en los efectos secundarios asociados
a la inmunizacién con vacuna acelular en nifios. Un estudio llevado a cabo en Reino Unido
a finales de la década del 70 para evaluar las enfermedades neuroldgicas agudas en nifios
entre 2 y 26 meses, encontrd una fuerte correlacion entre el dafio cerebral y la vacunacion
con vacuna celular contra la tos convulsa [158]. Aunque posteriormente se asegurd que la
asociacion era causal y que no habia evidencia para sostener ese vinculo [159], Inglaterra y
otros paises del mundo dejaron de vacunar. Esto derivd en la mayor epidemia de pertussis
desde la era pre-vacunal, lo cual llevo al desarrollo de las vacunas acelulares formuladas
con antigenos purificados y libres de LPS. La primera vacuna acelular (aP) contra la tos
convulsa se desarrollo en Japon en 1981 [160]. Las formulaciones actuales contienen entre
dos y cinco de los siguientes antigenos purificados por separado: toxina pertussis,
hemaglutinina filamentosa, pertactina y fimbrias 2 y 3 [74]. Todos ellos codificados en los
genomas tanto de B. pertussis como de B. parapertussis, a excepcion de la toxina pertussis
solo expresada por B. pertussis. Las vacunas difieren entre si en cuanto a nimero y
cantidad de componentes del antigeno, pero también con respecto la cepa de B. pertussis
utilizada para la producciéon de antigeno primario, los métodos de purificacion y
detoxificacion, los adyuvantes incorporados y el uso de conservantes [149]. Los paises
centrales fueron reemplazando las vacunas celulares por la acelulares en sus planes de
vacunacion. La introduccion de estas vacunas, menos reactogénicas pero también menos
eficaces, incluso contra B. pertussis [161] condujo a un aumento sostenido de la incidencia
de la tos convulsa que llevo a la OMS a declararla como enfermedad reemergente en la

década del 90. Esta reemergencia se detectd primero en los paises desarrollados con
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vigilancia activa de la tos convulsa y con esquemas de vacunacién que incluian la vacuna
acelular pero mas tarde se observo que lo mismo estaba ocurriendo en todas partes del
mundo incluso en Argentina. Otra de las consecuencias graves observadas luego de la
introduccion de la vacuna acelular fue la deteccion de un aumento sostenido en la
incidencia de B. parapertussis en los casos de tos convulsa [162]. Trabajos de nuestro
grupo de investigacion y de otros demostraron que si bien la vacuna celular contra B.
pertussis induce cierto grado de proteccion contra B. parapertussis, tal vez debido a los
anticuerpos dirigidos contra el LPS, las vacunas acelulares formuladas con antigenos
purificados de B. pertussis inducen muy poca proteccidon, o ninguna segin algunos
estudios, contra B. parapertussis [163]. Esto ultimo estd asociado a la divergencia
antigénica entre especies [75] sumado al apantallamiento que ejerce el antigeno O sobre los
antigenos de la superficie bacteriana [127].

Otra causa asociada a la menor eficacia de las vacunas acelulares es el tipo de
respuesta inmune [164]. Mientras que la respuesta a la vacuna celular (y a la infeccion) es
una respuesta Th17/Thl, las vacunas acelulares dan una respuesta fundamentalmente Th2
[165]. Los anticuerpos inducidos por la vacunacion con vacuna acelular previenen los
sintomas, pero no la colonizaciéon [165]. Una respuesta con contribucion Th17/Thl es
necesaria para eliminar a la bacteria, previene la infeccion y la enfermedad, y confiere
proteccion por mas tiempo [164]. La necesidad de una respuesta Thl y Thl7 esta
relacionada con la produccion citoquinas como IFN-y e IL-17 y el desarrollo de inmunidad
celular, imprescindible para prevenir el establecimiento de nichos intracelulares de
persistencia y la continua circulacion de la bacteria en la poblacion

En este contexto, a pesar de la amplia cobertura de vacunacion, la tos convulsa

sigue siendo un problema de salud publica considerable. En las ultimas décadas, las tasas
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de infeccion han aumentado notablemente en los paises industrializados, alcanzando en los
Estados Unidos su maximo en 60 afos en 2012 [164,169],

La reemergencia de la tos convulsa también afecté a Argentina. Por lo que al
programa de vacunacion original que incluye una dosis de vacuna celular a los 2, 4 y 6
meses de edad, un refuerzo entre los 15 y 18 meses y un segundo refuerzo entre los 5y 6
anos de edad, se agregaron dosis de refuerzo en la vida adulta. Hoy se sabe que los
reservorios son los adultos que infectan a los mas susceptibles, los recién nacidos. Por esta
razén el Ministerio de Salud agregd una dosis de refuerzo con vacuna acelular a los 11
anos, a las embarazadas, a las personas que estén en contacto con bebés prematuros o de
bajo peso al nacer (menos de 1500 gramos) y a los trabajadores de salud todos ellos con
vacuna acelular.

Sin embargo todas estas medidas solo controlan la tos convulsa causada por B.
pertussis. Pocos datos sobre la epidemiologia de B. parapertussis han sido publicados. En
épocas previas a la incorporacion de las vacunas, B. parapertussis habia sido aislada en
California, Michigan, Nueva York, Inglaterra, Francia, Checoslovaquia, Bulgaria,
Dinamarca, México, Chile, Australia, Japon, Espana, Portugal, Hungria, Yugoslavia y
Finlandia [4]. Los datos disponibles de Dinamarca permiten estimar la tasa anual de casos
de B. parapertussis para el periodo de 1950-1957 como de 73 cada 100000 personas por
aflo, mientras que para B. pertussis en ese mismo periodo fue de 1569 cada 100000
personas por afio [191,192]. En forma bastante similar Eldering estudio los aislados
clinicos del area de Michigan entre 1935 y 1950 y encontr6 que, solo un 2,4% eran B.
parapertussis [193]. Resultados analogos fueron encontrados en otros lugares como Italia,
Suecia y Alemania [4,18]. Pero en aquellos paises en que se reemplazo la vacuna celular

por la acelular se observaron cambios importantes en la incidencia de B. parapertussis,
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cuyas infecciones se volvieron mas frecuentes que las previamente documentadas [162]

[194].

1.8. Nuevas vacunas

En los ultimos afos, muchos enfoques distintos fueron aplicados en la busqueda de
mejorar las estrategias inmunopreventivas contra la tos convulsa, fundamentalmente
tratando de mejorar la proteccion de las vacunas acelulares. Uno de los primeros antigenos
estudiados fue BrkA. La seleccion de esta proteina como candidato vacunal se debio a la
observacion de que una cepa de B. pertussis mutante de brkA, tiene un defecto en la
colonizacién [170], Este inmundgeno sin embargo no generd la proteccion esperada [172].
.Otra vacuna impulsada en los ultimos afios es la vacuna de bacterias inactivadas BPZE1
[175]. La misma fue desarrollada mediante la inactivacion de tres toxinas esenciales para la
virulencia: PT, citotoxina traqueal (TCT), y DNT [175]. PT es enzimaticamente inactivada
por una mutacion puntual, TCT, mediante el reemplazo del gen ampG por el ampG de E.
coli y DNT, por una delecion del gen completo. Esta vacuna se administra por via
intranasal sin el agregado de adyuvantes e induce una respuesta inmune de mucosa y
también sistémica. La cepa coloniza el tracto respiratorio del raton por el mismo periodo de
tiempo que la cepa salvaje, pero parece estar muy atenuada como lo demuestran los
estudios histopatologicos[175]. Una Unica administracion nasal de esta cepa protege a
ratones contra el desafio con B. pertussis virulenta mejor que dos administraciones de
vacuna acelular; y también tiene la capacidad de proteger contra la enfermedad en modelos
de infeccion de babuinos [176]. Ademas, a diferencia de lo que fue reportado para las

vacunas acelulares actualmente en uso, BPZE1 proporciona proteccion contra la infeccion
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por B. parapertussis, que [175]. La vacunacién con BPZEI1 activa a linfocitos T CD4+
polarizando a un perfil Thl y Th17. La proteccién que confiere la vacunacion con BPZEI
contra B. parapertussis depende de la activacion de estos linfocitos [177] y confiere una
larga duracion de proteccion en ratones. La vacuna BPZE] ya fue también testeada en fase
I en humanos y se observaron aumentos significativos en las respuestas inmunes contra los
antigenos en todos los sujetos colonizados. Sin embargo, esta vacuna aun no es
completamente aceptada en la comunidad cientifica como la mejor y més segura opcion.

Otra propuesta fue la de emplear vesiculas de membrana externa (OMV) de B.
pertussis y de B. parapertussis como vacunas Las OMVs contienen antigenos tales como
BrkA, pertactina, FHA, y muchas otras proteinas que contribuyen a la respuesta inmune
ademads de LPS [179] y, en el caso de B. parapertussis, antigeno O [180]. En modelos de
infeccion murino, se encontrd que las OMVs de B. pertussis protegen solo contra ella
misma; mientras que las vesiculas de B. parapertussis tienen la capacidad de proteger
contra ambas especies y ademds son mas seguras y menos toxicas [181]. Sin embargo, la
limitacion de esta propuesta es que debido a la presencia de LPS en la formulacion esta
vacuna no podria usarse en adultos.

Finalmente, una aproximacion recientemente explorada para mejorar las vacunas
acelulares contra B. pertussis es el cambio de adyuvante. Las vacunas acelulares actuales
son administradas con hidréxido de aluminio como adyuvante, e inducen principalmente
una respuesta tipo Th2 y Thl17, y una débil respuesta Thl. La reducciéon de la carga
bacteriana es principalmente mediada por el reclutamiento de células a los pulmones
asociado a las células Th17. La inmunidad protectora inducida por la vacuna acelular
podria mejorarse sustituyendo el hidroxido de aluminio con un agonista TLR que induce

una respuesta de tipo Th1 [182]. Por ejemplo, la formulacién de la vacuna acelular con un
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nuevo adyuvante basado en un agonista del receptor TLR7 (TLR7a) o con CpG (un
agonista de TLR9) mejoro la proteccion contra B. pertussis conferida por la vacuna acelular
[182,183]. Otro posible adyuvante evaluado para mejorar la respuesta inmune generada por
la vacuna acelular es BefA (Bordetella colonization factor A) [184]. BefA es una proteina
de membrana externa de B. bronchiseptica (no codificada en los genomas de B. pertussis ni
B. parapertussis) que puede ser utilizado como adyuvante debido a que genera una
respuesta inmune celular y humoral contra antigenos tanto heter6logos como de B.
pertussis. Su agregado a las vacunas acelulares comerciales resulta en una mayor reduccion
en la carga bacteriana de B. pertussis en comparacion con la vacuna comercial [185].

En el afio 2007, nuestro grupo comenzd a trabajar en la buisqueda de nuevos
candidatos vacunales. Con el fin de encontrar antigenos expresados por la bacteria
infectante, se abord6 la caracterizacion del fenotipo de B. pertussis inducido por el estrés
mas importante que los patogenos de mamiferos enfrentan in vivo, la limitacion en hierro.
Se empled protedmica comparativa y seroprotedmica para identificar aquellas proteinas
inducidas por limitacion de hierro que fueran reconocidas por sueros de individuos
infectados. [186]. De esta manera, se identificaron dos proteinas que reaccionan con dichos
sueros y que se localizan en la superficie celular denominadas AfuA e IRP1-3 [186].
Ambas proteinas se encuentran conservadas en todos aislados clinicos de B. pertussis
analizados, son inductoras de anticuerpos con actividad opsonizante y que promueven la
fagocitosis de la bacteria por células polimorfonucleares humanas [187,188]. Ambos
antigenos probaron inducir proteccion contra B. pertussis en formulaciones monovalentes y
de aumentar la proteccion de las vacunas comerciales en modelos murinos [187,188], y
estan actualmente en evaluacion preclinica en modelos babuinos..El analisis del genoma de

B. parapertussis muestra que existen secuencias codificantes para proteinas ortdlogas de
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ambos antigenos con un alto porcentaje de similitud de secuencia, por lo que podrian

proteger también contra esta especie,.

1.9. Objetivos de este trabajo

Como se menciona mas arriba, la tos convulsa es una enfermedad respiratoria
aguda considerada reemergente debido al sostenido incremento de casos en las Ultimas
décadas. Esta enfermedad tiene dos agentes causales, Bordetella pertussis y Bordetella
parapertussis. B. parapertussis es un patogeno relativamente poco estudiado, que ha
cobrado relevancia debido al aumento sostenido de la incidencia de esta especie en los
casos de tos convulsa luego de la introduccion de la vacuna acelular que no brinda
proteccion contra B. parapertussis a pesar de estar formuladas con antigenos comunes a
ambas especies [200]. Hay al menos dos posibles razones para la falta de proteccion
cruzada. Una es la presencia del antigeno O en la superficie de B. parapertussis (ausente en
B. pertussis) [127], que interfiere con el reconocimiento de los antigenos expuestos en la
superficie de la bacteria y la otra es la divergencia antigénica entre las dos especies [75].

En el contexto de reemergencia actual con el aumento de incidencia de B.
parapertussis, el control de la tos convulsa requiere de estrategias preventivas que brinden
proteccion contra ambos agentes causales. En este contexto el trabajo que se presenta a
continuacion tuvo como objetivo avanzar en el conocimiento de las bases de la patogénesis

B. parapertussis y en la busqueda de candidatos vacunales protectores contra esta especie.
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2. ESTUDIO DEL PROTEOMA B. PARAPERTUSSIS Y BUSQUEDA DE

CANDIDATOS VACUNALES

2.1. Introduccion

A pesar de que B. parapertussis fue aislada por primera vez en la década de 1930,
sigue siendo un patdégeno muy poco estudiado. Esto se debe en parte a que generalmente
causa una forma mas breve y leve de la enfermedad en comparacion con B. pertussis. Sin
embargo, como se menciond en el Capitulo 1 de esta Tesis, recientemente se ha visto un
aumento en el reporte de casos de tos convulsa causados por B. parapertussis [1], llegando
a ser prevalente en lugares en donde la vacuna de células completas han sido reemplazadas
por vacunas acelulares [2]. Se ha reportado que B. parapertussis puede infectar incluso a
individuos vacunados con la vacuna acelular confirmando que esta vacuna no induce
proteccion contra esta especie [3].

El aumento de la presencia de B. parapertussis en brotes epidémicos de tos
convulsa en la actualidad ha obligado a prestar mayor atencion a este patdogeno humano.
Entender mas sobre su fisiologia y sus mecanismos de patogénesis puede brindar nuevas
herramientas para encontrar posibles blancos de reconocimiento inmune con el fin ultimo
de disenar estrategias de prevencion frente a esta bacteria.

En 2003 se secuencid por primera vez el genoma de una cepa de B. parapertussis
humana (12822), aislada de un bebé aleman en 1993, junto con el genoma de B. pertussis
Tohama I y el de B. bronchiseptica RB50 [4]. El andlisis comparativo de estos genomas
permitié la identificacion de alrededor de mil marcos abiertos de lecturas de la cepa de B.

parapertussis ausentes en el genoma de B. pertussis. Esta divergencia entre ambas especies
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podria determinar diferencias en su fisiologia y adaptacion al hospedador que podrian ser
relevantes en su patogénesis.

Las herramientas 6micas han permitido avances importantes en la identificacion de
las bases de la patogénesis bacteriana [5]. Los estudios protedmicos han sido ampliamente
utilizados para la caracterizacion de microorganismos, asi como su respuesta a diversas
condiciones ambientales dada a la robustez de sus resultados.

Durante la infeccion, los patdgenos experimentan una serie de condiciones de estrés,
entre ellas la limitacion de nutrientes, bajo pH y diferentes niveles de oxigeno y la respuesta
inmune del huésped. Pero las bacterias poseen una gran plasticidad fenotipica que les
permite adaptarse al entorno, por lo que es posible que en el transcurso de la infeccion
expresen diferentes proteinas potencialmente inmunogénicas. Dicho ambiente se puede
simular en modelos in vitro con cultivos bacterianos que se exponen a diferentes
condiciones que tratan de imitar el entorno del hospedador. Una condicion particular que ha
sido ampliamente estudiada, incluso en B. pertussis, tanto a nivel transcripcional como
proteico, es la limitacion en hierro [6—8]. El hierro es un nutriente esencial para la gran
mayoria de los microorganismos [9]. Los iones de hierro tienen baja solubilidad a pH
fisiologico, lo cual hace posible la vida ya que estos iones pueden resultar téxicos debido a
la reaccion de Fenton [10]. El hierro en el cuerpo humano se encuentra principalmente
quelado por proteinas como la transferrina, lactoferrina y hemoglobina. La baja
concentracion de hierro libre limita la proliferacion bacteriana y se la conoce como
inmunidad nutricional [11]. Los patogenos bacterianos expresan sistemas de captura de
hierro de alta afinidad que les permiten obtener el hierro tanto libre como quelado y asi
logran infectar a su hospedador. Muchos de los sistemas de captura de hierro presentes en

el género Bordetella han sido estudiados en profundidad por Brickman y colaboradores
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[12—15]. Nuestro grupo empled previamente con ¢€xito estrategias protedmicas para
explorar la composicion proteica diferencial de B. pertussis adaptada a la limitacion de
hierro. De dicho estudio protedmico se pudieron identificar proteinas pertenecientes a
sistemas de captura de hierro cuya expresion esta regulada por la disponibilidad de este
nutriente en el entorno [7], y dos de ellas mostraron ser buenos candidatos vacunales
contra B. pertussis [16,17].

La proteémica, combinada con técnicas inmunoldgicas (inmunoproteémica) ha
permitido avances significativos en la bisqueda de candidatos vacunales [7,18,19]. En el
analisis protedomico clasico, las proteinas son primero sometidas a electroforesis
bidimensional que logra su separacion en geles bidimensionales segun sus propiedades
fisicoquimicas (punto isoléctrico y peso molecular). Las proteinas de interés se extraen del
gel y son identificadas. Para ello, el método mas utilizado es el de la huella peptidica o
PMF (del inglés Peptide Mass Fingerprinting). Una huella peptidica corresponde a un
espectro de relaciones carga masa especificas del conjunto de los fragmentos peptidicos que
se producen luego de la digestion enzimdtica de la proteina de interés con una enzima
especifica de secuencia, generalmente tripsina. El espectro se obtiene luego de la ionizacion
de los péptidos segin su tiempo de vuelo en un campo eléctrico de distancia conocida
(MALDI-TOF, del inglés Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization - Time-Of-Flight).
Esto genera para cada proteina un patron Unico con una identidad propia que, al igual que
una huella dactilar, permite su reconocimiento. En PMF, el conjunto de relaciones
carga/masas determinados experimentalmente para cada péptido producido se compara
informaticamente con bases de datos de conjuntos de relaciones carga/masas peptidicas
generadas por simulacion de una digestion anéloga in silico (virtual) de las secuencias de

proteinas obtenidas a partir del genoma del organismo de interés [20].
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Como se menciona mas arriba, la protedmica convencional con geles
bidimensionales ha brindado la posibilidad de resolver mezclas complejas de proteinas y
analizar cambios en los perfiles proteicos de un microorganismo en respuesta a estimulos
externos. Este tipo de técnica permite la recuperacion de la proteina de interés por lo que
ademas de ser identificadas, puedan ser evaluadas en ensayos inmunoquimicos como el dot
blot o western blot: por ejemplo, se ha recurrido a esta técnica para evaluar la reactividad
de las proteinas de interés con sueros de humanos o animales infectados. Si alguna proteina
es reconocida por los anticuerpos presentes en los sueros se interpreta que se trata de una
proteina expresada in vivo. Sin embargo, la protedmica en geles bidimensionales también
presenta una serie de limitaciones; por ejemplo, no es eficiente para el analisis de proteinas
hidrofobicas, de alto peso molecular o proteinas de baja abundancia [20].

Recientemente se ha desarrollado una nueva metodologia para el estudio
protedmico, conocida como “protedmica shotgun” que permite el andlisis de muestras
complejas evitando la electroforesis en gel de poliacrilamida [21]. En la proteémica
shotgun, la mezcla de proteinas es sometida a una digestion enzimatica y, sin la necesidad
de un paso previo de separacion, el conjunto de los péptidos resultantes son separados con
nano-HPLC acoplado a un espectrometro de masas de alta resolucion. Si bien esta técnica
ha revolucionado el campo de la protedmica al permitir la deteccion de un gran numero de
proteinas en una muestra biologica con alto rendimiento, no permite recuperar la proteina y
por lo tanto la buisqueda de proteinas inmunogénicas requiere de otro tipo de estrategias.

Por tal motivo en este trabajo de tesis doctoral usamos complementariamente las
capacidades técnicas de las dos metodologias para aprovechar el potencial de cada una de

ellas.
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En este capitulo, se describe el estudio que permitid la primera caracterizacion
protedmica de B. parapertussis. Se empled protedmica shotgun para realizar un analisis
global de las proteinas expresadas por esta bacteria en condiciones estandar de cultivo y
evaluar la adaptacion fenotipica de B. parapertussis al stress que genera la limitacion en
hierro, como un primer enfoque para comprender la adaptacion de este patdgeno a las
condiciones de entorno durante la infeccion. Por otro lado, el empleo de la protedomica
clasica de geles bidimensionales permitio recuperar proteinas de interés para ser evaluadas

como potenciales antigenos vacunales
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2.2. Materiales y métodos
2.2.1. Cepas bacterianas, condiciones de cultivo y limitacion

Para los estudios realizados en este capitulo, se empled la cepa B. parapertussis
CN2591. Las bacterias provenientes de stock a -80°C fueron cultivadas en placas de Agar
Bordet Gengou (DIFCO Laboratories, Detroit, Michigan), suplementada con 15% v/v de
sangre desfibrinada de carnero (ABGs) por 3 dias a 37°C. Al cabo de este tiempo se repicod
en una nueva placa ABGs y se cultivo a 37°C durante 20 hs y luego fueron inoculas en
medio liquido Stainer-Scholte (SS) [22].

Para obtener bacterias limitadas en hierro, B. parapertussis CN2591 se cultivd en
medio SS en condiciones de exceso de hierro (SS) y de limitacion de hierro (SS-Fe), como
se describié previamente [23]. Brevemente, después de 20 horas en placa, las bacterias se
subcultivaron en medio liquido SS y se mantuvieron en condiciones de agitacion a 37°C
durante 24 h. Luego, las células se recolectaron mediante centrifugacion (10000 x g durante
15 minutos a temperatura ambiente), se lavaron con solucidn salina estéril libre de hierro y
se usaron para inocular SS (36 uM de hierro) o SS sin adicion de FeSO4.7H,0. Las
bacterias se cultivaron a 37 °C durante 20 h, se subcultivaron una vez mas en los medios de
cultivo respectivos hasta la fase exponencial tardia. La presencia de sider6foros en los
sobrenadantes de cultivo de B. parapertussis cultivados en medio sin hierro se evalud
mediante el ensayo de cromo azurol S (CAS) para confirmar el crecimiento limitado en

hierro [24].
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2.2.2. Anticuerpos

En este estudio se emple6 suero policlonal de raton anti-CyaA se obtuvo seglin se describe
en [25] , un suero de ratdon vacunado con vacuna acelular (aP) obtenido como se describe
mas abajo, suero de ratones infectados con B. parapertussis obtenido como fue descripto
previamente [26].

Se emplearon ademas los siguientes anticuerpos. IgG humana purificada de un pool
de suero de pacientes de tos convulsa con un alto titulo contra B. parapertussis que se
describe en [27]. Anticuerpos de cabra anti-IgG de raton conjugada con HRP, anticuerpos
de cabra anti-IgG humana conjugados con fosfatasa alcalina o anticuerpos de cabra anti-
IgG ratdon conjugados con fosfatasa alcalina (los tres de Jackson Immuno Research,

BaltimorePike, Pensilvania).

2.2.3. Proteémica shotgun

B. parapertussis cultivadas en SS o SS-Fe se suspendieron en 300 pl de urea /
tiourea (8M / 2M) (UT) y se incubaron con agitacion durante 30 min a 25°C con agitacion.
Las células se rompieron en cinco ciclos alternativos de congelacion en nitrégeno liquido y
descongelacion durante 5 min a 30°C con agitacion. Después de 10 segundos de mezcla, 5
min de incubacion en un bafio de ultrasonido y posterior centrifugacion (1 h, 20°C, 17000 x
g), la muestra se diluy6 con otros 300 pl de UT, se incubd durante 10 min en bafo de
ultrasonido, y se agitd durante 40 min a 25°C para mejorar la extraccion de proteinas. El
ADN se eliminé utilizando QiaShredder (Qiagen, Hilden, Alemania / Venlo, Paises Bajos)
dos veces durante 20 segundos a 20°C. 17000 x g. El sobrenadante se transfirio a un nuevo

vial. La concentracion de proteina total se determind utilizando Bradford (Biorad,
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Alemania). Finalmente, 4 pug de proteinas solubilizadas en UT se diluyeron en bicarbonato
de amonio 20 mM vy se digirieron proteoliticamente con 160 ng de tripsina (proteina:
tripsina = 25: 1) (promega, Madison, Wisconsin) durante 17 h. La digestion triptica se
detuvo mediante la adicion de 4cido acético hasta una concentracion final de 1% v/v. Los
residuos celulares se eliminaron mediante centrifugacion a 16000xg durante 10 minutos a
temperatura ambiente. El sobrenadante se transfirio a un tubo nuevo y los péptidos se
purificaron y desalaron utilizando columnas pC18-ZipTip (Merck Millipore, Billerica,
Massachusetts El disolvente se elimind mediante liofilizacion y se reemplazé con 20 pl de
buffer conteniendo acetonitrilo (ACN) al 2% y acido acético al 0,1% en agua de calidad
HPLC (J. T. Baker, Allentown Pennsylvania).

Los péptidos se separaron en UPLC nanoAcquity (Waters Corporation, Milford,
Massachusetts) Se ionizaron con una fuente de nano-ESI y un Emisor de Picotip (New
Objective, woburn, Massachusetts) Y se analizaron en un espectrémetro de masas LTQ-
Orbitrap Velos (Thermo Electron Corporation, Alemania). Después del enriquecimiento en
una precolumna, los péptidos se separaron utilizando una columna analitica y un gradiente
de 92 minutos que consiste en un buffer A (DMSO al 0,5% en agua con 4cido acético al
0,1%) y un buffer B (DMSO al 5% en acetonitrilo con un acético al 0,1%). El andlisis
dependiente de los datos de los péptidos se realizé primero en el FTMS en modo positivo y
de perfil y después de la disociacidon inducida por colision, la exploracion de MS / MS de
los fragmentos de péptidos se adquiri6 en modo positivo y centroide. La MS cambi6
automaticamente entre Orbitrap-MS y LTQ-MS / MS para permitir la deteccion de eventos
de MS y MS / MS. Los datos protedmicos de espectrometria de masas se han depositado en
el Consorcio ProteomeXchange a través del repositorio asociado PRIDE [28] con el

identificador de datos PXD012309.
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2.2.4. Analisis de datos de MS

Para la identificacion de proteinas, los datos sin procesar se analizaron con
Proteome Discoverer 2.0 (Thermo Fisher, Alemania) en una base de datos Uniprot limitada
a B. parapertussis 12822 (ATCC BAA-587, NC 002928.3, version 02/2016, 4161 entradas
Los iones cargados 2+ o 3+ y de un rango de masa entre 600 y 5100 Da se consideraron
con la oxidacion de metionina como modificacion variable. La especificidad de la enzima
se selecciono para la tripsina con un maximo de dos cortes perdidos permitidos y aplicando
una tolerancia i6nica de 10 ppm de MS1 y una tolerancia de 0,6 Da MS2. Las proteinas se
consideraron para un analisis adicional si se identificaron con una tasa de descubrimiento
falso <1%. Las intensidades de la proteina se calcularon como la mediana de las areas de
pico de todos los péptidos tinicos respectivos por proteina. Ademas, las proteinas que se
encontraron en tres o cuatro réplicas de la condicion SS-Fe y en ningun replicado de SS, se
consideraron "ON". Mientras que, para considerarse “OFF”, las proteinas debian
encontrarse ausentes en todos los replicados de SS-Fe pero identificarse en al menos tres de
las cuatro réplicas de SS.”. Las proteinas que se encontraron en tres o cuatro réplicas de una
condicién y en ninguna réplica de la otra condicion, se consideraron "ON". Posteriormente,
las intensidades de las proteinas se normalizaron en la mediana de todas las muestras y se
utilizaron los promedios por proteina y condicion para calcular las proporciones para
comparar las dos condiciones. Para realizar el analisis estadistico, el test-t con la posterior
correccion de Benjamini-Hochberg [29] se realiz6 con Genedata Analyst v10.0 (Genedata,
Basilea, Suiza). Las intensidades de proteinas que muestran relaciones <0,66 o >1,5 y un
valor q<0,05 entre las dos condiciones probadas (B. parapertussis cultivadas en SS y B.
parapertussis cultivadas en SS-Fe) se definieron como significativamente diferenciales. Las

coordenadas de los componentes principales se calcularon utilizando Genedata Analyst
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v10.0 (Genedata, Basel, Suiza) para las proteinas identificadas en al menos tres de las
cuatro réplicas biologicas de una matriz de covarianza pero visualizadas en Microsoft
Excel. El treemap de tipo Voronoi se cred utilizando el software Paver 2.1 (Decodon
GmbH, Greifswald, Alemania) utilizando la base de datos de SEED para la cepa B.
parapertussis 12822 [30].

Para facilitar su andlisis, las proteinas se clasificaron funcionalmente segun la
asignacion por la clasificacion multifuncional descriptiva de Serres y Riley [31], en las
categorias "metabolismo" (categoria 1 de MultiFun), "transferencia de informacion"
(categoria 2 de MultiFun), "regulacion" (categoria 3 de MultiFun), “transporte” (categoria 4
de MultiFun), “procesos celulares” (categoria 5 de MultiFun) y “estructura celular”
(categoria 6 de MultiFun). Se clasificaron un total de 1010 proteinas segun las categorias
MultiFun. Las proteinas con una funcion putativa que solo se ha asignado por homologia a
otras proteinas, sin evidencia bioldgica, se incluyeron en la clasificacion MultiFun, de
acuerdo con su funcion predicha respectiva. Las otras 301 proteinas se incluyeron en otras
dos categorias, "factores de virulencia" (factores de virulencia de Bordetella conocidos o
supuestos) y "hipotética e hipotética conservada" (sin homologo de Escherichia coli o

funcion molecular desconocida).

2.2.5. ELISA

Los titulos de anticuerpos se determinaron por ELISA. Brevemente, se colocaron en
placas de ELISA (NuncMaxisorp) 100 pl por pocillo de B. parapertussis (DOgso: 1) en PBS
y se incubaron durante la noche a 4°C en camara humeda. Las placas recubiertas se lavaron

tres veces con PBS que contenia Tween 20 (Sigma, Saint Louis, Missouri) al 0,05% y se
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bloquearon con PBS con leche descremada al 10% p/v durante 1 h a 37°C. Se prepararon
diluciones seriadas de suero de suero anti-aP de raton en PBS que contenia 5% de leche
descremada y 0,05% de Tween 20, se agregaron 100 pl por pocillo y las placas se
incubaron durante 2 horas a 30°C. Anticuerpos de cabra anti-IgG de raton conjugada con
HRP se usaron como anticuerpos secundarios. El revelado se realizo con OPD (O-
fenilendiamina de Sigma) y H,0,, la reaccion se detuvo mediante la adicién de acido
sulfurico 2 M y se determino la absorbancia a 492 nm. El titulo se calculé mediante el
método de punto final, como la inversa de la dilucion de suero mas alta que dio una lectura
por encima del valor de corte [32]. Suero normal de raton fue utilizado para determinar el

limite.

2.2.6. Western Blot

Proteinas totales de B. parapertussis cultivada en presencia (SS) o ausencia (SS-Fe)
de hierro fueron obtenidas mediante ruptura con perlas de vidrio utilizando un
homogenizador Precellys evolution super homogenizer (Stretton Scientific, Reino Unido).
Después de separar los fragmentos celulares por centrifugacion, la concentracion de
proteinas fue determinada por Bradford (Bio-Rad) y las suspensiones fueron mezcladas con
Buffer laemmli con B-mercaptoetanol (Bio-Rad). Las muestras proteicas se resolvieron
mediante SDS-PAGE al 7,5%. Las proteinas se transfirieron a membranas de polifluoruro
de vinilo (Immobilon, Millipore, Bedford, Massachusetts). La membrana se bloqued luego
con buffer TBS con 10% de leche descremada y se incubd con anticuerpos anti-CyaA de
raton seguido de anticuerpos de cabra anti-IgG raton conjugada con fosfatasa alcalina. La

unidn especifica se visualizé usando NBT / BCIP (Promega) como sustrato.
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2.2.7. Extraccion de LPS y tincion con plata

El LPS de las suspensiones de células bacterianas (20 ml ODgso: 1) de B.
parapertussis cultivada en SS o SS-Fe se extrajo mediante el método del fenol/agua
caliente como se describi6 anteriormente [33]. A continuacidn, se sembraron las muestras
de LPS en geles SDS-PAGE 15%, y estos fueron tefiidos con la técnica de tincion de plata

de Bio-Rad.

2.2.8. Inmunizacion de ratones

En ensayos con animales se utilizaron ratones hembras BALB/c de entre 3 y 5
semanas obtenidos y criados en salas de cria libres de patogenos de las instalaciones del
bioterio de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Nacional de La Plata. El manejo de
animales y todos los procedimientos experimentales se llevaron a cabo de conformidad con
las directrices de ARRIVE y de acuerdo con la Directiva 2010/63/UE de la Union Europea
para Experimentos con Animales. Los protocolos descritos en este estudio fueron revisados
y aprobados por la Comision Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Exactas, UNLP.

Grupos de 10 ratones fueron inmunizados por via intraperitoneal con 1/6 de la dosis
humana de la vacuna acelular comercial InfanrixTM (aP). Transcurridos 19 dias, se realiz6
una segunda inmunizacion (refuerzo). Un grupo de 10 ratones inmunizados con adyuvante
fue utilizado como control negativo. Se extrajeron muestras de sangre de todos los ratones

los dias 0, 14 y 28. El suero fue separado y almacenado a -20°C hasta su analisis.
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2.2.9. Obtencion de proteinas para geles bidimensionales

Células de B. parapertussis cultivada en exceso o limitacion de hierro fueron
centrifugadas a 8000 x g a 4°C, por 10 minutos. El pellet fue lavado (dos veces) y
resuspendido en agua bidestilada suplementada con inhibidores de proteasas
Phenylmetylsulfonyl fluoride (PMSF) 5mM. Las bacterias se rompieron con perlas de
vidrio utilizando el equipo precellys. Luego de tres ciclos de 5500 rpm por 40 segundos, las
muestras fueron centrifugadas para remover las perlas y fragmentos celulares. La
concentracion de proteinas en el sobrenadante fue determinada con Bradford (Bio-Rad).

Las muestras fueron liofilizadas para su conservacion hasta el analisis.

2.2.10. Electroforesis bidimensional

Para isoelectroenfoque (IEF), se usaron tiras prefabricadas de 18 cm pH 4-7
(Immobiline DryStrips, Amersham Biosciences, Suecia). Las muestras se resuspendieron
con buffer de rehidratacion (urea 7 M, tiourea 2 M, Triton X-100 al 2% (p/v), ditiotreitol
(DTT) 65 mM, Pharmalyte (Amersham Biosciences) al 0,5% (v/v), PMSF 1 mM vy trazas
de azul de bromofenol). Las muestras se dejaron 1 hora en agitacion en hielo. Las proteinas
solubilizadas se aplicaron en los IPG durante la noche mediante la técnica de rehidratacion
en gel. El IEF se realiz6 en una unidad de electroforesis Multiphor II (Amersham
Biosciences) utilizando el siguiente programa: 500 V 1 Vh, 3500 V de gradiente, 3000 Vh,
3500 V 20 kVh, lo que arroja un voltaje total de 23 kVh. Los IPG con las proteinas
enfocadas segin su punto isoeléctrico se incubaron (15 min) en buffer de equilibrio
(50mMTris-Cl, pH 8,8, 6M urea, 30% (v/v) de glicerol, 2% (p/v) SDS), luego se volvieron

a incubar con el mismo buffer con el agregado DTT a una concentracion final de 125 Mm
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por otros 15 minutos y finalmente, con buffer de equilibrio con 300 mM de acrilamida. Las
tiras se colocaron en la parte superior de un gel SDS-PAGE al 10% y se sellaron con
agarosa al 0,5% en buffer de electroforesis. La electroforesis se realizd a corriente
constante (25 mAmp por gel) a 20°C hasta que el frente de corrida alcanz6 el extremo
inferior del gel, usando una unidad de electroforesis de células PROTEAN II xi 2-D (Bio-
Rad) conectada a un bafio de enfriamiento Multitemp II (GE Healthcare, Uppsala, Suecia).

Las proteinas se visualizaron mediante tincion con azul de Coomasie coloideal.

2.2.11. Analisis de geles

El programa Proteomweaver fue utilizado para analizar comparativamente los geles
2D. Después de la deteccion y el apareo de los spots, se realizaron la ediciéon manual y el
filtrado. Luego, los spots pareados que mostraron cambios de al menos 2 veces en
intensidad entre ambas condiciones normalizadas, se asignaron como expresados

diferencialmente y fueron identificados por MALDI-TOF.

2.2.12. Digestion con Tripsina y Extraccion de Péptidos del Gel

La digestion de las proteinas y su identificacion por MALDI-TOF fue realizada en
cooperacion con el Doctor Marcelo Fernandez Lahore, Jacobs University en Bremen,
Alemania. La zona del gel conteniendo la proteina de interés fue escindida, destefiida
usando bicarbonato de amonio en acetonitrilo, y la proteina fue reducida con DTT durante
30 minutos. Luego se llevo a cabo la digestion con tripsina en bicarbonato de amonio 50
mM durante toda la noche a 37°C. Los péptidos se extrajeron a 37°C usando 1:2 (v/v) 5%

de 4cido formico/acetonitrilo, y se reconstituyeron en acido trifluoracético al 0,1% (v/v).
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2.2.13. MALDI-TOF y busqueda en base de datos

La mezcla digerida resultante fue luego analizada por Autoflex (Bruker Daltonics,
Alemania) MALDI-TOF-MS. La muestra y la matriz (acido a-ciano-4-hidroxicinamico) en
una relacion 1:1 se observaron sobre un objetivo de acero templado (Bruker Daltonics) y el
instrumento se calibré usando el estandar de calibracion de péptidos (Bruker Daltonics).
Todas las muestras se analizaron en modo de ionizacion de reflector positivo (Autoflex II;
Daltonics de Bruker) y se generd el PMF. La identificacion de proteinas se llevo a cabo
utilizando el motor de blUsqueda Mascot y el software Biotools, version 3.1 (Bruker
Daltonics). Las listas de PMF se buscaron en la base de datos de NCBI. La busqueda se
restringio al taxon "otras proteobacterias" y la probabilidad de puntuacion de mascot se
estableci6 para p<0,05; y condiciones: tolerancia de la masa del péptido, +£10 ppm;

modificacion variable, carbamidometilacion; modificacion variable, oxidacion.

2.2.14. Ensayos de inmunodeteccion (dot blot)

Para la inmunodeteccion mediante dot blot, volimenes de muestra conteniendo
cantidades (png) equivalentes de cada proteina en estudio se aplicaron a una membrana de
nitrocelulosa (Immobilon, Millipore) y se dejaron secar a temperatura ambiente. Células de
B. parapertussis cultivada en medio con exceso de hierro (SS) y lactoferrina humana
(Sigma) se utilizaron como control positivo y negativo, respectivamente. Las membranas se
incubaron durante 2 hs a temperatura ambiente en solucién de bloqueo (PBS, 0,05% v/v
Tween 20,5% p/v de leche descremada), y luego durante toda noche a 4°C en camara
himeda con IgG humana purificada de un pool de suero de pacientes de tos convulsa con

un alto titulo contra B. parapertussis [27] o suero de ratones infectados con B.
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parapertussis. Luego de los lavados con PBS con 5% p/v de leche descremada, la union
especifica de anticuerpos IgG se visualizdo mediante incubacion con anticuerpos de cabra
anti-IgG humana conjugados con fosfatasa alcalina o anticuerpos de cabra anti-IgG ratén
conjugados con fosfatasa alcalina como anticuerpo secundario y NBT/BCIP (Bio-Rad)

como sustrato de reaccion.

2.2.15. 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 andlisis de varianza (ANOVA). Para la
comparacion de los valores obtenidos (medias) se utilizoé el test de Menor Diferencia

Significativa (LSD) con un grado de significacion (p) de 0,05.
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2.3. Resultados y Discusion

Con la colaboracion del Dr. Frank Schmidt, de University Medicine Greifswald,
Alemania se estudié el proteoma shotgun de B. parapertussis. Esta colaboracion nos
permitid acceder a la experiencia y a las herramientas de ultima generacion disponibles en
este laboratorio. El disefio experimental fue planteando para hacer una comparacion en la
composicion proteica de B. parapertussis en dos condiciones de crecimiento, una en exceso
de hierro (el medio Stainer-Scholte (SS) que esta formulado con fuente de hierro en exceso
estequimétrico) y la otra en limitacion de hierro (SS formulado sin hierro, SS-Fe), con el fin
de evaluar el proteoma inducido en un entorno similar al de infeccion en el que la falta de
hierro es el stress nutricional mas importante.

Se llevaron a cabo 4 replicados independientes de cada condicidon de cultivo. Las
bacterias fueron colectadas en fase exponencial tardia (Figura 1), lavadas, liofilizadas y

guardadas hasta su procesamiento.

81



4 9 m SS

\/ O SS-Fe

OD(:S()

0 - T T !
] 20 40 60

Tiempo (hs.}

Figura 1. Crecimiento de B. parapertussis en exceso y limitacion de hierro. B. parapertussis se
cultivo en medio SS (cuadrados rellenos) y SS-Fe (cuadrados abiertos). Se muestran las medias +
DE de resultados representativos de dos determinaciones independientes por triplicado. La flecha

indica el momento en el que se tomaron las muestras para los estudios proteémicos.

El total de proteinas identificadas en ambas condiciones de cultivo fue de 1311
proteinas (Tabla Anexa), esto representa un 29,8% de todas las secuencias codificantes
segin lo descripto por Parkhill y colaboradores [4] (el genoma de B. parapertussis tiene
4404 marcos abiertos de lectura). Una primera forma de andlisis de un estudio proteémico
es agrupando las proteinas por categorias segun sus funciones. Para ello, en nuestro caso,
utilizamos la clasificacion MultiFun (www.ecocyc.org); segun la funcion de los homologos
en E. coli, las proteinas restantes fueron asignadas a la categoria de hipotéticas o como
factores de virulencia en el caso de tener una funcion relevante conocida en la infeccion
causada por alguna bacteria del género Bordetella [31]. Las categorias de mayor
representacion fueron: metabolismo, proteinas hipotéticas y conservadas, y proteinas de
transferencia de informacion, con un 29, 21 y 16% respectivamente. Con una

representacion un poco menor también encontramos proteinas relacionadas con transporte,
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regulacion y procesos celulares con un 12, 10, y 8%, respectivamente. Por Gltimo, las de
menor representacion fueron las agrupadas de la categoria estructura celular y factores de

virulencia con un 4 y 2% respectivamente, como se muestra en la Figura 2.

m proteinas hipotéticas v
conservadas

m Factores de virulencia

m transferencia de informacion

m regulacion

B transporte

m Estructura celular

= Procesos celulares

Figura 2. Clasificacion de las proteinas de Bordetella parapertussis identificadas en este estudio en
categorias funcionales. La representacion corresponde al total de proteinas identificadas en ambas
condiciones de crecimiento de B. parapertussis

2.3.1. Respuesta de Bordetella parapertussis a la limitacion de hierro

El proteoma de los microorganismos estda muy influenciado por las condiciones
ambientales. Como ya se menciond, la reduccioén de las concentraciones de hierro libre es
un mecanismo inmune inespecifico de los mamiferos. Los patdgenos necesitan adaptarse a
esta condicion para poder crecer dentro del huésped. El analisis del fenotipo de un
microorganismo cultivado en limitacion de hierro podria, por lo tanto, ayudar a identificar
mecanismos vinculados a la patogénesis. En este capitulo se evalué comparativamente el
perfil proteico de B. parapertussis cultivada en diferentes condiciones de disponibilidad de

hierro. De este estudio resultd una lista final de 175 proteinas con cambios en abundancia
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significativos (se tomaron como significativas las diferencias mayores a 1,5 con un q<0,05)
en respuesta a la disponibilidad de hierro (Tabla anexa), lo que representa un 13,3% de las
proteinas identificadas. Para confirmar la reproducibilidad entre los replicados biologicos y
el efecto de la disponibilidad de hierro sobre el proteoma, se realizd un analisis de
componentes principales (PCA) con todas las proteinas identificadas (Figura 3). El PCA es
una técnica estadistica descriptiva utilizada para representar un conjunto de datos en
términos de nuevas variables no correlacionadas. Las nuevas variables son combinaciones
lineales de las anteriores y se van construyendo segun el orden de importancia en cuanto a
la variabilidad total que recogen de la muestra. En la Figura 3 se observa que el PCA de
todas las muestras mostrd diferencias en los perfiles de expresion entre los replicados de la
condicioén SS y los de la condicion SS-Fe se separan en el componente principal 1; esto
quiere decir que la condicion de cultivo explica el mayor porcentaje de variacion entre las

muestras.
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Figura 3. Anélisis de componente principal (PCA). Se aplico PCA a los datos protedmicos

generados a partir de Bordetella parapertussis cultivados en exceso de hierro (simbolos rellenos) y
limitacion de hierro (simbolos vacios). Cada punto representa un replicado bioldgico independiente.
Para obtener una imagen completa de los cambios asociados a la limitacion de
hierro, los datos del proteoma se visualizaron utilizando mapa tipo arbol de Voronoi
(Figura 4). El azul indica un nivel de abundancia menor en las bacterias limitadas en hierro
mientras que el rojo, un nivel de abundancia mayor. Algunos de los campos rojos mas
importantes involucran proteinas asociadas a la adquisiciéon de hierro, a sistema de
transporte de hemo/hemina, y a sistemas de transporte Ton y Tol. En cuanto a las regiones
azules, las mas relevantes son aquellas que contienen proteinas asociadas a ribosomas SSU
bacterianos, ribosomas LSU bacterianos, biogénesis de citocromos de tipo ¢ y complejo

respiratorio 1.
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Figura 4. Rutas metabélicas de B. parapertussis afectadas por la limitacion en hierro. En este Arbol
de Voronoi e muestran las relaciones (SS-Fe/SS) de los valores del recuento espectral normalizado
entre bacterias cultivadas en limitacion de hierro (SS-Fe) y bacterias cultivadas en exceso de hierro
(SS). El color azul indica una menor abundancia de proteinas en las bacterias crecidas sin hierro en
comparacion con las bacterias de control (cultivadas en SS); las regiones rojizas indican una mayor
abundancia en respuesta a la limitacion de hierro en comparacion con el control. Las manchas grises
indican proteinas que no cambiaron en abundancia en respuesta a la disponibilidad de hierro.

Las proteinas que mostraron cambios signifactivos entre ambas condiciones de
cultivo fueron clasificadas funcionalmente utilizando el servidor MultiFun. De las 175
proteinas que cambian su expresion en limitacion en hierro 63 pertenecen a la categoria de

metabolismo, 31 son proteinas hipotéticas, 26 de procesos celulares y 22 a la categoria de

transporte. La Figura 5 muestra la distribucion de las proteinas diferenciales dentro de cada

categoria funcional.
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Figura 5 . Distribucion de las proteinas diferenciales en las categorias funcionales. Se muestra el
numero de proteinas que se encontraron aumentadas estadisticamente (proporcion SS-Fe / SS> 1,5y
un valor q <0,05) (barras blancas) o disminuido (relacién SS-Fe/SS <0,66 y un valor q <0,05)
(barras negras) bajo limitacion de hierro dentro de cada categoria funcional. El porcentaje de la
distribucion de proteinas reguladas de esa ruta de se muestra entre paréntesis.

2.3.1.1. Procesos celulares y adquisicion de hierro

En condiciones de limitacion de hierro, encontramos una mayor abundancia de
varias proteinas implicadas en la adquisicion de este nutriente a partir de diversas fuentes.
Entre ellas, los receptores dependientes de tonB, BrfB (BPP2396), BfrC (BPP0079), que
participan en la adquisicion de hierro a partir de sider6foros atin desconocidos [34]. Otro
receptor de sider6foros descripto como regulado por hierro en B. pertussis es el receptor de
enterobactina BfeA [35]. Aunque el gen que codifica para este receptor estd presente en el
genoma de B. parapertussis, esta proteina no se encontr6 en este estudio proteémico. Es
posible que se deba a que, como fue descripto recientemente [36], en B. parapertussis éste
sea un pseudogen debido a una mutacion del marco de lectura. Los sider6foros son

pequetios compuestos quelantes de hierro de alta afinidad que se liberan al medio

extracelular para capturar este metal del entorno. La relevancia de BrfB y BfrC aun no esta
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clara, pero podria indicar que B. parapertussis tiene la capacidad de capturar sider6foros
producidos por otros microorganismos que seria de particular importancia en los primeros
estadios de la infeccion.

Ademas, varias proteinas relacionadas con la adquisicion de hierro a partir de
grupos hemo también se encontraron incrementadas en abundancia durante la limitacion en
hierro. Especificamente, BhuR (BPP4185), BhuS (BPP4186) y BhuT (BPP4187). También
encontramos aumento en la abundancia de una proteina no caracterizada que tiene un
dominio de receptor dependiente de tonB, BPP1991 bajo limitacion de hierro. El gen que
codifica para esta proteina estd presente en los genomas tanto de B. pertussis como de B.
parapertussis, pero nunca se ha incluido en ninguna lista de transportadores dependientes
de tonB de las bacterias del género Bordetella [4,15]. BPP1991 comparte un gran
porcentaje de identidad con un transportador de membrana externa de coprogeno férrico/
acido rhodotorulico de Mycobacterium abscesuss. El coprogeno y el acido rhodotortlico
son sider6foros producidos por algunos hongos tales como Penicillium y Aspergillaceae.
Por lo que BPP1991 podria formar parte de alguno de los tantos sistemas de captura de
hierro de B. parapertussis.

La adquisicion de hierro a partir de sideréforos, grupos hemo o transferrina es un
proceso dependiente de energia. El complejo tonB-exbb-exbd interactia con los receptores
de la membrana externa implicados en la obtencion de hierro descritos anteriormente
(BfrC, BrfB y BhuR) y transduce la energia requerida para la transferencia del hierro al
espacio periplasmico. Se ha descripto que este complejo es critico para la colonizacion en
B. pertussis, probablemente debido a su participacion en la adquisicion de hierro durante la
infeccion [37]. En este estudio protedmico encontramos que exbB (BPP2536) y exbD

(BPP2537), aumentaron en abundancia en B. parapertussis en limitacion de hierro. Por su
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parte, la proteina TonB fue encontrada en los cuatro replicados de B. parapertussis limitada
en hierro y en uno de la condicion control, por lo que no fue considerada para el analisis
final pero su induccién en limitacion de hierro es clara. De estos resultados se deduce que
B. parapertussis limitada en hierro aumenta su capacidad de captar hierro no solo a través
del aumento en expresion de receptores de grupos hemo y de sideroforos, sino también
aumentando la expresion del complejo TonB, un sistema que participa de muchos de esos
mecanismos.

Otra proteina encontrada aumentada en abundancia en condiciones de ausencia de
hierro es BPP1825. Esta proteina contiene un dominio de funcion desconocida (DUF4198).
Estas proteinas fueron inicialmente mal anotadas como transportadoras de niquel tienen
homologia con permeasas de sistemas de transporte tipo ABC involucrados en el transporte
de iones inorgéanicos, como podria ser el hierro mismo. Aunque su especificidad no ha sido
descrita, su homologo en B. pertussis también se encontr6 aumentado bajo la limitacion de
hierro en las dos aproximaciones protedmicas llevadas a cabo por este grupo previamente
[7,8], lo que sugiere que esta proteina podria cumplir un papel en la homeostasis de este
oligoelemento.

Finalmente, también encontramos que BPP2980 y BPP2982 estan aumentadas en
abundancia en B. parapertussis limitada hierro. De acuerdo a un trabajo recientemente
publicado por Banerjee y colaboradores [12], estas dos proteinas son parte de un sistema de
transporte involucrado en la adquisicion de hierro a partir de lactoferrina, transferrina y
sider6foros. Nuestro grupo ha caracterizado previamente al homodlogo de BPP2980
(también denominada AfuA) en B. pertussis (BP1640) como un antigeno y candidato
vacunal contra B. pertussis en conjunto con otra proteina inducida en limitacién de hierro
BP1152 (denominada IRP1-3) cuyo homologo en B. parapertussis es BPP3193. Ambas
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proteinas mostraron ser buenos antigenos protectores en modelos murinos contra B.
pertussis 'y actualmente estan en ensayos preclinicos en babuinos. En este estudio
protedmico, el homologo de IRP1-3 en B. parapertussis, BPP3193, fue identificado en
mayores niveles en limitacion de hierro pero la diferencia no fue estadisticamente
significativa. La presencia de ambas proteinas en el proteoma de B. parapertussis nos llevo
a estudiar la posibilidad de que estos antigenos sean también protectores contra esta especie
y, por ende, buenos candidatos para una nueva generacion de vacunas contra la tos

convulsa. Ese estudio se describe en un capitulo posterior.

2.3.1.2. Metabolismo

Entre las proteinas con una mayor abundancia en la condicion de limitacion de
hierro encontramos BPP1170, que es una proteina involucrada en la produccion de
polihidroxialcanoato (PHA). El PHA es un polimero de reserva; la mayor abundancia de
esta proteina en ausencia de hierro podria estar relacionada con el exceso de fuente de
carbono. Se encontraron resultados similares en B. pertussis bajo limitacion de hierro, lo
que indica que ambas especies son capaces de almacenar energia y carbono en forma de un
polimero de almacenamiento que podrd metabolizarse cuando las fuentes externas de
carbono estén menos disponibles. BPP1169, otra proteina del mismo operén y que formaria
parte del mismo proceso de biosintesis también fue encontrada aumentada en limitacion de
hierro, aunque no significativamente (q=0,08).

En lo que se refiere a la capacidad de B. parapertussis de degradar de acidos grasos,
no encontramos un indicio claro de la importancia de esta via en el metabolismo de B.

parapertussis durante la limitacion de hierro, como si se observo en el caso de B. pertussis
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[8]. En nuestro estudio, solo dos proteinas relacionadas con la biosintesis de acidos grasos y
una relacionada con la degradacion se encontraron aumentadas en abundancia en B.
parapertussis (Fabl-BPP1167-, BPP3417 y BPP3647), y una proteina involucrada tanto en
la biosintesis como en la degradacion, se encontré disminuida en abundancia (FadD2-
BPP3729-) bajo limitacion de hierro.

Por otro lado, tres enzimas del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) se
encontraron disminuidas en abundancia bajo limitaciéon de hierro, concretamente, SdhB
(BPP3227), AcnA (BPP2394) y AcnB (BPP2400). La disminucion en abundancia de
proteinas de este ciclo se ha descrito previamente para otras bacterias [38] y levaduras [39].
Entre las proteinas del TCA solo FumC (BPP3619) se vio incrementada en abundancia en
ausencia de hierro. Esta enzima es una forma independiente de hierro de la fumarato-
hidratasa. Mayores cantidades de FumC son probablemente una respuesta tendiente a
compensar la disminucion de la fumarato-hidratasa dependiente de Fe como se describio
previamente en E. coli [40] y también en B. pertussis [7]. El ciclo de TCA es una via
metabolica dependiente de hierro debido a la presencia de enzimas que contienen grupos
Fe-S. Por lo tanto, el cambio en la abundancia de estas proteinas podria deberse a una
estrategia de conservacion de hierro. Consistente con la cantidad reducida de proteinas de
TCA, observamos una disminucion en la abundancia de muchas proteinas que contienen
grupos Fe-S implicadas en la biosintesis de aminoacidos como la glutamato sintasa
(BPP4254), GItB (BPP4253) e IlvD1 (BPP0429). Estos cambios predicen un
aprovechamiento menos eficiente de la fuente de Carbono y Energia en limitacién de hierro
lo cual concuerda con la menor velocidad especifica de crecimiento de B. parapertussis

observada en limitacion de hierro.
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Por otro lado, proteinas relacionadas con el metabolismo energético, por ejemplo,
proteinas de la cadena de transferencia de electrones como NADH ubiquinona
oxidorreductasas: NuoB (BPP3390), NuoD (BPP3388), NuoG (BPP3385), Nuol
(BPP3383) y citocromos (BPP1932, cyt -BPP3769-, BPP4111, BPP4243 y BPP3478) se
encontraron disminuidos en abundancia bajo limitacion de hierro lo que supone una menor
cantidad de energia disponible para biosintesis. Lo mismo se observo en petA (BPP4283) y
BPP0066, ambas proteinas involucrados en la biogénesis de citocromos. Los citocromos
transportan electrones como parte del proceso de respiracion celular y tienen ligados uno o
varios grupos hemo. Se ha observado que la transcripcion de los genes de citocromos se
reprime de manera dependiente de Fur en ausencia de hierro [41]. Muchas de las proteinas
enumeradas aqui, como las enzimas del TCA y los citocromos, usan hierro como cofactor,
por lo que su disminucioén en condiciones de limitacion en hierro puede ser interpretada
como una estrategia para preservar el hierro. Pero, al analizar mas en profundidad este
proteoma, se observa que en ausencia de hierro aumentan algunas proteinas relacionadas
con el metabolismo de aminoécidos aromaticos y hasta de la biosintesis de ATP. En
conjunto, este estudio muestra como B. parapertussis adapta su metabolismo ante la
escasez de hierro y redirige este nutriente cambiando las rutas metabolicas para mantener la
viabilidad y eventualmente sobrevivir dentro del hospedador.

Entre las proteinas encontradas en menor abundancia en limitacion de hierro
respecto a la condicidon de exceso de hierro, hallamos varias proteinas ribosomales: rpmE2
(BPP1847), rpsG (BPP0025), rpsO (BPP3432), rplU (BPP0311), rplR (BPP0047), rpsl
(BPP3883), rpsE (BPP0048), rpsF (BPP2466), rplW (BPP0047). Ademas, encontramos una
disminucién en abundancia de proteinas con grupos de Fe-S como BPP0276, BPP1928,

BPP1931 y BPP0280. Por otra parte, se encontré que la abundancia de Fpr (BPP2979), una
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ferredoxina-NADP reductasa aumenta en condiciones de limitacion de hierro. Esta tltima
proteina participa como donante o aceptor de electrones en el ensamblaje de los grupos Fe-
S y en otros microorganismos y se ha encontrado aumentada bajo multiples condiciones de
estrés, incluyendo la ausencia de hierro [42]. Es posible que Fpr aumente bajo limitacion de
hierro como parte de un mecanismo compensatorio para restaurar o reparar esas proteinas

con grupos Fe-S con el fin de mantener dichas funciones celulares.

2.3.1.4. Factores de virulencia

En el presente estudio, la mayoria de los factores de virulencia regulados por el
sistema BvgAS no mostraron cambios significativos en su expresion en respuesta a la
disponibilidad de hierro, excepto por la toxina CyaA (BPP0321). A diferencia de lo
encontrado en el caso de B. pertussis [7], y también en trabajos que estudiaron el efecto del
hierro en factores de virulencia de B. bronchiseptica [43], la abundancia de CyaA de B.
parapertussis aumenta en bacterias adaptadas a la limitacion de hierro. CyaA es una toxina
con un dominio de adenilato ciclasa, y otro de hemolisina; un factor de virulencia que
confiere la capacidad de evadir el sistema inmune tanto a B. pertussis [44—46] como a B.
parapertussis [47]. Esta toxina tiene la capacidad de afectar a células del sistema inmune y
modular la respuesta innata evitando la fagocitosis y los mecanismos intracelulares de
muerte, como el estallido respiratorio y la sintesis de 6xido nitrico [46]. Dada la relevancia
de este factor de virulencia y para confirmar el aumento de CyaA en respuesta a la
disponibilidad de hierro, estudiamos la abundancia relativa de dicha proteina por western
blot. Para ello, muestras proteicas de B. parapertussis cultivada en SS o SS-Fe, conteniendo

la misma cantidad de proteinas, fueron sometidas a electroforesis en geles de poliacrilamida
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y transferidas a membranas de PVDF y evaluadas en ensayos de inmunodeteccion con
anticuerpos anti-CyaA. La Figura 6 muestra que en limitacion de hierro hay un aumento

relativo de CyaA.

SS SS-Fe

u"""'-ﬂ

Figura 6. Efecto de la limitacion de hierro en la expresion de adenilato ciclasa en B.parapertussis.
Extractos de proteina totales de B. parapertussis cultivada en presencia (SS) o ausencia (SS-Fe) de
hierro se analizaron por electroforesis en SDS-PAGE (7, 5%), se transfirieron a membranas de
PVDF, y se revelaron con suero de raton contra CyaA. Los geles se cargaron con la misma cantidad
de proteinas de cada muestra.

El aumento en abundancia de esta toxina bajo limitacion en hierro podria implicar
una mayor virulencia en condiciones fisiologicas. Es importante senalar que, a diferencia de
B. pertussis que expresa toxina pertussis, para B. parapertussis CyaA es la toxina mas
importante involucrada en modulacién de la respuesta defensiva del huésped. Un estudio
reciente sugiere una diferencia importante en la CyA de ambas especies causales de la tos
convulsa con posible impacto en la fase de persistencia intracelular. Se observé que CyaA
de B. parapertussis, a diferencia de CyaA de B. pertussis, tiene una reducida capacidad de
intoxicar ciertas cé€lulas eucariotas [48]. Estudios complementarios son necesarios para
ahondar en el rol de la toxina adenilato ciclasa en la patogénesis de B. parapertussis, pero
es posible que esta bacteria dependa del aumento en la expresion de CyaA durante la
infeccion para lograr la inmunomodulacion necesaria para garantizar su persistencia.

El autotrasportador BPP1617 también se encontr6 en mayor abundancia bajo

limitacién de hierro. Est4 proteina no tiene ningiin homologo cercano en el genoma de B.
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pertussis y tiene un gran porcentaje de identidad con la proteina P93 de Mycobacterium
abscessus que estaria involucrada en procesos de adhesion a células.

Por ultimo, se observo una disminucién significativa de WbmQ (BPP0128) en baja
disponibilidad de hierro. Esta proteina es una formiltransferasa putativa y parte del operon
involucrado en la biosintesis de antigeno O [49]. En un trabajo previo se encontrdé que una
mutante de Brucella melitensis defectiva en la formiltransferasa no expresa antigeno O
[50], indicando una relacion directa entre esta enzima y la expresion de esta molécula. Se
investigd entonces la cantidad relativa de antigeno O de B. parapertussis cultivada en
exceso y en limitacion de hierro. Para ello igual numero de bacterias de cada condicion se
lisaron y se extrajo el LPS. Estas muestras se sometieron a electroforesis en SDS-PAGE y
se visualizaron por tincion con plata. La Figura 7 muestra que las células B. parapertussis
cultivadas en limitacion de hierro tiene una cantidad menor de antigeno O en comparacion
con las bacterias cultivadas en condiciones de exceso de hierro. Algo similar a lo observado
en este estudio se encontrd Helicobacter pylori que mostroé una disminucion significativa

del contenido de antigeno O en respuesta a la limitacion de hierro [51].
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Figura 7. Efecto de la disponibilidad de hierro sobre la expresion del antigeno O en B parapertussis.

LPS extraido de igual numero de células de B. parapertussis cultivada en presencia (SS) o ausencia

(SS-Fe) de hierro se analizaron por electroforesis en SDS-PAGE (15%), y se revelaron con tincién
con plata

Como se mencion6 anteriormente el antigeno O es uno de los factores de virulencia
mas relevantes durante la colonizacion del tracto respiratorio por B. parapertussis. En
trabajos previos Zhang y colaboradores [52] mostraron que el antigeno O ejerce un
apantallamiento de los antigenos de superficie lo que evita parcialmente la opsonizacioén de
la bacteria por anticuerpos especificos y también interfiere con la deposicion de
complemento sobre la superficie bacteriana [53] interfiriendo tanto con la inmunidad innata
como con la adquirida. Evaluamos entonces el efecto que la adaptacion fenotipica a la
limitacién de hierro, condicion que la bacteria enfrentara durante la colonizacidn, sobre el
reconocimiento de antigenos en la superficie. En particular nos interesaba evaluar si la
disminucion del contenido de antigeno O observada en limitacion de hierro aumentaba el
reconocimiento de los anticuerpos inducidos por la vacuna acelular. Cabe destacar que, de
los tres antigenos que se incluyen en la vacuna que evaluamos (toxina pertussis, pertactina
y hemaglutinina filamentosa), uno de ellos no se expresa en por B. parapertussis (toxina

pertussis) y los otros dos (pertactina y hemaglutinina filamentosa) no muestran cambios
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significativos en condiciones de limitacion de hierro, segiin nuestros datos de protedmica
shotgun (Tabla Anexa). Para evaluar el efecto de la adaptacion a la limitacion de hierro en
el reconocimiento de los antigenos de superficie usamos células de B. parapertussis
cultivada en exceso y limitacion de hierro como antigeno de sensibilizacion en ELISA en
los que se determiné el titulo de un suero producido en ratones vacunados con vacuna
acelular (sueros anti-aP). La Figura 8 muestra que los sueros inducidos por vacunacion con
aP tienen un mayor reconocimiento de la bacteria limitada en hierro. Esto sugiere que, la
limitacion en hierro efectivamente genera cambios en el antigeno O de B. parapertussis que

disminuye un poco su capacidad de apantallamiento.

L
A
)

Log Titule anti-aP

S8 SS-Fe
Figura 8. Efecto de la limitacidn de hierro sobre el apantallamiento del antigeno O de B.
parapertussis. El titulo de sueros de ratones inmunizados con aP fue determinado mediante ensayos
de ELISA en placas sensibilizadas con cé¢lulas enteras de B. parapertussis cultivada en exceso (SS)
o limitacion de hierro (SS-Fe). (*p <0,05). Los titulos de anticuerpos se expresan como la media del
logaritmo del titulo £ DE de resultados representativos de dos determinaciones independientes por
triplicado
Dado que el antigeno O es una molécula altamente inmunogénica, esta reduccion en

condiciones fisiologicas podria favorecer la persistencia bacteriana dentro del hospedador.

En apoyo de esta hipdtesis, se han encontrado que algunos patdogenos como Pseudomonas
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aeruginosa modifican o incluso dejan de expresar el antigeno O [54]. Lo mismo se ha

observado para B. bronchiseptica, recuperados de infecciones cronicas [55].

2.3.2. Analisis comparativo del proteoma de B. parapertussis cultivada en limitacion o
exceso de hierro a través de geles bidimensionales

Con el fin de recuperar las proteinas diferenciales para evaluacion antigénica se
llevoé a cabo la caracterizacion por protedémica de B. parapertussis cultivada en ambas
condiciones de disponibilidad de hierro en geles bidimensionales. Proteinas totales de B.
parapertussis creciendo en exceso y limitacion de hierro fueron sometidas a electroforesis
bidimensional y analizados segun se especifica en la seccion de Materiales y Métodos. El
analisis de la imagen de los mapas en 2D reveld un promedio de 550 spots. Cabe senalar
que el nimero de proteinas que se observa (bastante menor que el nlimero identificado por
la protedmica shotgun) es lo esperado en este tipo de estudio protedomico,
fundamentalmente porque aqui cubrimos Unicamente las proteinas cuyo punto isoeléctrico
estd entre 4 y 7. En este rango de pH se encuentra la mayoria, pero no todas, las proteinas
bacterianas. El andlisis comparativo entre los geles 2D correspondientes a bacterias
cultivadas en cada condicion se llevo a cabo por medio del programa ProteomWeaver.
Aquellas proteinas con expresion diferencial, aumentadas en bacterias adaptadas a la
limitacién de hierro fueron recuperadas del gel y enviadas para su identificacion por
MALDI-TOF (Figura 9 y Tabla 1). Debido a problemas técnicos solo 6 proteinas
diferenciales pudieron ser identificadas, ademas de GroEl que sirvié como landmark para la
comparacion. Las 6 proteinas que se identificaron fueron IrpA, Fpr, NIpA, IRP1-1, DapD, y

Livl].
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Figura 9. Geles 2D representativos (pH: 4-7, SDS-PAGE 10%) de B. parapertussis creciendo en
exceso (SS) o limitacion de hierro (SS-Fe) tefiidos con coomasie coloideal. Las proteinas sometidas
a identificacion por MALDI-TOF MS se indican con flechas y se detallan en la Tabla 3.

IrpA (BPP2269), es una proteina putativa exportada que tiene un dominio similar a

imelisina. Estas proteinas reguladas por hierro estan potencialmente involucradas en la

interaccion con el hospedador pero también en mecanismos de absorcion de hierro en

diversos microorganismos. Las Imelisinas se encontraron primero como peptidasas con

capacidad de cortar

insulina y fibrindgeno en Pseudomonas aeruginosa [56].

Posteriormente, se ha demostrado que son esenciales para el crecimiento en condiciones de

ausencia de hierro para Synechococcus [57] e incluso recientemente se ha sugerido un papel

en la adquisicioén de grupos hemo [58]. Dos proteinas con dominio de imelisinas (BPP2269

y BPP2271) fueron encontradas en la protedmica shotgun y muestran un claro incremento

en condiciones de limitacion en hierro, pero no fueron incluidas en la lista final de

diferenciales porque se identificaron solo en un replicado bioldgico.
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Tabla 1 Proteinas diferenciales segun la electroforesis bidimensional identificadas por
MALDI-TOF

Porcentaje de| Condicionde [Intensidad de spot

ORF |Nombre|ms/mascot score cobertura crecimiento (SS/SS-Fe) Anotacion
BPP2269 | TrpA 90 24 Limitacién de 0/2.269 eptidasa
P hierro ’ pep
BPP2979| Fpr 3 41 L1m1tf1c1on de 06125 Ferredoxin--NADP
hierro reductasa
Limitacion de . s
BPP1825 [IRPI1-1 27 . 0.083/7.4 Proteina hipotética
20 hierro
BPP3723| nlpA 127 52 Limitacion de 0.9/18.4  |Proteina putativa exportada

hierro

Limitacién de 2,3,4,5-tetrahyiropiridin-

BPP1995 | DapD 120 31 . 0.13/0.71 2,6-dicarboxilato N-
hierro ..
succiniltransferasa
BPP2948| Liv] 124 42 Limitacion de 2.63/1.75 Proteinade uniéna
hierro leucina/isoleucina/valina

Limitacion de
BPP0868 | GroEl 112 39 hierro/exceso de 7.75/7.8 Chaperonina
hierro

La ferredoxina-NADP reductasa, Fpr (BPP2979), también fue encontrada en la
protedmica shotgun. Su supuesta funcion en la biosintesis de grupos Fe-S ya fue descripta
mas arriba. Se ha demostrado que esta proteina estd regulada positivamente en multiples
condiciones de estrés [42]. También estd relacionado con la adquisicion de hierro a partir
de hemo en Leptospira interrogans [59].

NIpA (BPP3723), que también se encontré aumentada en limitacion de hierro por
protedmica shotgun, es un supuesto transportador ABC de metales y una lipoproteina
relacionada con varias proteinas antigénica. Se presume que tiene papel en la activacion de
TLR-2 durante la infeccion y la virulencia [60].

También se identificé a la proteina DapD (BPP1995), que participa en la biosintesis
de la lisina y el precursor diaminopemilato (DAP) necesarios para la sintesis de la

citotoxina traqueal implicada en la virulencia de la bacteria. Proteinas de la ruta de
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biosintesis de DAP ya se habian visto aumentada en B. pertussis durante la limitacion de
hierro [7], pero no se observd lo mismo en las aproximaciones por protedmica shotgun.

Por ultimo, Liv] (BPP2948), una proteina de unioén a leucina, isoleucina y valina
que forma parte de un sistema de transporte de aminoacidos ramificados de alta afinidad.
Se ha visto que Campylobacter jejuni necesita de esta proteina para su completa virulencia
[61]. La misma ha sido previamente identificada como antigeno en Shigella flexneri,

Brucella abortus e incluso en dos trabajos de inmunoprotedémica de B. pertussis [62,63].

2.3.3. Analisis de la reactividad de las proteinas inducidas por limitacion de hierro con
sueros de individuos infectados

Los spots correspondientes a las proteinas sobreexpresadas en el fenotipo inducido
por limitacion de hierro e identificadas mencionadas en el apartado anterior fueron
recuperadas por elucion y utilizadas en ensayos de inmunodeteccion (dot blot) con IgG
purificada de un pool de sueros de individuos convaleciente de tos convulsa [27,64,65].
Como control positivo, se incluyeron células de B. parapertussis previamente sonicada, y
como control negativo, se uso lactoferrina humana. De las seis proteinas incluidas en el
ensayo, solo Liv] fue reconocida por los anticuerpos generados en el transcurso de la

enfermedad (Figura 10).

101



Control .
positivo  Liv] IrpA

® ¢
Control

IRP1-1 Fpr NIpA negativo

Figura 10. Reactividad de las proteinas diferenciales con anticuerpos de personas enfermas de tos
convulsa. Las proteinas recuperadas del gel, fueron cargadas en una membrana de nitrocelulosa e
incubadas con anticuerpos (fraccion IgG) de un pool de sueros de individuos convalecientes.
Células de B. parapertussis sonicadas y lactoferrina humana fueron utilizadas como control positivo
y negativo, respectivamente.

Como el dot blot que se muestra en la Figura 10 se llevo a cabo con IgG humana
proveniente de individuos infectados que pueden tener anticuerpos contra ambas especies
de Bordetella (B. pertussis y B. parapertussis), se confirmo la reactividad de esta proteina
con sueros inducidos por infeccion con B. parapertussis empleando sueros de ratones libres
de patogenos infectados con esta especie de Bordetella. En la Figura 11 se confirma la
reactividad de esta proteina con sueros de ratones infectados Unicamente con B.
parapertussis por lo que en los capitulos siguientes se evaluara su potencial como antigeno

vacunal.
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Control . Control
" LivJ .
positivo negative

® @

Figura 11. Reactividad de LivJ con anticuerpos de ratones infectados con B.parapertussis. La
proteinas Liv] recuperada del gel, fue transferida a una membrana de nitrocelulosa e incubada con
suero de ratones infectados con B. parapertussis. Células de B. parapertussis sonicadas fueron
utilizadas como control positivo y suero normal de raton como anticuerpo primario en el control
negativo.
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2.4. Conclusiones

En este capitulo se estudié por primera vez el proteoma B. parapertussis a través de
dos técnicas con diferentes alcances y limitaciones que permiten un andlisis mas completo
del fenotipo de esta bacteria junto con la identificacion de nuevas proteinas inmunogénicas.

Empleando ambas estrategias se estudio la adaptacion fenotipica de la bacteria a una
condicidn fisioldgica como es la limitacion de hierro. Este fenotipo ya habia sido estudiado
en B. pertussis tanto a través de transcriptomica como de protedmica por geles
bidimensionales y shotgun. En comparacion, el estudio realizado en B. parapertussis arrojo
un numero mas grande de proteinas, una mayor cobertura del genoma y hasta un mayor
porcentaje de proteinas reguladas por la escasez de hierro. Dentro de las proteinas reguladas
por hierro, como era de esperarse, se encontrdo un aumento en muchas relacionadas con la
adquisicion de este metal a partir de sider6foros y grupos hemo. Si bien hay un gran grado
de analogia con lo observado para B. pertussis, también se identificaron algunos receptores
nuevos como BPP1991. En limitacion de hierro se observd un aumento significativo en la
abundancia del homologo de AfuA de B. parapertussis y un aumento del homoélogo de
IRP1-3, aunque en este ultimo caso el aumento no fue estadisticamente significativo.
Ambas proteinas son inmunogénicas y su posible utilizaciéon en formulaciones vacunales
contra B. parapertussis sera estudiada en los préximos capitulos.

Entre los factores de virulencia, se observd una particularidad muy interesante. A
diferencia de B. pertussis y B. bronchiseptica, la expresion de CyaA aumenta en B.
parapertussis limitada en hierro, mientras que una enzima clave en el armado del antigeno
O disminuye. La disminucion en el nivel de antigeno O en B. parapertussis adaptada a la

limitacion de hierro hace mas accesibles a los anticuerpos inducidos por vacuna acelular los
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antigenos comunes a ambas especies incluidos en estas vacunas, sin embargo este aumento
en el reconocimiento de antigenos de superficie no parece afectar la capacidad de la B.
parapertussis de colonizar el tracto respiratorio de ratones inmunizados con este tipo de
vacunas.

Finalmente, la protedmica con geles bidimensionales fue utilizada para la busqueda
de nuevos candidatos vacunales. El andlisis serologico de las proteinas inducidas en
limitacion de hierro permitio seleccionar un potencial candidato vacunal; Liv]. Esta

proteina serd evaluada como antigeno vacunal en capitulos siguientes.
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Tabla Anexa. Proteinas de B. parapertussis cultivadas en limitacion y exceso de hierro identificadas por protedmica shotgun

Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
. . de
Locus Gen Descripeion Promedio fie 5 Promedio fie | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP3360 risS Sensor kinase protein 6,9E+06 20,8 6,0E+06 23,2 0.9 0,50 | 0,68
BPP3406 | BPP3406 | Azurin 1,8E+08 13,6 1,8E+08 6,3 1,0 0,98 | 0,99
BPP4406| katA |Catalase 7,3E+08 11,8 1,4E+08 10,8 0,2 0,00 | 0,00
BPP0869| groS |10 kDa chaperonin 6,5E+09 11,7 6,8E+09 7,0 1,1 0,49 | 0,67
BPP2001| espA | Cold shock-like protein CspA 3,1E+08 12,9 1,6E+08 6,0 0,5 0,00 | 0,01
BPP3494 fur Ferric uptake regulation protein 4,1E+08 5,6 4,3E+08 3,8 1,1 0,17 | 0,36
BPP2533 | BPP2533 | PKHD-type hydroxylase BPP2533 2,2E+07 34,6 4,6E+07 54,5 2,0 0,13 | 0,31
BPP2633| recA |Protein RecA 1,2E+08 2,3 8,8E+07 7,2 0,7 0,00 | 0,00
BPP0056| rpsD |30S ribosomal protein S4 2,0E+08 23,8 1,2E+08 12,3 0,6 0,02 | 0,09
BPP0057| rpod 5;2'(1“‘3“6‘1 RNA polymerase subunit | 1pyo6 | 504 | 26E+108 | 11,5 0.6 | 027 | 048
BPP3028| bvgd | Y irulence factors putative positive 20E+09 | 98 | 1,9E+09 | 34 1,0 | 084|091
transcription regulator BvgA

BPP1150 prn Pertactin autotransporter 2,4E+08 9,8 2,6E+08 4,5 1,1 0,24 | 0,45
BPP3029| bvgS | Virulence sensor protein BvgS 9,2E+07 7,0 9,7E+07 12,7 1,1 0,51 | 0,69
BPP0077 ssb Single-stranded DNA-binding protein 4,7E+08 4,6 4,7E+08 32 1,0 0,75 | 0,86
BPP3960| zapD |Cell division protein ZapD 1,2E+07 45,5 1,4E+07 32,4 1,1 0,76 | 0,86
BPP3359 risA Tresponse regulator protein 4,2E+08 48.6 4,0E+08 494 1,0 0,90 | 0,94
BPP0007 tufl Elongation factor Tu 5,2E+09 6,5 4,1E+09 8,0 0,8 0,01 | 0,05
BPP0271 | BPP0271 | Uncharacterized protein 3,0E+07 11,3 2,1E+07 8,3 0,7 0,00 | 0,04
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
. . de
Locus Gen Descripeion Promedio .de' ’ Promedio fie | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP2252 | BPP2252 | Transposase 5,5E+07 21,8 4,5E+07 32,8 0,8 0,32 | 0,53
BPP0078 | BPP0078 | Transposase 5,5E+07 21,8 4,5E+07 32,8 0,8 0,32 | 0,53
BPP1637| hmp |Flavohemoprotein 8,2E+06 8,7 1,4E+07 17,8 1,7 0,02 | 0,09
BPP0203 cca | CCA-adding enzyme 1,5E+07 8,2 na na OFF na na
BPP4035| hprK |HPr kinase/phosphorylase 1,9E+07 29,8 1,9E+07 11,6 1,0 0,97 | 0,98
BPP3007| spor | Ovanosine-3'.5-bis(Diphosphate) 3 7,6E+06 383 | 4,6E+06 | 458 0,6 | 0,17 | 037
pyrophosphohydrolase
BPP3353| [ligd |DNA ligase 2,4E+07 11,0 2,1E+07 8,8 0,9 0,11 | 0,29
BPP2023 lexA LexA repressor 1,6E+07 25,8 2,5E+07 454 1,5 0,21 | 0,42
BPP2008 lon Lon protease 3,2E+07 17,7 3,0E+07 12,5 0.9 0,46 | 0,65
BPP1990| wuvrD |DNA helicase 1,6E+07 13,9 1,8E+07 3,8 1,1 0,11 | 0,28
BPP0971 | BPP0971 | Putative isochorismatase 1,3E+07 10,9 1,1E+07 7,9 0,8 0,04 | 0,15
BPP0968 | BPP0968 | Probable cation-transporting ATPase 1,4E+07 37,0 4,2E+06 90,6 0,3 0,02 | 0,12
BPP0966 | BPP0966 | Uncharacterized protein 8, 7E+07 40,0 9,9E+07 15,2 1,1 0,56 | 0,73
BPP0964 | BPP0964 | Uncharacterized protein 4,3E+07 30,1 7,5E+07 18,3 1,7 0,02 | 0,09
BPP0962 | BPP0962 | PUtative ABC transport proteins, ATP- | op 07 | 965 | 60E+06 | 1148 | 0,7 | 064 | 0,79
binding component

BPP0956 | BPP0956 | Putative exported protein 8,8E+06 479 4,4E+06 24,8 0,5 0,14 | 0,33
BPP0955| ribE |Riboflavin synthase alpha chain 7,9E+06 13,5 2,9E+07 15,2 3,6 0,00 | 0,01
BPP0940 | BPP0940 | Probable short chain dehydrogenase 8, 7E+07 8,1 6,3E+07 9,0 0,7 0,00 | 0,03
BPP0939 | BPP0939 | Uncharacterized protein 2,5E+07 18,1 2,5E+07 22,4 1,0 0,94 | 0,98
BPP0936 | BPP0936 | Putative exported protein 9,1E+07 37 7,0E+07 15,3 0,8 0,01 | 0,06
BPP0935 | BPP0935 | Putative enoyl-CoA hydratase 1,3E+08 20,8 1,2E+08 20,2 1,0 0,80 | 0,89
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Veces

Coeficiente Coeficiente p- g-
. . de
Locus Gen Descripcion Promedio d © , Promedio d ¢ , | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP0931 | BPP093 1 fglgtﬁ;:grc}nm'famﬂy transcriptional 1OE+07 | 19,1 | 1,9E+07 | 33 1,0 | 087 | 093
BPP0927 | BPP0927 | Uncharacterized protein 1,1E+07 59,2 1,6E+07 434 1.4 042 | 0,62
BPP0921 | BPP0921 | Putative membrane protein 4,1E+07 35,2 4,1E+07 56,7 1,0 0,98 | 0,99
BPP0914 | BPP0914 | Putative enoyl-CoA hydratase/isomerase 1,5E+07 439 2,3E+07 15,7 1,5 0,10 | 0,26
BPP0911 | BPP0911 | Putative exported protein na na 6,0E+06 11,0 ON na na
BPP0885 ggt Gamma-glutamyltranspeptidase 1,6E+07 10,0 6,2E+06 27,4 0,4 0,00 | 0,01
BPP0868| groL |60 kDa chaperonin 8,1E+09 6,2 7,1E+09 5,8 0,9 0,02 | 0,12
BPP0864 ndh Putative NADH dehydrogenase 4,8E+07 27,0 5,3E+07 11,1 1,1 0,52 | 0,69
BPP0863| pyrF | Orotidine 5'-phosphate decarboxylase 7,8E+07 8,7 9,4E+07 12,4 1,2 0,05 | 0,17
BPP0862 | BPP0862 | Uncharacterized protein 9,9E+06 23,7 1,6E+07 5,1 1,6 0,00 | 0,04
BPP0859| nusB | N utilization substance protein B homolog | 7,3E+07 9,8 8,2E+07 12,9 1,1 0,20 | 0,41
BPP0858| ribH |6,7-dimethyl-8-ribityllumazine synthase 1,4E+08 19,8 9,8E+07 39,8 0,7 0,11 | 0,28
BPP0857| ripp |l utative 3,4-dihydroxy-2-butanone 4- 2,6E+07 | 218 | 23B+07| 152 09 | 030|052
phosphate synthase
BPP0856 | BPP0856 | Haloacid dehalogenase-like hydrolase 2,9E+07 24,1 3,3E+07 6.8 1,1 0,34 | 0,55
BPPO0855 | BPP0855 | Putative transcriptional regulator 8,5E+06 8,4 7,1E+06 9,0 0,8 0,03 | 0,13
BPP0854 | BPP0854 | Putative exported protein 1,7E+07 32,9 1,0E+07 19,9 0,6 0,07 | 0,21
BPP0849 |  fisY Signal recognition particle receptor FtsY 2,3E+07 10,2 1,8E+07 14,2 0,8 0,03 | 0,12
BPP0848 | BPP0848 | Uncharacterized protein 1,2E+08 183.9 4,4E+08 15,9 3,6 0,04 | 0,15
BPP0847| coaD |Phosphopantetheine adenylyltransferase 8,1E+07 16,8 1,1E+08 13,0 1,3 0,04 | 0,16
BPP0844 | BPP0844 | Uncharacterized protein 3,8E+07 6,3 4,0E+07 15,4 1,0 0,62 | 0,78
BPP0843 | BPP0843 | Putative exported protein 5,6E+07 8,9 2,3E+08 51,2 4,1 0,03 | 0,12
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Veces

Coeficiente Coeficiente p- g-
. . de
Locus Gen Descripcion Promedio d © , Promedio d ¢ , | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe | variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS

BPP0832| maeB |NADP-dependent malic enzyme 1,9E+08 9,9 2,0E+08 14,0 1,0 0,68 | 0,82
BPP0821| ychF |Ribosome-binding ATPase YchF 2,6E+07 21,8 1,8E+07 31,8 0,7 0,08 | 0,24
BPPO819| pth Peptidyl-tRNA hydrolase 3,5E+07 12,0 2,7E+07 9,6 0,8 0,02 | 0,11
BPPO818| rplY |50S ribosomal protein L25 2,3E+08 29,2 1,4E+08 28,9 0,6 0,06 | 0,20
BPPO817| prs Ribose-phosphate pyrophosphokinase 1,4E+08 8,3 7,4E+07 11,8 0,5 | 0,00 | 0,00
BPP0815 lolB | Outer-membrane lipoprotein LolB 2,1E+07 86,2 1,7E+07 52,6 0,8 0,73 | 0,85
BPP0814 | BPP0814 | Uncharacterized protein 3,0E+07 10,6 4,1E+07 13,7 1,4 0,01 | 0,09
BPP0812 | BPP0812 | Putative cyclase 6,4E+07 13,0 4, 2E+07 10,0 0,7 0,00 | 0,04
BPP0806| fahA |Fumarylacetoacetase 1,4E+07 5,1 1,5E+07 6,2 1,1 0,03 | 0,13
BPP0805 | BPP0O80S5 | Putative sulfatase 2,9E+08 16,1 2,1E+08 3,1 0,7 0,02 | 0,10
BPP0800| pgm |Phosphoglucomutase 2,5E+07 41,5 2,6E+07 57,2 1,0 0,96 | 0,98
BPP0799 pgi Glucose-6-phosphate isomerase 2,2E+07 20,2 2,3E+07 6.8 1,0 0,75 | 0,86
BPP0796 | BPP0796 | Putative glycosyltransferase 4,7E+06 17,0 6,2E+06 26,8 1,3 0,16 | 0,36
BPP0795 | BPP(0795 | Putative asparagine synthase 1,2E+07 22.9 1,4E+07 10,8 1,2 0,19 | 0,39
BPP0792 | BPP0792 | UDP-N-acetylglucosamine C4 epimerase | 3,0E+07 11,8 3,4E+07 16,8 1,1 0,27 | 0,48
BPP0791| wbpO |Polysaccharide biosynthesis protein 1,3E+08 36,1 1,3E+08 10,3 1,0 1,00 | 1,00
BPP0787| thyA |Thymidylate synthase 3,0E+07 4.8 4,1E+07 5,2 1,4 0,00 | 0,01
BPP0777 | BPP0777 | Uncharacterized protein 1,1E+07 26,3 1,3E+07 14,3 1,2 0,37 | 0,58
BPP0772 | BPP0772 fg‘;};zr(}nm'famﬂy transcriptional 89E+06 | 284 | 9,1E+06 | 50,1 1,0 | 0,94 | 0,98
BPP0770| gcvH | Glycine cleavage system H protein 1,8E+07 18,8 3,0E+07 323 1,7 0,05 | 0,18
BPP0769| gcvl | Aminomethyltransferase 1,3E+07 19,0 2,0E+07 8,2 1,6 0,00 | 0,03
BPP0767| sodA |Superoxide dismutase na na 6,8E+07 33,8 ON na na
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Veces

Coeficiente Coeficiente p- g-
. . de
Locus Gen Descripcion Promedio d © , Promedio d ¢ , | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS

BPP0765 | BPP0765 | Probable orn/arg/lys decarboxylase 3,1E+07 8,9 3,5E+07 4,7 1,1 0,03 | 0,14
BPP0760 ded Deoxycytidine triphosphate deaminase 1,1E+08 20,7 1,3E+08 9,6 1,2 0,15 | 0,34
BPP0759 | BPP(0759 | Putative exported protein 7,1E+06 344 8,7E+06 45,1 1,2 0,50 | 0,68
BPP0755| metG |Methionine--tRNA ligase 2,9E+07 4.4 3,3E+07 29,7 1,1 0,50 | 0,68
BPP0753 | BPP(0753 | Putative lipoprotein 8,9E+07 21,0 1,2E+08 9,9 1,3 0,05 | 0,17
BPP0752 | BPP0752 | Putative lipoprotein 2,9E+06 36,1 6,3E+06 41,7 2,2 0,06 | 0,19
BPP0745 | BPP0745 | Putative exported protein 3,0E+07 7.8 3,9E+07 10,6 1,3 0,01 | 0,06
BPP0743 | BPP(0743 | Putative exported protein 7,6E+07 86,4 2,9E+08 9,5 3.8 0,00 | 0,02
BPP0741 | BPP0741 | Uncharacterized protein 6,6E+06 150,5 1,6E+07 75,9 2,4 0,31 | 0,52
BPP0739| modB |Molybdate-binding periplasmic protein 2,0E+08 7,0 2,4E+08 10,0 1,2 0,04 | 0,15
BPP0695 | BPP069S fg‘;{;ﬁf}nm‘famﬂy transcriptional 43E+06 | 223 | 51E+06 | 316 12 | 042|062
BPP0324| c¢yaE |Protein CyaE 1,0E+07 69,4 4,9E+06 28,7 0,5 0,20 | 0,40
BPP0321| c¢yad |Bifunctional hemolysin-adenylate cyclase | 1,0E+08 32,1 2,8E+08 24,6 2,6 0,00 | 0,04
BPP0314 | BPP0314 | LysR-family transcriptional regulator 1,2E+07 7,8 7,3E+06 37,1 0,6 0,02 | 0,09
BPP0313| ispB |Octaprenyl-diphosphate synthase 6,7E+07 29,9 6,5E+07 31,5 1,0 | 0,88 | 0,94
BPP0O311| »plU |50S ribosomal protein L21 2,3E+08 233 1,1E+08 16,9 0,5 0,01 | 0,05
BPP0310| rpmA |50S ribosomal protein L27 1,1E+08 29,2 6,7E+07 3,8 0,6 0,04 | 0,15
BPP0309 obg | GTPase Obg 2,2E+07 23,9 1,6E+07 20,7 0,7 0,09 | 0,25
BPP0308| proB |Glutamate 5-kinase 5,9E+06 12,4 1,1E+07 50,6 1,9 0,12 | 0,30
BPP0306 | BPP0306 | Putative transcriptional regulator 5,0E+07 4.8 4,7E+07 6,8 1,0 0,30 | 0,52
BPP0305 | BPP0305 | Putative transcriptional regulator 2,0E+07 7,0 3,2E+07 78,2 1,6 0,39 | 0,59
BPP0302 | BPP0302 | Putative lipoprotein 8,4E+08 19,6 8,4E+08 53 1,0 0,98 | 0,99
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
. . de
L G Descrincion Promedio de Promedio de cambio valor | valor
ocus en SCHpelo SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
0 0 -
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP0301 thiC | Phosphomethylpyrimidine synthase 1,6E+07 16,1 2,4E+07 14,0 1,5 0,01 | 0,06
BPP0298 thiFF | Adenylyltransferase 2,8E+07 7.5 1,8E+07 12,9 0,7 0,00 | 0,02
BPP0297|  ctpA Ef;:‘;;vsz carboxy-terminal processing LIE+08 | 153 | 13E+08 | 286 12 1036 | 056
BPP0296 | BPP0296 | Putative peptidase 2,0E+07 12,8 2,5E+07 6,5 1,2 0,02 | 0,11
BPP0295| gpma | >:>-Disphosphoglycerate-dependent 14E+08 | 108 | 1,5E+08 | 10,6 L1 | 044 | 063
phosphoglycerate mutase
BPP0294 | BPP0294 | Uncharacterized protein 5,1E+07 18,5 3,4E+07 10,8 0,7 0,01 | 0,08
BPP0293| grxC |Glutaredoxin 3 6,4E+06 104,5 na na OFF na na
BPP0292| secB |Protein-export protein SecB 2,0E+08 45,5 1,8E+08 44,7 0,9 0,78 | 0,88
Glycerol-3-phosphate dehydrogenase
+ -
BPP0291| gpsA [NAD(P)+] 3,9E+07 15,5 3,3E+07 5,6 0,9 0,12 | 0,31
BPP0290 | BPP0290 | Putative exported protein 1,4E+08 12,2 1,8E+08 14,6 1,3 0,05 | 0,17
BPP0285 | BPP(0285 | Putative membrane protein 5,2E+07 29,5 3,3E+07 62,3 0,6 0,18 | 0,38
BPP0284 | BPP0284 | Putative membrane protein 1,2E+08 17,1 8,4E+07 12,1 0,7 0,02 | 0,09
BPP0280 | BPP0280 | Putative iron-sulfur binding protein 3,4E+07 25,2 na na OFF na na
BPP0277 | BPP0277 | Putative exported protein 4,5E+07 22,4 na na OFF na na
BPP0276 | BPP0276 | Ferredoxin 2,3E+07 31,9 na na OFF na na
BPP0273 | BPP(0273 | Probable ring hydroxylating beta subunit 7,1E+07 22,4 1,8E+07 9,6 0,2 0,00 | 0,01
BPP0268 | BPP0268 | Uncharacterized protein 6,8E+07 20,0 2,5E+07 19,4 0,4 0,00 | 0,02
BPP0263 trkA Trk system potassium uptake protein 7,9E+06 16,1 7,4E+06 13,1 0,9 0,54 | 0,72
BPP0262 | BPP0262 f;ﬁggrtwo'componem response 14E+08 | 260 | 1,8E+08 | 7.8 12 | 0,14 | 033
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
. . de
Locus Gen Descripeion Promedio .de' ’ Promedio fie | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe | variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP0261 | BPP0261 | Putative two-component sensor kinase 2,9E+07 12,2 3,0E+07 41,3 1,0 0,85 | 0,92
BPP0260 | BPP(0260 | Putative exported protein 1,5E+07 8,7 1,8E+07 14,7 1,2 0,15 | 0,35
BPP0254 | BPP0254 | Probable transcriptional regulator 1,7E+07 25,2 1,7E+07 8,6 1,0 0,81 | 0,90
BPP0248 | BPP(0248 | Putative lysine decarboxylase 1,0E+07 42.4 9,7E+06 38,7 0,9 0,84 | 0,91
BPP0244 fmt Methionyl-tRNA formyltransferase 4,3E+07 74,2 3,2E+07 108.3 0,8 0,67 | 0,81
BPP0243 def1 Peptide deformylase 1 4,3E+07 9,2 5,1E+07 9,9 1,2 0,04 | 0,16
BPP0240| smf |Uncharacterized protein 2,4E+07 5,7 na na OFF na na
BPP0239| hmgcL |Hydroxymethylglutaryl-CoA lyase 2,6E+07 7.8 1,4E+07 41,8 0,5 0,01 | 0,06
BPP0237| BPP0237 | Amino acid-binding periplasmic protein 2,2E+08 34,9 1,2E+08 8,1 0,6 0,05 | 0,17
BPP0236 | BPP0236 | Probable aminotransferase 2,1E+07 37,0 1,7E+07 12,4 0,8 0,42 | 0,62
BPP0235 | BPP0235 | Uncharacterized protein 1,2E+07 28.3 6,3E+06 37,9 0,5 0,04 | 0,16
BPP0234 | BPP0234 | Putative exported protein 3 9E+07 40,1 4,8E+07 19.4 1,2 0,36 | 0,56
BPP0233 | BPP(0233 | Putative exported protein 3,0E+08 19,6 1,5E+08 11,3 0,5 0,00 | 0,04
BPP0219 | BPP0219 xg:zﬂf'beta'la"tamase superfamily 2IE+07 | 423 | 94E+06 | 722 04 | 0,08 023
BPP0217| BPP0217 | Acetyltransferase (GNAT) family protein | 4,1E+07 20,6 3,9E+07 19,9 1,0 0,76 | 0,86
BPP0214 | BPP(0214 | Uncharacterized protein 1,2E+07 14,5 5,8E+06 24,1 0,5 0,00 | 0,02
BPP0213| nhadA |Na(+)/H(+) antiporter NhaA 8,3E+06 16,5 1,1E+07 36,9 1,3 0,27 | 0,49
BPP0205 | BPP0205 | Putative ATP-dependent RNA helicase 8,8E+06 52,4 na na OFF na na
BPP0204 | BPP0204 | Uncharacterized protein 5,4E+06 12,5 5,2E+06 28.2 1,0 0,78 | 0,88
BPP0199 | BPP0199 | Putative aminohydrolase 7,3E+07 14,1 6,8E+07 26,8 0,9 0,61 | 0,77
BPP0197 | BPP0197 | Methylenetetrahydrofolate reductase 3,2E+07 233 1,4E+07 9,6 0,4 0,00 | 0,04
BPP0195| ahcY |Adenosylhomocysteinase 1,7E+08 23,1 1,7E+08 4,1 1,0 0,83 | 0,91
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
. . de
Locus Gen Descripeion Promedio fie 5 Promedio fie 3 cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS

BPP0192| metK |S-adenosylmethionine synthase 2,8E+08 11,6 3,5E+08 15,8 1,2 0,09 | 0,26
BPP0190 | BPP0190 | Putative acyltransferase 1,1E+07 40,6 1,1E+07 28,0 1,0 0,92 | 0,96

BPP0180 | BPP0180 | Putative regulatory protein 5,9E+06 7,0 na na OFF na na
BPP0179 | BPP0179 | Uncharacterized protein 1,1E+08 50,7 6,3E+07 63,3 0,6 0,25 | 0,47
BPPO178| dksd | RNA polymerase-binding transcription | 5 b0 | 90 | 47E+08 | 12,1 09 | 042|062

factor DksA

BPPO176| hslU ﬁ;%dependem protease ATPase subunit | g g 7 | 188 | 79E+07 | 12,9 0.8 | 0,10 | 027
BPP0174 | BPP0174 | Uncharacterized protein 2,9E+07 20,9 3,0E+07 14,8 1,1 0,65 | 0,80

BPP0168 | BPP0168 | UPF0250 protein BPP0168 na na 4,5E+06 19,1 ON na na
BPP0167 | BPP0167 | Probable class IV aminotransferase 1,5E+08 47,2 2,3E+08 39,9 1,6 0,19 | 0,40
BPP0166 | BPP0166 | Putative penicillin-binding protein 3,3E+07 17,5 2,8E+07 19,8 0,9 0,27 | 0,48
BPP0165 | BPP0165 | Uncharacterized protein 3,8E+07 20,9 4,0E+07 5.4 1,0 0,75 | 0,86
BPP0164 | BPP(0164 | Putative exported protein 3,8E+07 24,8 4,6E+07 16,3 1,2 0,20 | 0,41
BPP0163 | BPP(0163 | Putative exported protein 2,1E+07 29,8 2,4E+07 15,2 1,2 0,35 | 0,56
BPP0O160 | bir4 Putative biotin protein ligase 4,5E+06 20,3 3,6E+06 46,9 0,8 0,46 | 0,65
BPPOIS7| kdea |o-de0xy-D-manno-octulosonic-acid 4,9E+06 11,4 | 53E+06 | 36,2 1,1 | 0,75 | 0,86

transferase

BPPO0156| rfaC |Probable heptosyltransferase 1,5E+07 16,3 1,7E+07 10,6 1,1 0,26 | 0,47
BPP0O155| bpldA | Probable oxidoreductase 3,0E+07 74,8 1,5E+07 48,5 0,5 0,25 | 0,46
BPPO153| bplC |Lipopolysaccharide biosynthesis protein 5,4E+07 21,3 4, 8E+07 21,1 0,9 0,43 | 0,63
BPPO152| bplD |UDP-N-acetylglucosamine 2-epimerase 4,1E+07 439 2,5E+07 13,7 0,6 0,13 | 0,32
BPP0150| bplF | Lipopolysaccharide biosynthesis protein 2,3E+07 15,4 2,8E+07 10,8 1,2 0,06 | 0,20
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Veces

Coeficiente Coeficiente p- g-
. . de
Locus Gen Descripcion Promedio d © , Promedio d ¢ , | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP0139| wbmF |Nucleotide sugar epimerase/dehydratase 9,8E+07 7,7 9,8E+07 8,4 1,0 0,95 | 0,98
BPP0138| wbmG |Nucleotide sugar epimerase/dehydratase 3,4E+07 10,3 2,3E+07 8,3 0,7 0,00 | 0,02
BPP0137| wbmH |Nucleotide sugar epimerase/dehydratase 1,3E+08 2,8 9,8E+07 11,8 0,8 0,00 | 0,03
BPP0136| wbml |Putative asparagine synthetase 1,8E+07 8,7 1,3E+07 17,1 0,7 0,01 | 0,07
BPP0133| wbmlL |Transport permease protein 6,6E+06 66,5 4,1E+06 44,1 0,6 0,42 | 0,62
BPP0128 | wbm(Q |Putative formyl transferase 6,9E+06 23,8 na na OFF na na
BPP0123 | BPP0123 | Putative asparagine synthetase 4,8E+06 30,5 na na OFF na na
BPP0122 | BPP0122 Efngg ; ]?)?gé lf;-‘/c” StrS aminotransferase | 3 4p 10,5 | L5SE+07 | 36,7 0,5 | 0,00 | 0,02
BPPO121 | BPpo121 | NAD dependent epimerase/dehydratase | 5 cp 07 | 123 | 60R407 | 86 0.8 | 002 0,1
family protein
BPPO115| aspS |Aspartate--tRNA(Asp/Asn) ligase 1,5E+08 15.6 8,6E+07 29,7 0,6 0,01 | 0,08
BPPO110|BPP0110 | Putative methyltransferase 9,7E+07 32,1 1,3E+08 16,6 1,3 0,14 | 0,33
BPP0104 | BPP0104 | Putative adhesin 5,2E+08 6,5 4 9E+08 7,3 0,9 0,22 | 0,43
BPP0103| dapA |4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate synthase | 1,1E+07 27,6 na na OFF na na
BPP0102 | BPP0102 | Uncharacterized protein 2,6E+07 57,2 3,2E+07 36,1 1,2 0,53 | 0,71
BPP0101 | BPP0101 | Putative aminotransferase 1,7E+07 17,8 1,7E+07 22,9 1,0 0,95 | 0,98
BPP0099 | BPP0099 | Putative exported protein 1,1E+08 17,6 1,3E+08 19,5 1,2 0,27 | 0,48
BPP0098 | BPP009S | Putative dehydrogenase 7,7E+06 32,5 6,4E+06 37,2 0,8 0,56 | 0,73
BPP0096| glcB |Malate synthase G 1,9E+08 12,7 1,9E+08 4,7 1,0 0,77 | 0,87
BPP0079| bfrC |Ferric siderophore receptor na na 1,2E+08 16,8 ON na na
BPP0075| wuwA | UvrABC system protein A 1,5E+07 24.8 2,7E+06 17,8 0,2 0,00 | 0,04
BPP0073 | BPP0073 | Deoxyguanosinetriphosphate 6,0E+06 442 2,4E+06 59,4 0,4 0,09 | 0,25
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
. . de
Locus Gen Descripcion Promedio d © , Promedio d ¢ , | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
triphosphohydrolase-like protein

BPP0072| aroB |3-dehydroquinate synthase 3,6E+07 9,1 2,7E+07 12,4 0,8 0,01 | 0,07
BPP0070 | BPP0070 | Penicillin-binding protein 1A 3,7E+07 15,5 3,1E+07 9,7 0,8 0,11 | 0,29
BPP0068 | lysA Diaminopimelate decarboxylase 3,5E+07 23,9 5,2E+07 10,5 1,5 0,01 | 0,08
BPP0066 | BPP0066 | Putative membrane protein 3,2E+07 10,7 9,9E+06 20,0 0,3 0,00 | 0,00
BPP0064| engB |Probable GTP-binding protein EngB 4,7E+07 16,0 3,3E+07 46,7 0,7 0,14 | 0,33
BPP0063| hemB |Delta-aminolevulinic acid dehydratase 1,5E+08 8,5 1,4E+08 5,7 0,9 0,12 | 0,30
BPP0061| dsbD | Thiol:disulfide interchange protein DsbD 1,0E+08 13,4 9,6E+07 5,1 0,9 0,37 | 0,58
BPP0060 |  cuzd f;‘it;;‘gsep;rrgéﬁm“’ divalent cation 57E+07 | 11,5 | 40E+07 | 16,6 0.7 | 0,01 | 0,07
BPP0059 | BPP0059 | Histidine triad protein 8,5E+07 16,4 6,9E+07 9,3 0,8 0,08 | 0,23
BPP0058| rplQ |50S ribosomal protein L17 1,1E+08 60,0 7,9E+07 27,9 0,7 0,45 | 0,64
BPP0055| rpsK |30S ribosomal protein S11 1,2E+08 37,9 7,1E+07 51,6 0,6 0,17 | 0,36
BPP0054| rpsM | 30S ribosomal protein S13 1,1E+08 22,5 6,7E+07 8,4 0,6 0,01 | 0,08
BPP0052| infAl |Translation initiation factor IF-1 1 7,7E+07 18,9 8,0E+07 6,5 1,0 0,66 | 0,81
BPP0051| secY |Protein translocase subunit SecY 5,0E+07 55,2 3,8E+07 39,6 0,7 0,45 | 0,64
BPP0048| rpsE | 30S ribosomal protein S5 2,6E+08 8,9 1,5E+08 11,2 0,6 0,00 | 0,01
BPP0047| rplR |50S ribosomal protein L18 2,7E+08 20,0 1,3E+08 17,6 0,5 0,00 | 0,04
BPP0046| rplF |50S ribosomal protein L6 1,9E+08 20,1 1,2E+08 7,1 0,7 0,02 | 0,09
BPP0045| rpsH |30S ribosomal protein S8 5,4E+07 26,4 4,2E+07 43,5 0,8 0,34 | 0,55
BPP0044| rpsN |30S ribosomal protein S14 2,2E+07 23,2 1,4E+07 55,8 0,7 0,18 | 0,38
BPP0043 | rplE |50S ribosomal protein L5 2,4E+08 37,9 1,2E+08 39,8 0,5 0,07 | 0,21
BPP0042| rplX |50S ribosomal protein L24 2,9E+08 24,1 1,5E+08 11,0 0,5 0,01 | 0,06
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
. . de

Locus Gen Descripeion Promedio .de' ’ Promedio fie | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe | variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS

BPP0041 rpIN | 50S ribosomal protein .14 1,2E+08 27,9 7,4E+07 4,1 0,6 0,03 | 0,13
BPP0038| rpsQ |30S ribosomal protein S17 6,0E+07 32,0 4,4E+07 66,6 0,7 0,40 | 0,60
BPP0037| rpmC |50S ribosomal protein L29 2,0E+08 16,4 1,2E+08 14,7 0,6 | 0,01 | 0,06
BPP0036| rpl/P |50S ribosomal protein L16 2,0E+08 23,8 1,2E+08 2,1 0,6 0,01 | 0,08
BPP0035| rpsC | 30S ribosomal protein S3 2,2E+08 9.9 1,6E+08 12,0 0,7 0,00 | 0,04
BPP0034| rplV |50S ribosomal protein L22 1,0E+08 30,9 8,9E+07 6,0 0,9 0,50 | 0,68
BPP0033| rpsS |30S ribosomal protein S19 8,4E+07 17,7 5,1E+07 15,4 0,6 0,01 | 0,06
BPP0032| rplB |50S ribosomal protein L2 9,5E+07 26,8 6,5E+07 46,4 0,7 0,17 | 0,37
BPP0031| rp/W |50S ribosomal protein L23 2,1E+08 17,8 1,3E+08 6,2 0,6 | 0,00 [ 0,05
BPP0030| #»plD |50S ribosomal protein L4 3,0E+08 30,4 1,5E+08 20,6 0,5 0,02 | 0,10
BPP0029| rplC |50S ribosomal protein L3 2,7E+08 35,7 1,3E+08 10,1 0,5 0,03 | 0,12
BPP0028 rpsJ | 30S ribosomal protein S10 2,0E+08 10,0 1,4E+08 5.8 0,7 0,00 | 0,02
BPP0026| fusAl |Elongation factor G 1 9,2E+08 6,8 7,8E+08 13,4 0,9 0,08 | 0,22
BPP0025| #psG | 30S ribosomal protein S7 1,9E+08 12,0 7,9E+07 35,1 0,4 0,00 | 0,02
BPP0024| rpsL |30S ribosomal protein S12 9,6E+07 27,3 8,9E+07 73,4 0.9 0,84 | 0,91
BPP0020 | BPP0020 fggj&l’t’g fwo-component response 46E+06 | 21,3 | 3,9E+06 | 28,0 0,9 | 0,39 | 0,59
BPP0019 | BPP0019 | Putative peptidoglycan binding protein 2,8E+07 13,0 3,2E+07 6.0 1,2 0,06 | 0,20
BPP0017 | BPP0017 | Putative membrane protein 4 4E+07 27,8 4,1E+07 223 0,9 0,70 | 0,83
BPPOO15| rpoC E;jﬁ'd“e“ed RNA polymerase subunit | 3 5o 00 | 297 | 2.8E+08 | 10,7 09 | 061|077
BPP0014| rpoB E;ff'd“e“ed RNA polymerase subunit | 4 sp g0 | 253 | 408408 | 94 0,9 | 0,46 | 0,65
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
. . de
Locus Gen Descripcion Promedio d © , Promedio d ¢ , | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS

BPP0013 rplL 50S ribosomal protein L7/L.12 1,3E+09 23,1 1,0E+09 26,8 0,8 0,21 | 0,42
BPP0012 rplJ | 50S ribosomal protein L10 2,1E+08 25,3 1,6E+08 8,6 0,8 0,15 | 0,34
BPP0OO11| rplA |50S ribosomal protein L1 2,7E+08 37,1 1,3E+08 9,7 0,5 0,03 | 0,14
BPP0010| rplK |50S ribosomal protein L11 2,5E+08 30,0 1,5E+08 8,5 0,6 0,04 | 0,15
BPP0009 | nusG grr(e)l‘?eiflrﬁgsg termination/antitermination |, g 7.7 | 2,96+08 | 10,9 1,0 |053 071
BPP0008| secE |Preprotein translocase SecE subunit 4,8E+07 28,3 4,6E+07 20,3 1,0 0,79 | 0,88
BPP0005 | parB g;(r’gable chromosome partitioning protein | ¢ yp.o7 | g4 | 498407 | 8.5 0.8 | 0,08 | 023
BPP0003 | parA |ParA family protein 6,1E+07 12,3 6,3E+07 7.8 1,0 0,75 | 0,86
BPP4424 | BPP4424 | Probable aminotransferase 6,6E+07 63,4 4 9E+07 58,6 0,7 0,51 | 0,69
BPP4421 | BPP4421 | Putative exported protein 2,8E+07 19.6 2,7E+07 10,4 1,0 0,86 | 0,92
BPP4419 | BPP4419 | Putative response regulator protein 1,3E+07 55,6 na na OFF na na
BPP4410 | BPP4410 | Putative taurine catabolism dioxygenase 1,4E+07 28,7 1,0E+07 68,0 0,7 0,37 | 0,58
BPP4409 | BPP4409 | Putative periplasmic protein 2,2E+08 34,6 2,8E+08 21,1 1,3 0,27 | 0,48
BPP4405| yidC |Membrane protein insertase YidC 1,4E+08 17,3 1,2E+08 7.3 0,8 0,15 | 0,34
BPP4401| dnad gﬁ;1m050m31 replication initiator protein | 4 gpio7 | 61 | 12E107 | 69 0,7 | 0,01 | 0,06
BPP4400| dnaN |DNA polymerase III subunit beta 2,9E+08 26,0 2,4E+08 26,2 0,8 0,36 | 0,57
BPP4399| gyrB | DNA gyrase subunit B 4,7E+07 3,0 5,7E+07 12,4 1,2 0,04 | 0,15
BPP4396 | BPP4396 | Putative exported protein 5,6E+06 14,2 3,4E+06 42.8 0,6 0,04 | 0,16
BPP4394| [ldD |L-lactate dehydrogenase 2,1E+08 4.4 2,2E+08 10,3 1,0 0,47 | 0,65
BPP4389 | BPP4389 | 2-dehydropantoate 2-reductase 4,8E+07 28,0 2,5E+07 55,6 0,5 0,05 | 0,17
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Veces

Coeficiente Coeficiente p- g-
. . de
Locus Gen Descripcion Promedio d © , Promedio d ¢ , cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe | variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS

BPP4380 | BPP4380 | Alcohol dehydrogenase 1,7E+07 63,1 8,6E+06 64,7 0,5 0,21 | 0,41
BPP4379 | BPP4379 | Probable aldehyde dehydrogenase 4,0E+07 6,9 4,3E+07 18,3 1,1 0,56 | 0,73
BPP4378| idnO |Gluconate 5-dehydrogenase 1,1E+07 12,1 1,2E+07 21,2 1,1 0,52 | 0,70
BPP4374| topB | DNA topoisomerase 1,3E+08 13,2 1,2E+08 20,7 0.9 041 | 0,62
BPP4373 | BPP4373 | Putative membrane protein 1,2E+07 22.9 1,3E+07 15,4 1,1 0,40 | 0,61
BPP4372| gluQ |Glutamyl-Q tRNA(Asp) synthetase 6,6E+06 17,2 6,6E+06 9,5 1,0 0,95 | 0,98
BPP4369 | BPP4369 | Putative membrane protein 9,6E+06 15,5 3,1E+07 84,2 32 0,15 | 0,35
BPP4368 | BPP4368 | Putative exported protein 2,5E+08 14,6 3,4E+08 16,9 1,3 0,05 | 0,17
BPP4366 | BPP4366 | Putative exported protein 3,9E+07 2,5 3,4E+07 7.5 0,9 0,02 | 0,10
BPP4365| argD?2 | Acetylornithine aminotransferase 2 1,7E+08 20,0 1,8E+08 11,6 1,1 0,60 | 0,76
BPP4364 | BPP4364 | Uncharacterized protein 1,5E+07 16,2 1,6E+07 25,4 1,1 0,59 | 0,75
BPP4363| accd ?;f&g{;’;‘fs’g"ylase subunitofacetyl-CoA |y ep 07 | 152 | 158407 | 9.5 0.8 | 0,12 ] 030
BPP4361 | BPP4361 | Acetyl-CoA acetyltransferase 5,5E+08 9.6 4,9E+08 24.4 0.9 0,43 | 0,62
BPP4358 | BPP4358 | MerR-family transcriptional regulator 7,1E+06 9,3 7,2E+06 15,3 1,0 0,91 | 0,95
BPP4357 | BPP4357 | Metallo-beta-lactamase family protein 6,8E+07 32,2 1,0E+07 31,2 0,1 0,01 | 0,06
BPP4355| metC |Cystathionine beta-lyase 1,5E+07 62,6 2,3E+07 39,8 1,5 0,27 | 0,48
BPP4354| dsbA | Thiol:disulfide interchange protein DsbA 6,0E+08 12,6 6,1E+08 17,0 1,0 0,98 | 0,99
BPP4352| argS |Arginine--tRNA ligase 7,4E+07 17,2 8,3E+07 13,4 1,1 0,31 | 0,52
BPP4351 | BPP4351 | Uncharacterized protein 6,1E+07 14,9 7,2E+07 14,8 1,2 0,16 | 0,36
BPP4350 | BPP4350 | Uncharacterized protein 2,9E+07 18,5 3,4E+07 7,8 1,2 0,14 | 0,34
BPP4349 | BPP4349 | Iner membrane component of binding- |y g7 | 957 | 4684106 | 46,6 04 | 001 | 0,07

protein-dependent transport system
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Veces

Coeficiente Coeficiente p- g-
) . de
Locus Gen Descrincion Promedio de Promedio de cambio valor | valor
P SS variacion SS-Fe variacion 3S SS- | SS-
0 0 B -
[%] SS [%] SS-Fe | o |Fe/SS|Fe/SS
BPP4347 | BPP4347 g;gtbgﬁle T A T 2,7E+07 60,7 na na OFF | na | na
BPP4346 | BPP4346 S;logg ABC transporter, ATP-binding SSE+07 | 28,0 | 3.4E+07 | 95 0.6 | 0,03 | 0,13
BRGS0 OGS i ok i 6,9E+07 143 | 2,6E+07 7,4 0,4 | 0,00 | 0,01
phosphodiesterase CpdA
BPP4341 | BPP4341 gg&?}’lle IERIEEICRT 1,2E+08 8,4 5,7B+07 | 20,0 0,5 | 0,00 | 0,01
BPP4338| leud |2-isopropylmalate synthase 8,9E+07 9.8 1,1E+08 12,7 1,3 0,03 | 0,13
BPP4332 bfr Bacterioferritin 5,0E+08 70,0 1,2E+08 35,0 0,2 | 0,08 | 0,23
BPP4331| BPP4331 | Putative exported protein 2,6E+07 19,1 2,4E+07 9,3 0,9 0,49 | 0,67
BPP4328| rhlE | Putative ATP-dependent RNA helicase 1,6E+07 15,8 2,4E+07 6,5 1,5 0,00 | 0,03
BPP4327 | BPP4327 | Putative exported protein 8,6E+07 12,5 9,6E+07 5.1 1,1 0,18 | 0,37
BPP4326 | BPP4326 | Putative membrane protein 8,1E+06 13,1 8,4E+06 8,4 1,0 0,59 | 0,75
BPP4322 | BPP4322 Ef;fetge extracellular solute-binding 74E+06 | 158 | 7,5E+06 | 29,6 1,0 | 0,96 | 0,98
BPP4286| sspA | Stringent starvation protein A 8,7E+08 7,5 7,7E+08 234 0,9 0,37 | 0,58
DO g | DOURIIBINDRE GISITEEE O ) g aongs | g na na OFF | na | na
sulfur subunit
BPP4282| mscL ?ﬁ;ﬁi‘e‘;ond““ance mechanosensitive 8,0B+07 | 29,7 | 73E+07 | 674 0,9 | 0,80 | 0,88
BPP4281 | BPP4281 | GTP cyclohydrolase 1 type 2 homolog 5,1E+07 14,6 3,2E+07 6,3 0,6 0,00 | 0,04
BPP4280| degQ |Protease 1,2E+07 30,7 1,4E+07 38,5 1,1 0,69 | 0,83
BPP4277| tarp | DCC-independent protein translocase 3IEH07 | 310 | 2.8E+07| 154 09 | 060 | 0,76

protein TatB
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Veces

Coeficiente Coeficiente p- g-
) . de
L Gen Descrincion Promedio de Promedio de cambio valor | valor
ocus SCTpelo SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
0 Y -
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP4276| taa | O°Cindependent protein translocase 13E+08 | 143 | 13E+08 | 102 1,0 | 095|098
protein TatA
BPP4275 | BPP4275 | MttA/Hcf106 family protein 1,4E+07 259 1,4E+07 21,0 1,0 0,91 | 0,95
BPP4274| hisE | Phosphoribosyl-ATP pyrophosphatase 2, 7E+07 22,7 2,3E+07 29,1 0.9 0,43 | 0,63
BPP4272| hisp | \midazole glycerol phosphate synthase | 5 gpy o0 | 35 | 29pr07 | 174 0,7 | 0,03 | 0,14
subunit HisF
1-(5-phosphoribosyl)-5-[(5-
BPP4271 hisA | phosphoribosylamino)methylideneamino] | 2,2E+08 9.4 1,8E+08 31,2 0,8 0,25 | 0,46
1midazole-4-carboxamide isomerase
BPP4270| hisqr | Mmidazole glycerol phosphate synthase | yp 07 | 03 | 37E407 | 82 0.8 | 0,04 | 0,16
subunit HisH
BPP4269| hisB |Imidazoleglycerol-phosphate dehydratase | 1,1E+08 40,9 8,4E+07 19,4 0,8 0,38 | 0,58
BPP4267| hisD | Histidinol dehydrogenase 7,8E+07 10,4 6,2E+07 17,1 0,8 0,05 | 0,18
BPP4266| hisG | ATP phosphoribosyltransferase 3,8E+07 6,2 3,6E+07 9,1 0,9 0,34 | 0,55
BPP4265| mura | ODP-N-acetylglucosamine I- 17E+07 | 411 | LIE+07| 417 0.7 | 022|042
carboxyvinyltransferase
BPP4262 | BPP4262 Eﬁ;‘;?ﬁle ATP-binding ABC transporter |y 4py07 | 384 | 53E406 | 57.6 04 | 003|014
BPP4261 | BPP4261 | Putative exported protein 4,3E+08 7,2 5,0E+08 9,2 1,2 0,04 | 0,16
BPP4260 | BPP4260 | Putative lipoprotein 1,0E+08 16,7 1,3E+08 9.9 1,3 0,04 | 0,15
BPP4259 | BPP4259 | Mce related protein 1,2E+08 9,7 1,1E+08 22.9 0.9 0,28 | 0,50
BPP4258 | BPP4258 | Putative membrane protein 5,0E+07 5,0 5,8E+07 17,5 1,2 0,16 | 0,36
BPP4257 | BPP4257| Putative ABC transporter, ATP-binding | gpioe | 56 | 11E108 | 94 11 | 026|048

protein

2
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
. . de
Locus Gen Descripcion Promedio d © , Promedio d ¢ , | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP4256 | BPP4256 | Putative exported protein 4,1E+07 44,5 3,9E+07 28,7 1,0 0,89 | 0,94
BPP4253| gltB |Glutamate synthase [NADPH] large chain | 2,4E+07 25,9 na na OFF na na
BPP4252 | BPP4252 | Uncharacterized protein 8,5E+07 11,2 1,0E+08 12,7 1,2 0,07 | 0,20
BPP4251| adhl iégll;{i‘ig"g"ef::ethyl)glutathlone SSE+07 | 110 | 53E+07| 21 09 | 023 | 044
BPP4250 | BPP4250 | Putative esterase 6,1E+06 30,7 7,0E+06 17,5 1,1 0,48 | 0,67
BPP4243 | BPP4243 | Cytochrome ¢ oxidase subunit 2 1,7E+08 10,8 7,2E+07 14,2 0,4 0,00 | 0,00
BPP4233 | BPP4233 | SCO1/SenC family protein 9,5E+07 25,0 6,4E+07 9,8 0,7 0,05 | 0,17
BPP4231 | BPP4231 | Putative exported protein 1,9E+07 13,9 na na OFF na na
BPP4230 | BPP4230 | Uncharacterized protein 1,6E+07 49.4 1,7E+07 81,3 1,0 0,93 | 0,97
BPP4229| gimU |Bifunctional protein GImU 9,5E+07 27,3 7,5E+07 21,6 0,8 0,23 | 0,45
BPP4227| rkpK |Putative UDP-glucose 6-dehydrogenase 2,1E+07 233 2,3E+07 21,0 1,1 0,68 | 0,82
BPP4214| glms | Olutamine--fructose-6-phosphate 41E+07 | 11,0 |3,7E+07 | 7.5 0,9 | 021|041
aminotransferase [isomerizing]
BPP4199 | BPP4199 | Metallo-beta-lactamase family protein 1,2E+07 14,5 8,9E+06 8,8 0,8 0,03 | 0,12
BPP4198 | BPP4198 | Putative exported protein 2,6E+07 34,9 2,7E+07 23,3 1,0 0,95 | 0,98
BPP4187| bhuT |Putative hemin binding protein na na 7,6E+06 22,0 ON na na
BPP4186| bhuS |Putative hemin transport protein na na 8,5E+07 17,6 ON na na
BPP4185| bhuR |Outer membrane heme receptor na na 2,6E+07 24,9 ON na na
BPP4177 | BPP4177 | GntR-family transcription regulator 2,1E+07 14,1 2,5E+07 2,5 1,2 0,03 | 0,14
BPP4159| #pC |Indole-3-glycerol phosphate synthase 1,0E+08 26,2 1,5E+08 27,4 1,5 0,10 | 0,27
BPP4158 | trpD | Anthranilate phosphoribosyltransferase 1,0E+08 20,0 2,6E+08 19,8 2,5 0,00 | 0,02
BPP4157| trpG | Anthranilate synthase component II 6,2E+07 41,1 8,0E+07 9,6 1,3 0,22 | 0,43
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
. . de
Locus Gen Descripeion Promedio fie 5 Promedio fie | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe | variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP4156| trpE | Anthranilate synthase component I 8,1E+07 20,9 2,4E+08 8,3 3,0 0,00 | 0,00
BPP4155 gph Putative phosphoglycolate phosphatase 1,3E+07 38,8 1,3E+07 43,6 1,0 0,92 | 0,96
BPP4154 rpe Ribulose-phosphate 3-epimerase 4,1E+07 12,1 3,4E+07 6,3 0,8 0,04 | 0,16
BPP4153| apaG |Protein ApaG 1,2E+07 22,6 1,0E+07 47,3 0.9 0,57 | 0,74
BPP4152 | BPP4152 | Putative membrane-bound transglycolase | 2,3E+08 169,4 3,7E+07 14,6 0,2 0,36 | 0,57
BPP4151 | BPP4151 | Putative monooxygenase 4.2E+06 72,0 3,4E+06 33,0 0,8 0,69 | 0,83
BPP4150| dsbc | Fropable thiol:disulfide interchange 1,SE+07 | 235 | 1,6E+07 | 347 L1 | 084|091
protein DsbC

BPP4149 | BPP4149 | Putative 2-hydroxyacid dehydrogenase 1,2E+07 16,0 1,4E+07 29,9 1,2 0,35 | 0,56
BPP4147| folB |7,8-dihydroneopterin aldolase 1,8E+07 33,2 2,3E+07 74,6 1,3 0,57 | 0,74
BPP4146 | BPP4146 | Putative oxidoreductase 7,6E+06 16,9 8,4E+06 9,7 1,1 0,34 | 0,55
BPP4145 | BPP4145 | Uncharacterized protein 7,6E+07 15,3 8,7E+07 5,3 1,1 0,15 | 0,35
BPP4144 | BPP4144 | Putative enoyl-CoA hydratase 1,3E+08 18,0 1,0E+08 17,5 0,8 0,08 | 0,23
BPP4140| atpE | ATP synthase subunit c 4,4E+08 16,4 8,3E+08 16,6 1,9 0,00 | 0,04
BPP4139| atpF | ATP synthase subunit b 2,9E+08 20,7 4,0E+08 3,6 1,4 0,01 | 0,07
BPP4138| atpH | ATP synthase subunit delta 1,0E+08 22,8 1,5E+08 5,0 1,4 0,01 | 0,08
BPP4137| atpA | ATP synthase subunit alpha 4,4E+08 6,3 6,7E+08 6.6 1,5 0,00 | 0,01
BPP4136| atpG | ATP synthase gamma chain 1,5E+08 26,0 2,1E+08 34,1 1,3 0,24 | 0,45
BPP4135| atpD | ATP synthase subunit beta 5,1E+08 7,1 7,5E+08 9,9 1,5 0,00 | 0,02
BPP4134| atpC | ATP synthase epsilon chain 8,8E+07 49,1 3,7E+08 43 4.2 0,00 | 0,00
BPP4132| hemE |Uroporphyrinogen decarboxylase 2,6E+07 11,8 1,9E+07 23,6 0,8 | 0,07 | 0,21
BPP4131| prid Primosomal protein N' 4,0E+06 38,0 4,3E+06 49,6 1,1 0,82 | 0,90
BPP4122 | BPP4122 | Putative binding-protein-dependent 8,9E+07 16,9 9,2E+07 9,0 1,0 0,71 | 0,84
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
. . de
Locus Gen Descripcion Promedio d © , Promedio d ¢ , | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe | variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
transport protein
BPP4120| nnrD ?gfl;‘rlzfaesgdem (S)-NADP)H-hydrate | g 75 07 | 126 | 80E+07 | 613 09 | 081 | 0,89
BPP4117| BPP4117 | Uncharacterized protein 2,3E+07 15,3 2,4E+07 6.6 1,0 0,87 | 0,93
BPP4111 | BPP4111 | Putative cytochrome ¢ 1,9E+08 15,7 7,8E+07 13,6 0,4 0,00 | 0,01
BPP4089| gshA |Glutamate--cysteine ligase 2,1E+07 50,5 2,3E+07 36,7 1,1 0,84 | 0,91
BPP4083| metX |Homoserine O-acetyltransferase 1,3E+07 55,0 1,7E+07 55,3 1,3 0,60 | 0,76
BPP4064 | BPP4064 | Putative universal stress protein 3,4E+07 14,8 2,8E+07 8,7 0,8 0,10 | 0,28
BPP4061 | BPP4061 | Putative endonuclease 1,2E+07 23,6 7,6E+06 11,5 0,6 0,03 | 0,13
BPP4060| pyrE | Orotate phosphoribosyltransferase 1,1E+08 37,4 1,0E+08 36,2 0,9 0,84 | 0,91
BPP4059| gap | SPArtyVelutamyl-tRNA(Asn/Gln) 98E+07 | 11,6 |85E+07 | 117 09 |0,13 032
amidotransferase subunit B
BPP4058| gard | OMAMYIHRNA(GIn) amidotransferase | g qp 07 | 175 | 9gE+07 | 20,1 1,0 | 097 | 0,98
subunit A
BPP4057| garc | ASPartylglutamyl-tRNA(Asn/Gln) 88E+07 | 52 | 95E+07| 175 L1 | 047 | 0,65
amidotransferase subunit C
BPP4056| mreB |Rod shape-determining protein 2,2E+08 5.9 2,8E+08 12,5 1,3 0,01 | 0,08
BPP4055| mreC |Cell shape-determining protein MreC 1,8E+07 24.4 1,7E+07 9.5 0.9 0,66 | 0,81
BPP4053| mrdA |Penicillin-binding protein 2 8,7E+06 9,3 7,3E+06 15,6 0,8 0,12 | 0,30
BPP4051 ldh Putative L-lactate dehydrogenase 4,5E+08 12,7 4,8E+08 15,0 1,1 0,50 | 0,68
BPP4047| argB |Acetylglutamate kinase 7,4E+07 21,6 6,6E+07 10,6 0,9 0,36 | 0,57
BPP4046 | BPP4046 | Putative exported protein 2,9E+08 14,9 5,8E+08 22,0 2,0 0,01 | 0,05
BPP4044 | BPP4044 | Putative exported protein 2,4E+08 12,8 3,4E+08 6,5 1,4 0,00 | 0,03
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Veces

Coeficiente Coeficiente p- g-
. . de
Locus Gen Descripcion Promedio d © , Promedio d ¢ , | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe | variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP4041 |  rsml ﬁﬁﬁi‘l’?ﬁsﬁfgﬁaﬂ subunit 1,9B+07 | 225 | 22B+07 | 37 L1 | 031|053
BPP4039 | BPP4039 | Putative lipoprotein na na 3,4E+06 10,6 ON na na
BPP4038 | BPP4038 | Nucleotide-binding protein BPP4038 4,3E+07 10,8 5,3E+07 7,6 1,2 0,02 | 0,11
BPP4034| rpoP |Nitrogen regulatory IIA protein 4,8E+07 12,2 4 9E+07 3.9 1,0 0,75 | 0,86
BPP4032 | BPP4032 | ABC transporter 3,1E+07 56,6 3,5E+07 47.6 1,1 0,77 | 0,87
BPP4031| Iptd ig;zpdy”“ha“de exportsystemprotein | 4y opi07 | 17,1 | 56E+07 | 17,5 1,3 | 0,06 | 0,20
BPP4030 | BPP4030 | Putative exported protein 2,6E+07 13,7 2,1E+07 10,8 0.8 0,05 | 0,17
BPP4029 | BPP4029 | Probable hydrolase 5,9E+07 9,3 6,5E+07 20,7 1,1 0,45 | 0,64
BPP4028 | BPP4028 | Uncharacterized protein 3,1E+07 6,5 3,1E+07 10,0 1,0 0,74 | 0,86
BPP4027| purT |Lposphoribosylglycinamide 76E+07 | 119 | LIE+08 | 16 14 | 000 | 001
formyltransferase 2
BPP4025| c¢ydA |Cytochrome D ubiquinol oxidase subunitI| 3,0E+07 21,5 1,5E+07 8,9 0,5 0,01 | 0,08
BPP4020 apt Adenine phosphoribosyltransferase 2,2E+07 56,0 2,0E+07 51,1 0.9 0,88 | 0,93
BPP4018 | BPP4018 | Putative exported protein 1,4E+07 61,3 2,9E+07 19,7 2,0 0,03 | 0,14
BPP4016 ilvA L-threonine dehydratase 3,3E+07 14,2 3,2E+07 15,3 1,0 0,68 | 0,82
BPP4006 | BPP4006 | UPF0271 protein BPP4006 3,3E+06 97,0 2,6E+06 92,6 0,8 0,74 | 0,86
BPP4001 serA | D-3-phosphoglycerate dehydrogenase 9,5E+07 9.2 1,1E+08 19,2 1,2 0,24 | 0,45
BPP3997| phoR |Phosphate regulon sensor protein 7,2E+06 51,3 3,1E+06 29,5 0,4 0,14 | 0,33
BPP3995| ubip | O Pduinone/menaquinone biosynthesis C- | s 12,4 | 27E+07 | 13,0 1,1 | 042|062
methyltransferase UbiE

BPP3994 | BPP3994 | Putative membrane protein 1,2E+08 14,1 1,5E+08 9,1 1,3 0,01 | 0,09
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
. . de
Locus Gen Descripeion Promedio .de' ’ Promedio fie | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe | variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP3993 | BPP3993 | Uncharacterized protein 9,0E+06 27,2 7,4E+06 18,2 0,8 0,29 | 0,50
BPP3992| wubiB |Probable protein kinase UbiB 1,1E+07 12,7 1,3E+07 10,1 1,2 0,12 | 0,31
BPP3990 | BPP3990 | Putative cytidylyltransferase 4,4E+07 30,8 4,6E+07 4,0 1,1 0,73 | 0,85
BPP3988 | BPP3988 | Uncharacterized protein 7,8E+07 13,0 6,6E+07 15,8 0.8 0,16 | 0,35
BPP3987| thiD |Putative phosphomethylpyrimidine kinase | 2,7E+07 34,4 2,7E+07 22,3 1,0 0,96 | 0,98
BPP3986| thiG |Thiazole synthase 4,2E+07 11,9 4,6E+07 5,7 1,1 0,24 | 0,45
BPP3984 | BPP3984 | Putative outer membrane protein 2,5E+07 12,4 1,8E+07 17,8 0,7 0,02 | 0,10
BPP3983 | metH fn gtf;}l‘gﬁgfae}gg"folate"homocy“eme 86E+06 | 11,9 | 58E+06| 3.8 0,7 | 0,01 | 0,05
BPP3977| BPP3977 | Cell division protein FtsX 1,1E+07 90,0 1,6E+07 76,8 1,4 0,57 | 0,74
BPP3976| fitsE Cell division ATP-binding protein 9,9E+06 36,0 1,5E+07 7,6 1,5 0,04 | 0,16
BPP3975 | BPp3975 | Pwative ABC transporter periplasmic 20E+08 | 133 | 1,7E+08 | 100 | 09 | 0,12 | 030
amino acid-binding protein
BPP3974 | BPP3974 g:ﬁ;::g‘rﬁz;“d ABC transporter 30B+07 | 9,6 | 22E+07 | 102 0.8 | 0,01 | 0,06
BPP3972 | BPP3972| foaive Zﬁll;ngri:ﬁnABc fransporter SOE+07 | 151 | 44E+07 | 6,1 0,9 | 0,17 | 037
BPP3971 | BPP3971 | Putative exported protein 8,1E+07 26,8 9,0E+07 16,4 1,1 0,49 | 0,68
BPP3969| gIpK |Glycerol kinase 1,1E+07 8,7 1,2E+07 6,7 1,1 0,16 | 0,36
BPP3965| panC |Pantothenate synthetase 1,6E+07 39,0 6,0E+06 58.0 0.4 0,03 | 0,13
BPP3963 | BPP3963 | Uncharacterized protein 7,6E+07 9,9 1,0E+08 8,1 1,4 0,00 | 0,04
BPP3959 | BPP3959 | HlyD family secretion protein 7,1E+06 26,7 9,1E+06 14,7 1,3 0,13 | 0,32
BPP3955 | BPP3955 | Uncharacterized protein 2,3E+07 68.9 9,0E+06 17,5 0,4 0,13 | 0,31
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
. . de
Locus Gen Descripcion Promedio d © , Promedio d ¢ , cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP3953| arg/ iig}“me biosynthesis bifunctional protein | o sp o7 | g7 | | oE+08 | 44 1,1 0,19 | 0,39
BPP3949 | BPP3949 Ei“rfg&;e ﬁﬁecifa“p"“er substrate 48E+07 | 44 | 37E+07| 38 0.8 | 0,00 | 0,01
BPP3936| hemr |Olutamate-l-semialdehyde 2,1- 904E+07 | 2,5 | 81E+07| 132 | 09 |006 | 020
aminomutase
BPP3934| thiD |Phosphomethylpyrimidine kinase 2,8E+06 89,3 5,5E+06 78,5 1,9 0,33 | 0,54
BPP3932 | BPP3932 | UPF0301 protein BPP3932 1,3E+07 16,5 2,0E+07 23,5 1,5 0,04 | 0,16
BPP3924| aroE |Shikimate dehydrogenase (NADP(+)) 6,5E+06 18,5 9,1E+06 29,5 1,4 0,13 | 0,32
BPP3923 | BPP3923 | Putative membrane protein 1,7E+07 12,3 1,9E+07 46,3 1,1 0,70 | 0,83
BPP3921 | BPP3921 | Uncharacterized protein 9,9E+06 33,1 1,2E+07 23,5 1,2 0,42 | 0,62
UDP-N-acetylmuramate--L-alanyl-
BPP3920 mpl gamma-D-glutamyl-meso-2,6- 2,8E+07 8,0 2,8E+07 13,5 1,0 0,87 | 0,93
diaminoheptandioate ligase
BPP3918| aroQ |3-dehydroquinate dehydratase 9,8E+06 443 1,6E+07 233 1,6 0,15 | 0,34
BPP3917| fabp | Diotin carboxyl carrier protein ofacetyl- | 5 spioe | 499 | 37E408 | 439 1,1 | 085|092
CoA carboxylase
BPP3916| fabG |Biotin carboxylase 1,4E+08 14,2 1,6E+08 0,6 1,2 0,05 | 0,18
BPP3915| prmA |Ribosomal protein L11 methyltransferase | 2,0E+07 61,3 2,5E+07 64,0 1,2 0,67 | 0,81
BPP3913 | BPP3913 | Putative carbohydrate kinase 7,8E+07 15,6 6,3E+07 10,2 0,8 0,07 | 0,22
BPP3912| pcp Putative lipoprotein 4,3E+08 21,6 6,3E+08 11,1 1,5 0,01 | 0,09
BPP3905| bphl |Histone protein 1,4E+09 9,3 1,4E+09 16,1 1,1 0,57 | 0,74
B I I e et e S1E+07 | 13,6 | 7.9E407 | 122 1,5 | 0,00 | 0,04
subunit beta
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Coeficiente Coeficiente p- g-
. . de
Locus Gen Descripcion Promedio d © , Promedio d ¢ , | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP3903| nrdA |Ribonucleoside-diphosphate reductase 6,7E+07 4,7 7,2E+07 7,4 1,1 0,15 | 0,35
BPP3901 | BPP3901 f;lgtigzrp‘snc'famﬂy transcriptional 1,9E+06 | 174 | 2,7E+06 | 48,7 14 | 032053
BPP3898| gltX |Glutamate--tRNA ligase 4,7E+07 8,7 6,0E+07 32 1,3 0,00 | 0,03
BPP3888 | BPP3888 | Probable carboxylesterase 3,2E+07 11,8 2,8E+07 32,5 0,9 0,43 | 0,63
BPP3887 | BPP3887 | UPF0307 protein BPP3887 2,0E+07 41,8 1,8E+07 81,9 0,9 | 0,82 ] 0,90
BPP3886 | BPP3886 | Uncharacterized protein 8,0E+07 50,8 9,1E+07 40,6 1,1 0,70 | 0,83
BPP3885 | BPP3885 | Putative exported solute binding protein 3,5E+08 16,8 2,9E+08 1,7 0,8 0,08 | 0,23
BPP3884 | rp/M |50S ribosomal protein L13 4,9E+07 43,9 2,7E+07 20,0 0,5 0,09 | 0,25
BPP3883 rpsl | 30S ribosomal protein S9 1,6E+08 17,7 7,7E+07 10,3 0,5 0,00 | 0,02
BPP3882| argC |N\-acetyl-gamma-glutamyl-phosphate 34E+08 | 19,1 | 43E+08 | 173 13 | 011|028
reductase
BPP3880| erpa | Futative iron-sulfur cluster insertion 46E+07 | 468 | 4.8E+07 | 472 1,0 | 091 | 095
protein ErpA

BPP3879| anmK | Anhydro-N-acetylmuramic acid kinase 2,3E+07 6.4 2,8E+07 12,3 1,2 0,05 | 0,17
BPP3877 tyrS | Tyrosine--tRNA ligase 3,9E+07 20,9 4,6E+07 19,2 1,2 0,28 | 0,49
BPP3876 | BPP3876 | Uncharacterized protein 3,7E+08 8,4 4,0E+08 7,0 1,1 0,29 | 0,50
BPP3875| glyA2 |Serine hydroxymethyltransferase 2 3,4E+08 2,2 4,3E+08 10,3 1,3 0,01 | 0,06
BPP3874| nrdR |Transcriptional repressor NrdR 1,2E+07 21,9 1,6E+07 9,0 1,3 0,06 | 0,19
BPP3871 | BPP3871 | Riboflavin biosynthesis protein RibD 9,5E+06 9,0 2,1E+07 59,4 2,2 0,12 | 0,30
BPP3870 | BPP3870 | Uncharacterized protein na na 4,4E+06 31,8 ON na na
BPP3865 | BPP3865 | Putative exported protein 1,2E+07 32,7 3,7E+06 41,0 0,3 0,01 | 0,06
BPP3863 | BPP3863 | Probable GntR-family transcriptional 4,3E+06 73,6 5,5E+06 13,4 1,3 0,57 | 0,74
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
. . de

Locus Gen Descripeion Promedio fie 5 Promedio fie | cambio valor | valor

SS variacion SS-Fe | variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS

regulator

BPP3862 | BPP3862 | Uncharacterized protein 1,4E+07 20,8 9,3E+06 5,3 0,7 0,02 | 0,10
BPP3845 | BPP3845 | GntR family transcriptional regulator 1,1E+07 15,5 1,4E+07 14,0 1,3 0,08 | 0,22
BPP3840 | BPP3840 | Putative membrane protein 2,1E+08 12,0 3,4E+08 13,1 1,6 0,00 | 0,04
BPP3839 | BPP3839 | Uncharacterized protein 1,6E+07 9,9 2,0E+07 30,7 1,2 0,30 | 0,51
BPP3838| fubl Fﬁg%'}[ﬁcyl'camer'pmtem] reductase 9,1E+07 | 163 | 92E+07| 57 1,0 | 0,88 | 0,94
BPP3836| gloB |Hydroxyacylglutathione hydrolase 1,2E+07 18,5 4,6E+06 8,2 0,4 0,00 | 0,02
BPP3832 | BPP3832 | Probable membrane protein 4,5E+06 34,8 2,6E+06 5,8 0,6 0,10 | 0,27
BPP3828 | BPP3828 | Putative exported protein 2,2E+07 24,0 2,8E+07 14,4 1,3 0,10 | 0,27
BPP3816 | BPP3816 | Putative universal stress protein 3,4E+07 53,5 2,7E+07 279 0.8 0,46 | 0,65
BPP3814| fusA2 |Elongation factor G 2 1,9E+07 29,3 2,5E+07 31,2 1,3 0,24 | 0,46
BPP3797 | BPP3797 | Putative exported protein 8,1E+06 33,0 2,1E+06 16,1 0,3 0,01 | 0,08
BPP3794 | BPP3794 | Putative periplasmic protein 1,7E+08 8,8 2,0E+08 16,1 1,2 0,16 | 0,35
BPP3793 | BPP3793 E;‘ga;f)fefi’sp“doglycan'asSOCIated 95E+08 | 10,4 | 13E+09 | 82 13 | 0,00 | 0,04
BPP3792| tolB |Protein TolB 3,3E+08 6,4 4,3E+08 12,0 1,3 0,01 | 0,07
BPP3791 | BPP3791 | Proline-rich inner membrane protein 3,1E+07 35,0 3,4E+07 38,7 1,1 0,75 | 0,86
BPP3790 | BPP3790 | Putative TolR-like translocation protein 7,5E+07 12,3 9,6E+07 7,0 1,3 0,01 | 0,07
BPP3789 | BPP3789 | Putative TolQ-like translocation protein 1,4E+08 17,1 1,5E+08 9.5 1,1 0,61 | 0,77
BPP3788 | BPP3788 | Uncharacterized protein 1,0E+07 8,5 8,4E+06 10,6 0,8 0,05 | 0,17
BPP3787| proS |Proline--tRNA ligase 1,1E+08 6,8 1,0E+08 21,5 0,9 0,64 | 0,79
BPP3786| rppH |RNA pyrophosphohydrolase 2,1E+06 100,7 1,3E+06 55,0 0,6 | 0,58 | 0,74
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Coeficiente Coeficiente p- g-
) . de
Locus Gen Descrincion Promedio de Promedio de cambio valor | valor
P SS variacion SS-Fe variacion 3S SS- | SS-
0 0 B -
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP3785| BPP3785 | Two component response regulator 1,6E+07 60,0 1,8E+07 33,4 1,1 0,76 | 0,86
BPP3782 | BPP3782 | Uncharacterized protein 2,8E+08 20,9 4,4E+08 14,2 1,6 0,01 | 0,07
BPP3781 | BPP3781 | LysR-family transcriptional regulator 6,2E+06 7.3 5,3E+06 11,6 0,9 0,10 | 0,27
BPP3779 | BPP3779 | Putative oxidoreductase 2,3E+07 16,4 2,3E+07 17,8 1,0 0,97 | 0,98
BPP3778 | BPP3778 | Putative gamma-glutamyltranspeptidase 9,4E+06 25,6 8,4E+06 13,1 0,9 0,49 | 0,67
BPP3774 | BPP3774 | Uncharacterized protein 2,9E+07 15,5 3,2E+07 15,5 1,1 0,36 | 0,56
BPP3773 | BPP3773 | Cell division protein ZapA 8,5E+07 7,9 1,1E+08 22,7 1,3 0,11 | 0,28
BPP3772 | BPP3772 | Putative exported protein 1,1E+07 40,5 2,0E+07 17,4 1,8 0,02 | 0,09
BPP3769 cyt Cytochrome C552 4,4E+07 19,5 2,4E+07 8,8 0,5 0,00 | 0,04
BPP3768| msrd ;ffrt}fe methionine sulfoxide reductase | » 1pio7 | 205 | 21E107 | 342 1,0 | 0098|099
BPP3767 bllY  |Putative hemolysin 2,8E+08 22,5 4,2E+08 23,5 1,5 0,06 | 0,20
BPP3764 | BPP3764 | Uncharacterized protein 2,6E+07 126,8 2,2E+07 147,7 0,8 0,84 | 0,91
BPP3762| pyrC |Dihydroorotase 8,0E+07 5,8 6,0E+07 30,3 0,8 0,08 | 0,23
BPP3761 | BPP3761 Ef;fetge ABC transporter ATP-binding | 3 4p .07 | 463 | 468407 | 209 13 | 025 | 0,46
BPP3760| mraZ |Transcriptional regulator MraZ 1,1E+08 13,5 1,0E+08 8,6 0,9 0,53 | 0,70
BPP3759| remp | Riposomal RNA small subunit SOE+07 | 7.0 | 46E+07 | 123 09 | 0,10 | 026
methyltransferase H
BPP3757|  fisl Peptidoglycan synthetase 1,3E+07 34,5 7,7E+06 435 0,6 0,11 | 0,28
BPP3756| murE | OPL-N-acetylmuramoyl-tripeptide--D- | 510057 | 338 | 39p107 | 137 0,7 | 0,16 | 0,35
alanyl-D-alanine ligase

BPP3755| mray | L nospho-N-acetylmuramoyl-pentapeptide- |« 7p 6 | 139 | g1E+06 | 21,9 12 | 025 046

transferase
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Veces

Coeficiente Coeficiente p- g-
. . de
Locus Gen Descripcion Promedio d © , Promedio d ¢ , | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS

BPP3754| murD ;ﬁi;i'taecﬁggmm‘)ylalanme"D' 88E+07 | 568 | LOE+08 | 61,1 L1 | 077 | 087

UDP-N-acetylglucosamine--N-
BPP3752| murG |2CCYImuramyl-(pentapeptide) 94E+06 | 26,0 | 37E+06 | 692 04 | 0,05 017

pyrophosphoryl-undecaprenol N-

acetylglucosamine transferase
BPP3751| murC |UDP-N-acetylmuramate--L-alanine ligase | 3,9E+07 29,8 3,1E+07 8,0 0.8 0,22 | 0,43
BPP3750 ddl D-alanine--D-alanine ligase 7,0E+07 7.3 6,7E+07 21,7 1,0 0,75 | 0,86
BPP3748 |  fisA Cell division protein FtsA 1,4E+08 2,3 1,3E+08 4.2 0,9 0,04 | 0,16
BPP3747|  fisZ Cell division protein FtsZ 3,6E+07 36,4 1,5E+07 333 0,4 0,03 | 0,12
B0 gae | D DE S OO ] N 1,1E+07 18,8 | 2,7E+07 | 21,7 2,5 | 0,00 | 0,03

acetylglucosamine deacetylase
BPP3743| secA |Protein translocase subunit SecA 1,3E+08 16,3 1,3E+08 9,7 1,0 0,95 | 0,98
BPP3742 | BPP3742 | Uncharacterized protein 2,6E+07 11,1 3,0E+07 7.4 1,1 0,08 | 0,23
BPP3741| BPP3741 | Putative membrane protein 2,5E+07 37,5 3,7E+07 9,2 1,5 0,06 | 0,19
BPP3739 | BPP3739 | Putative oxidoreductase 3,1E+07 26,8 1,0E+07 29.3 0,3 0,00 | 0,04
BPP3735| pagP |Lipid A palmitoyltransferase PagP 8,0E+07 18,5 6,3E+07 9,0 0,8 0,07 | 0,22
BPP3734 | BPP3734 | Magnesium transporter MgtE 2,7E+07 8,5 2,3E+07 17,1 0,8 0,09 | 0,25
BPP3730| BPP3730 | Putative hydrolase 2,7E+07 13,7 2,6E+07 4,6 1,0 0,65 | 0,80
BPP3729| fadD2 |Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 2,8E+07 7,3 1,6E+07 15,0 0,6 0,00 | 0,02
BPP3728 | BPP3728 | Inositol monophosphatase-family protein | 2,5E+07 9,5 3,8E+07 15,8 1,5 0,01 | 0,06
BPP3726 | BPP3726 | Uncharacterized protein 1,6E+08 13,0 1,6E+08 12,2 1,0 0,84 | 0,91
BPP3725| mery | Methionine import ATP-binding protein | 5 sp g | 171 | 21E+08 | 247 0,6 | 0,01 | 0,07

MetN
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Veces

Coeficiente Coeficiente p- g-
. . de
Locus Gen Descripcion Promedio d © , Promedio d ¢ , | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe | variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP3724 | BPP3724 gﬁ)ﬁ:ﬁf"“ protein, inner membrane | 4 gpio¢ | 357 [ 89E107 | 264 0,9 | 056|073
BPP3723 | BPP3723 | Lipoprotein 6,6E+08 15,5 1,2E+09 13,9 1,8 0,00 | 0,02
BPP3722 | BPP3722 | Putative alcohol dehydrogenase 3,0E+06 21,1 na na OFF na na
BPP3704 | BPP3704 | Putative short-chain dehydrogenase 6,5E+06 17,1 1,0E+07 32,6 1,6 0,08 | 0,23
BPP3684| nspC | C2rboxynorspermidine/carboxyspermidine | g, g 6,5 8,2E+07 8,0 0,7 | 0,00 | 0,02
decarboxylase
BPP3681 | BPP3681 | Probable transcriptional regulator 4,2E+06 32,1 3,7E+06 39,0 0,9 0,70 | 0,83
BPP3673 | BPP3673 gﬁgﬁ;ﬁgﬁnﬁtfaffoxyphoSphonate 2,8E+07 113 | 32E+07 | 344 1,2 | 0,47 | 0,66
BPP3672 | BPP3672 | Putative outer membrane protein 5,9E+07 15,1 5,6E+07 29,1 1,0 0,80 | 0,88
BPP3670 | BPP3670 | Putative inner membrane protein 9,5E+07 27,6 1,1E+08 8,5 1,1 0,43 | 0,63
BPP3668 | BPP3668 | Uncharacterized protein 1,2E+07 17,1 1,3E+07 12,7 1,0 0,89 | 0,94
BPP3667| IptD |LPS-assembly protein LptD 9,9E+06 33,4 1,1E+07 41,4 1,1 0,70 | 0,83
BPP3666| surd |Chaperone SurA 1,4E+08 15,2 1,7E+08 10,3 1,2 | 0,06 | 0,20
BPP3665| rsmd | ioosomal RNA small subunit 1,5E+07 | 153 | 1,9E+07 | 138 12 | 011|028
methyltransferase A
BPP3663| pykA |Pyruvate kinase 6,0E+07 14,3 4,4E+07 14,1 0,7 | 0,02 | 0,11
BPP3661 | BPP3661 | Putative oxidoreductase 3,1E+07 15,9 3,4E+07 11,3 1,1 0,30 | 0,52
BPP3660| def2 |Peptide deformylase 2 1,6E+08 14,1 9,2E+07 14,1 0,6 0,00 | 0,03
BPP3659| gloA |Lactoylglutathione lyase 5,4E+08 26,3 1,3E+08 67,2 0,2 0,00 | 0,04
BPP3657 | BPP3657 | Probable acyltransferase 4,7E+06 15,5 4,3E+06 18,2 0,9 0,59 | 0,75
BPP3655| glyS | Glycine--tRNA ligase beta subunit 6,9E+07 13,0 6,5E+07 2,5 0,9 0,43 | 0,62
BPP3654| glyQ |Glycine--tRNA ligase alpha subunit 2,2E+07 9,0 2,2E+07 6,9 1,0 | 0,56 | 0,73
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Veces

Coeficiente Coeficiente p- g-
. . de
Locus Gen Descripcion Promedio d © , Promedio d ¢ , | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP3647 | BPP3647 | Carnitinyl-CoA dehydratase na na 6,9E+06 16,8 ON na na
BPP3645 | BPP3645 | Uncharacterized protein 1,8E+07 939 5,6E+07 113,0 3,2 0,37 | 0,58
BPP3643 | BPP3643 | Putative citrate lyase beta subunit 2,4E+07 20,2 2,6E+07 6,2 1,1 0,38 | 0,58
BPP3634 | BPP3634 | GntR family transcriptional regulator 2,2E+07 13,1 2,0E+07 14,2 0,9 0,33 | 0,54
2-amino-4-hydroxy-6-
BPP3629| folK |hydroxymethyldihydropteridi ne na na 1,0E+07 26,7 ON na na
pyrophosphokinase
BPP3628| pcnB | Poly(A) polymerase I 4,8E+07 19,1 4,5E+07 11,2 0,9 0,63 | 0,79
BPP3627 | BPP3627 | Uncharacterized protein 2,9E+07 18,2 2,4E+07 40,7 0.8 0,38 | 0,58
BPP3626 | BPP3626 | Uncharacterized protein 1,4E+07 273 1,2E+07 21,0 0,9 0,44 | 0,63
BPP3625| purns | Fosphoribosylformylglycinamidine 6,3E+07 203 | 7,1E+07 9,3 1,1 | 027049
cyclo-ligase
BPP3623| mutL |DNA mismatch repair protein MutL 2,1E+07 11,2 2,2E+07 12,4 1,1 0,39 | 0,59
BPP3619| fumC |Fumarate hydratase class II 1,3E+08 14,3 4,0E+08 12,2 3,0 0,00 | 0,00
BPP3617 | BPP3617 | Putative exported protein 1,8E+09 16,8 1,3E+09 5,0 0,7 0,02 | 0,10
BPP3615 ggt Gamma-glutamyltranspeptidase 4,1E+07 8,8 4,0E+07 4,9 1,0 0,94 | 0,98
BPP3610| purU |Formyltetrahydrofolate deformylase 1,7E+07 11,5 3,4E+07 46,2 2,0 0,08 | 0,23
BPP3607| pdxH lgziré‘;‘s’;‘me/ pyridoxamine S-phosphate | 3 yp 07 | 94 | 43E+07 | 94 12 | 002|010
BPP3597| wuwrA2 |UvrABC system protein A 1,7E+07 31,4 9,1E+06 14,3 0,5 0,03 | 0,14
BPP3594 | BPP3594 | Putative glycosyl transferase 5,0E+07 38,7 3,1E+07 81,6 0,6 0,30 | 0,52
BPP3587| BPP3587 | Probable hydrolase 2,0E+06 73,0 2,9E+06 81,9 1,4 0,56 | 0,73
BPP3584 | BPP3584| P utative ABC transport ATP-binding 59E+07 | 85 | T,IE+07 | 5,1 12 | 0,01 | 0,06

subunit
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Coeficiente Coeficiente Veces p- q-
) . de
L Gen Descrincion Promedio de Promedio de cambio valor | valor
ocus SCTpelo SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
0 0 -
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP3581| minE |Cell division topological specificity factor | 1,1E+08 18,7 1,1E+08 16,1 0,9 0,68 | 0,82
BPP3580| minD |Site-determining protein 2,4E+08 5,7 2,5E+08 12,3 1,0 0,55 | 0,72
BPP3579| minC i;io:l’é‘ble septum site-determining protein | 5 3p 07 | 359 | 58E+07 | 46,1 1,1 | 077 | 0,87
BPP3578| ginS |Glutamine--tRNA ligase 1,4E+07 24,3 2,1E+07 16,8 1,5 0,02 | 0,11
BPP3577| BPP3577 E}‘gg::: transmembrane cytochrome 2,1E+07 | 141 | 23E+07| 204 1,1 | 0,50 | 0,68
BPP3576 | BPP3576 | Putative cytochrome oxidase 8,7E+06 10,9 9,6E+06 8,6 1,1 0,24 | 0,45
BPP3574| ompR |Transcriptional regulatory protein OmpR 2,0E+07 16,0 2,1E+07 7.3 1,0 0,69 | 0,83
BPP3571| ruvp | 1i0Nday junction ATP-dependent DNA | 5 yp 07 | 940 | 368407 | 7.9 1,1 | 069 | 082
helicase RuvB
BPP3570 | BPP3570 | Putative serine/threonine dehydratase 2,8E+07 21,7 4,0E+07 13,4 1,4 0,03 | 0,13
BPP3565 fis DNA-binding protein 5,9E+07 472 3,5E+07 4772 0,6 0,03 | 0,14
BPP3558| ompQ |Outer membrane porin protein OmpQ 9,0E+07 39,2 1,4E+08 35,4 1,6 0,14 | 0,33
BPP3556 | BPP3556 | O 1L - glucose-1-phosphate 2,9E+07 10,8 | 3,8E+07 7.4 1,3 | 0,00 | 0,04
uridylyltransferase
BPP3555 | BPP3555 | Putative exported protein 5,2E+07 11,3 7,5E+07 10,0 1.4 0,00 | 0,04
BPP3554 | BPP3554 | Uncharacterized protein 7,5E+06 23,7 4,5E+06 259 0,6 0,07 | 0,22
BPP3551| g | Pranched-chainamino acid 5,4E+07 12,1 | 6,7E+07 3,9 1,2 | 0,01 | 0,07
aminotransferase
BPP3548 | BPP3548 | Putative ATP-dependent RNA helicase 2,1E+07 11,7 2,2E+07 17,9 1,0 0,73 | 0,85
BPP3545 | BPP3545 | Uncharacterized protein 1,2E+07 31,9 1,4E+07 17,3 1,1 0,50 | 0,68
BPP3544 | BPP3544 | IcIR family transcriptional regulator 2,8E+07 11,0 1,6E+07 69,9 0,6 0,09 | 0,26
BPP3543 dnt Dermonecrotic toxin 6,0E+07 116,2 2,5E+07 106,6 0,4 0,39 | 0,59
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
. . de
Locus Gen Descripcion Promedio d © , Promedio d ¢ , | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP3542 | BPP3542 | Putative exported protein 3,2E+07 35,2 2,2E+07 73,1 0,7 0,33 | 0,54
BPP3541| BPP3541 | Uncharacterized protein 6,4E+08 49,9 1,3E+09 16,1 2,0 0,02 | 0,09
BPP3540| pyrD |Dihydroorotate dehydrogenase (quinone) | 6,6E+07 5,5 7,5E+07 20,4 1,1 0,32 | 0,53
BPP3537 | BPP3537 | Putative NUDIX hydrolase 2,2E+07 21,0 2,3E+07 18,7 1,0 0,81 | 0,90
BPP3534 | BPP3534 | Uncharacterized protein 5,5E+06 41,3 7,4E+06 10,1 1,4 0,15 | 0,35
BPP3496| dapp | +ydroxy-tetrahydrodipicolinate 1,IE+08 74 | 12F+08 | 2.8 1,1 003013
reductase
BPP3495 | omiA gzsgmembrane protein assembly factor | » 3p 00 | 309 | 24E+08 | 6.5 L1 | 074 | 0,85
BPP3492 | BPP3492 | DNA repair protein RecN 9,4E+06 11,8 1,9E+07 52,4 2,0 0,10 | 0,27
BPP3491| nadK |NAD kinase 2,4E+07 33,2 4,3E+07 5,8 1,8 0,00 | 0,04
BPP3490| hred gfé‘gmdumble transcription repressor 1,0E+07 | 62 | 87E+06| 1049 | 08 | 076 | 0,87
BPP3488 | BPP3488 | Uncharacterized protein 2,0E+07 35,9 2,5E+07 18,5 1,3 0,33 | 0,54
BPP3487| grpE |Protein GrpE 7,7E+07 22,1 | 9,5E+07 | 20,7 1,2 0231043
BPP3485| dnaK |Chaperone protein DnaK 6,6E+08 9,5 7,5E+08 5,5 1,1 0,04 | 0,16
BPP3484| dnaJ |Chaperone protein Dnal 5,7E+07 13,6 5,7E+07 17,6 1,0 0,89 | 0,94
BPP3483 | BPP3483 | Putative zinc protease 2,5E+08 5.4 2,8E+08 18,2 1,1 0,31 | 0,52
BPP3479 | BPP3479 | Putative ATP-binding protein 1,9E+07 46,4 1,7E+07 25,1 0.9 0,70 | 0,83
BPP3478 | BPP3478 | Putative cytochrome 1,5E+08 7.9 4 2E+07 21,9 0,3 0,00 | 0,00
BPP3475 icd Isocitrate dehydrogenase [NADP] 1,1E+09 13,6 1,1E+09 10,2 1,0 0,71 | 0,83
BPP3463| #xB |Thioredoxin reductase 1,5E+08 11,2 1,5E+08 16,8 1,0 0,86 | 0,93
BPP3462| fisK | Putative cell division protein 2,1E+07 13,7 1,9E+07 30,4 0,9 0,47 | 0,65
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Veces

Coeficiente Coeficiente p- g-
. . de
Locus Gen Descripcion Promedio d © , Promedio d ¢ , | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe | variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS

BPP3461 |  lolA ;’r‘étteeri;lmembrane lipoprotein carrier 86E+07 | 50,0 | 7.7E+07| 518 09 |0,78 | 0,88
BPP3460 | BPP3460 | Uncharacterized protein 2,7E+07 7,0 2,0E+07 11,8 0,8 0,01 | 0,05
BPP3459| serS | Serine--tRNA ligase 8,8E+07 15,3 8,3E+07 12,5 0,9 0,58 | 0,75
BPP3454 | BPP3454 | Uncharacterized protein 4 4E+07 132,0 1,5E+07 33,2 0,3 0,36 | 0,56
BPP3441 | BPP3441 | Putative oxidoreductase 8,8E+07 11,9 1,1E+08 2,7 1,3 0,00 | 0,04
BPP3440 | BPP3440 | UPF0246 protein BPP3440 6,6E+07 12,5 9,0E+07 9,1 1,4 0,01 | 0,05
BPP3438 | BPP3438 | Putative membrane protein 3,9E+06 38,7 4 4E+06 12,0 1,1 0,54 | 0,71
BPP3437 ilvi Acetolactate synthase 5,7E+07 22,0 6,4E+07 8,5 1,1 0,39 | 0,59
BPP3436| ilvH |Acetolactate synthase small subunit 3,2E+07 20,3 3,6E+07 49 1,1 0,21 | 0,42
BPP3435 ilvC | Ketol-acid reductoisomerase 3,4E+08 20,1 3,9E+08 10,1 1,1 0,28 | 0,49
BPP3433 | BPP3433 | Putative lipoprotein 2,3E+07 51,0 3,9E+07 7,1 1,7 0,04 | 0,16
BPP3432| rpsO |30S ribosomal protein S15 4,6E+08 18,3 2,0E+08 41,9 0,4 0,01 | 0,05
BPP3431 pnp Polyribonucleotide nucleotidyltransferase | 3,5E+08 2,8 3,3E+08 10,2 1,0 0,45 | 0,64
BPP3429| tdcB |Threonine dehydratase catabolic 1,0E+07 50,5 1,9E+07 39 1,9 0,01 | 0,09
BPP3427 | BPP3427 | Probable zinc-binding dehydrogenase 2,3E+08 11,1 1,1E+08 14,4 0,5 0,00 | 0,01
BPP3426 tpiA Triosephosphate isomerase 2,1E+08 12,6 2,2E+08 9,5 1,1 0,43 | 0,63
BPP3425| secG |Protein-export membrane protein 1,2E+08 16,2 1,3E+08 19,8 1,2 0,29 | 0,51

BPP3417 | BPP3417 | Probable short-chain dehydrogenase na na 5,2E+06 4,4 ON na na
BPP3400| betT |High-affinity choline transport protein 3 4E+07 13,7 2,6E+07 7,6 0,8 0,02 | 0,12
BPP3394 | BPP3394 | Uncharacterized protein 1,5E+07 14,5 1,8E+07 21,1 1,2 0,25 | 0,46
BPP3392 | BPP3392 | Outer membrane porin protein 4,0E+08 35,2 6,7E+08 30,8 1,7 0,07 | 0,22

BPP3390| nuoB |NADH-quinone oxidoreductase subunit B | 9,2E+06 17,9 na na OFF na na
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
) . de
L G Descrincion Promedio de Promedio de cambio valor | valor
ocus en SCHpelo SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
0 0 -
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP3389| nuoC |NADH-quinone oxidoreductase subunit C | 5,0E+07 11,9 8,6E+06 14,7 0,2 0,00 | 0,00
BPP3388| nuoD |NADH-quinone oxidoreductase subunit D | 7,9E+07 3,7 2,9E+07 22,4 0,4 0,00 | 0,00
BPP3386| nuoF |nespiratory-chain NADH dehydrogenase, | o ap 07 | 135 | 178+07 | 20,1 03 | 0,00 | 0,00
51 kDa subunit
BPP3385| nuoG |NADH-quinone oxidoreductase 2, 7E+07 32,9 na na OFF na na
BPP3384| nuoH |NADH-quinone oxidoreductase subunit H | 3,5E+07 12,4 1,8E+07 65,8 0,5 0,05 | 0,17
BPP3383| nuol |NADH-quinone oxidoreductase subunitl | 9,4E+05 93,0 na na OFF na na
BPP3380| nuoL IEADH'“blqumone oxidoreductase, chain | 4 7p 07 | 930 | 25E+07 | 27,5 0,5 | 0,01 | 0,08
BPP3379| nuoM II:IAADH'“blqumone oxidoreductase, chain | 5 gp 07 | 253 | 7,6E+07 7,6 1,0 | 0,74 | 0,86
BPP3378| nuoN |NADH-quinone oxidoreductase subunit N | 3,0E+07 38,1 2,8E+07 14,1 0,9 0,68 | 0,82
BPP3376| bfip | Frobable TonB-dependentreceptor for | 5 jpyoe | 199 | 36E408 | 9.1 12 | 011|029
1ron transport
BPP3368| serB |Phosphoserine phosphatase 3,3E+07 7,7 3,5E+07 34 1,1 0,13 | 0,31
BPP3367| mfd |Transcription-repair-coupling factor 1,5E+07 42,4 1,8E+07 6,9 1,2 10,39 | 0,59
BPP3365| ispr | C-methyl-D-erythritol 2.4- 23E407 | 14,5 | L4E+07 | 54,6 0,6 | 0,14 | 032
cyclodiphosphate synthase
BPP3362| ahpD |Alkyl hydroperoxide reductase AhpD 1,5E+08 6.9 4,3E+08 127.9 2.9 0,35 | 0,56
BPP3361| ahpC |Alkyl hydroperoxide reductase 4,3E+09 6,1 4,2E+09 16,8 1,0 0,86 | 0,92
BPP3357 | BPP3357 | Bacteriophage-related DNA polymerase 1,7E+06 103,6 3,0E+05 56,6 0,2 | 0,17 | 0,36
BPP3355 Smc Chromosome partition protein Smc 6,1E+07 17,2 5,5E+07 5,3 0,9 0,30 | 0,52
BPP3354 | BPP3354 | Cell division protein ZipA 1,3E+08 7,6 1,5E+08 5,0 1,2 0,01 | 0,08
BPP3352 | BPP3352 | Probable parvulin-type peptidyl-prolyl cis- | 2,6E+09 7,6 2,8E+09 10,5 1,1 0,16 | 0,36
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Coeficiente Coeficiente p- g-
) . de
L G Descrincion Promedio de Promedio de cambio valor | valor
ocus en SCTpelo SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
0 Y -
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
trans isomerase
BPP3349| msrB i/ffr%de methionine sulfoxide reductase | 5 jpi07 | 194 | 32E107 | 414 1,1 1075|086
BPP3345 | BPP3345 | Putative exported protein 2,4E+08 34,9 1,0E+08 14,7 0,4 0,02 | 0,09
BPP3342 | BPP3342 | Putative branched-chain amino acid 1,6E+07 | 42,5 | 48E+06 | 51,5 03 | 0,06 | 0,19
transport system protein
BPP3340 | BPP3340 Ef(:‘etge solute-binding periplasmic 1,IE+07 94 | 1.5E+07 | 302 14 |04 033
BPP3336 | BPP3336 | ABC transporter ATP-binding protein 1,7E+07 14,0 5,2E+06 49,4 0,3 0,00 | 0,01
BPP3334 nth Endonuclease III 1,3E+07 7,8 na na OFF na na
BPP3331 | BPP3331 | Putative ferredoxin--NADP reductase 8,6E+07 11,1 9,5E+07 7,4 1,1 0,18 | 0,38
BPP3329| pncB | Nicotinate phosphoribosyltransferase 2,9E+07 20,4 4,1E+07 9,3 1,4 0,01 | 0,09
BPP3328 | BPP3328 | Uncharacterized protein 4,6E+08 14,5 7,0E+08 5,2 1,5 0,00 | 0,02
BPP3323| #pB |Tryptophan synthase beta chain 7,8E+07 3,6 8,9E+07 13,4 1,1 0,14 | 0,33
BPP3322| #rpA Tryptophan synthase alpha chain 7,0E+07 8.6 6,9E+07 11,3 1,0 0,81 | 0,89
BPP3321| accp | Cotyl-coenzyme A carboxylase carboxyl | 5 gp 5 17,0 | 3,9E+07 | 174 1,0 | 0,87 | 0,93
transferase subunit beta
BPP3320 | BPP3320 | Lipid A deacylase 6,3E+07 17,0 8.9E+07 14,0 1,4 0,02 | 0,09
BPP3318 rne Ribonuclease E 8,7E+07 4,7 7,2E+07 8,0 0,8 0,01 | 0,05
BPP3315| yedY f{‘;gg’{“de reductase catalytic subunit 19E+07 | 462 | 1.5E+07 | 43,0 0.8 | 057|074
BPP3313 | BPP3313 | Putative exported hydrolase 1,1E+07 19,0 1,0E+07 19,8 1,0 0,84 | 091
BPP3312 | BPP3312 | Uncharacterized protein 2,1E+07 70,3 2,2E+07 4.8 1,0 0,89 | 0,94
BPP3311 | BPP3311 | Maf-like protein BPP3311 2,3E+07 27,0 2,0E+07 9,1 0,9 0,41 | 0,61
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
. . de
L Gen Descrincion Promedio de Promedio de cambio valor | valor
ocus SCHpelo SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
0 0 -
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP3310| BPP3310 | Uncharacterized protein 2,3E+07 50,3 1,1E+07 59,0 0,5 0,18 | 0,37
BPP3309| rpmF |508S ribosomal protein L32 5,0E+07 20,5 3,2E+07 29,3 0,6 0,04 | 0,15
BPP3308| plsX |Phosphate acyltransferase 5,4E+07 65,6 3,2E+07 21,6 0,6 0,26 | 0,47
BPP3307| fubH g'°X°acyl'[acyl'camer'pmtem] synthase |y op 08 | 262 | 13E+08 | 9.8 L1 | 064|079
BPP3306| fubp | Malonyl CoA-acyl carrier protein 46E+07 | 576 | 3.8E+07| 59,0 0.8 | 0.66 | 0.81
transacylase

BPP3305| fabG |3-oxoacyl-[acyl-carrier protein] reductase | 1,7E+08 9,0 1,8E+08 20,2 1,0 0,77 | 0,87
BPP3304| acpP |Acyl carrier protein 1,5E+09 20,0 2,4E+09 5.8 1,6 0,00 | 0,02
BPP3303| fabF g'oxoacyl'[a"yl"’amer'pmtem] synthase | 5 15108 9,8 1,9E+08 9,4 0,9 | 045 | 0,64
BPP3301| sigk |RNA polymerase sigma factor 3,5E+06 19,7 4,9E+06 64,8 1,4 0,42 | 0,62
BPP3299| mucB |Putative sigma factor regulatory protein 3,3E+07 39,6 5,5E+07 35,3 1,7 0,11 | 0,28
BPP3298 | mucD |Serine protease 7,5E+08 12,5 1,2E+09 7,6 1,7 0,00 | 0,01
BPP3297| [lepA |Elongation factor 4 7,6E+07 13,1 8,3E+07 13,8 1,1 0,43 | 0,63
BPP3296 lep Signal peptidase | 4, 7E+07 21,1 4 9E+07 8,7 1,0 0,78 | 0,87
BPP3295 rnc Ribonuclease 3 2,1E+07 16,9 2,5E+07 13,5 1,2 0,16 | 0,35
BPP3294 era GTPase Era 4,0E+07 64,6 2,3E+07 53,1 0,6 0,27 | 0,49
BPP3287 | BPP3287 | Uncharacterized protein 3 9E+07 14,8 5,3E+07 16,7 1.4 0,04 | 0,15
BPP3285| pepA |Probable cytosol aminopeptidase 2,6E+08 13,3 2,5E+08 8,0 1,0 0,73 | 0,85
BPP3284 | BPP3284 | Putative integral membrane protein 2,1E+07 56,0 3,5E+07 51,2 1,7 0,24 | 0,45
BPP3280 | BPP3280 fg};grLySR'famﬂy transcriptional 13E+08 | 51,5 | 89E+07 | 211 07 | 031|053
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
. . de
Locus Gen Descripcion Promedio d e., Promedio d e” cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe | variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP3277| prpE |Propionate--CoA ligase 1,8E+07 20,8 9,3E+06 27.8 0,5 0,01 | 0,07
BPP3276 | BPP3276 | Uncharacterized protein 3, 1E+07 64,5 4,4E+07 20,1 1.4 0,28 | 0,50
BPP3274| acsA |Acetyl-coenzyme A synthetase 1,0E+08 18,8 5,8E+07 16,9 0,6 0,01 | 0,05
BPP3268 | BPP3268 E]‘D‘itgﬂivlfoif‘(’)t;‘i’élotrﬁljfgsga“’p“’teln' 73E+07 | 464 | 38E+07 | 376 05 | 0,10 | 0,27
BPP3267 | BPP3267 | Uncharacterized protein 9,8E+06 45,1 8,0E+06 80,3 0,8 0,67 | 0,81
BPP3266 | BPP3266 | Putative coenzyme A transferase subunit 1,2E+08 11,4 1,2E+08 11,0 1,0 0,90 | 0,94
BPP3265 | BPP3265 | Putative coenzyme A transferase subunit 2,0E+08 12,9 2,0E+08 14,0 1,0 0,67 | 0,81
BPP3263 | BPP3263 | Putative L-asparaginase 3,1E+07 7,9 1,6E+07 3,6 0,5 0,00 | 0,00
BPP3262| BPP3262| ! otve ADC transporer ATPbInding | 5p107 | 300 | 49E+06 | 469 | 04 | 001 | 007
BPP3259 | BPP3259 | P wative binding-protein-dependent SAE+06 | 952 | 2,9E+06 | 194 0,5 | 045 | 0,64
transport permease

BPP3256 | BPP3256 | Putative aminopeptidase 6,0E+06 17,1 5,1E+06 7,1 0,9 0,16 | 0,35
BPP3255| pyrG |CTP synthase 8,4E+07 16,0 7,3E+07 13,5 0,9 0,21 | 0,41
BPP32SA| kdsd | orc oo deoxyphosphooctonate 33E+07 | 49 | 21E+07| 144 | 06 | 000 | 0,02
BPP3252 eno Enolase 2,3E+08 17,4 2,3E+08 1,1 1,0 0,91 | 0,95
BPP3245 | BPP3245 | 33 kDa chaperonin 3,0E+07 10,0 2,9E+07 14,5 1,0 0,74 | 0,86
BPP3243 | BPP3243 | Putative AMP-binding protein 3,7E+07 5,4 3,9E+07 7,1 1,1 0,21 | 0,42
BPP3234| prpC |Citrate synthase 2,2E+07 19,2 1,4E+07 29,4 0,6 0,04 | 0,15
BPP3233| prpB |2-methylisocitrate lyase 9,2E+07 24,8 6,2E+07 21,8 0,7 0,06 | 0,20
BPP3232| mdh |Malate dehydrogenase 4,6E+08 14,8 3,6E+08 10,5 0,8 0,05 | 0,17
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Veces

Coeficiente Coeficiente p- g-
) . de
Locus Gen Descrincion Promedio de Promedio de cambio valor | valor
P SS variacion SS-Fe variacion 3S SS- | SS-
0 0 B -
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP3231| BPP3231 fglgtﬁ;:grc}nm'famﬂy transcriptional LIE+07 | 53,8 | 1,OE+07 | 244 09 | 0386|092
BPP3228 | sdhA z‘ﬁfgﬁf‘te dehydrogenase flavoprotein 3,6E+08 | 41,8 | LLAE+08 | 33,1 04 |0,03|0,14
BPP3227| sdhB Ssl‘lll;f;?fte LR ESRL TS 2,1E+08 158 | 62E+07 | 21,5 0,3 | 0,00 | 0,01
BPP3226 | BPP3226 | Uncharacterized protein 1,4E+07 32,9 5,3E+06 60,2 0,4 0,04 | 0,15
BPP3225| gitA |Citrate synthase 6,6E+08 2,6 5,2E+08 2,5 0,8 0,00 | 0,00
BPP3223 | BPP3223 | Putative inner membrane protein 2,3E+07 22,3 1,3E+07 10,4 0,6 0,01 | 0,08
BPP3221| maeB |NADP-dependent malic enzyme 2,4E+08 7,9 2,3E+08 18,8 1,0 0,68 | 0,82
BPP3217| odha |>-Oxoglutarate dehydrogenase El 20E+08 | 168 | 4,5E+08 | 159 1,6 | 001 | 0,06
component
Dihydrolipoyllysine-residue
BPP3216| odhB |succinyltransferase component of 2- 5,2E+08 8,9 7,0E+08 8,1 1,3 0,00 | 0,04
oxoglutarate dehydrogenase complex
BPP3215| odhlL |Dihydrolipoyl dehydrogenase 1,3E+08 5,0 2,0E+08 9.9 1,5 0,00 | 0,02
BPP3214 | BPP3214 | Uncharacterized protein 7,9E+06 14,6 9,8E+06 8,6 1,2 0,06 | 0,20
BPP3202| #pS |Tryptophan--tRNA ligase 6,0E+07 24,9 9,8E+07 12,3 1,6 0,01 | 0,06
BPP3201 tex Transcription accessory protein 9,4E+07 10,9 7,7E+07 16,7 0,8 0,09 | 0,26
BPP3199| comL g:rtg)membrane protein assembly factor |y Jp oe | 74 | 22E+08 | 26 1,3 | 0,00 | 0,01
BPP3195| phbB | Acetoacetyl-CoA reductase 1,4E+08 10,8 1,1E+08 19,9 0,8 0,04 | 0,16
BPP3194 | BPP3194 | Uncharacterized protein 1,7E+08 13,8 1,8E+08 7,1 1,1 0,43 | 0,63
BPP3193 | BPP3193 | Putative exported protein 3,9E+07 38,7 2,0E+08 81,9 5,0 0,16 | 0,36
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Veces

Coeficiente Coeficiente p- g-
. . de
Locus Gen Descripcion Promedio d © , Promedio d ¢ , | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP3187| BPP3187 | Putative exported protein 6,1E+07 11,2 5,5E+07 6,2 0.9 0,22 | 0,43
BPP3185 | BPP3185 | UPF0337 protein BPP3185 2,0E+07 13,9 1,6E+07 8,4 0,8 0,06 | 0,19
BPP3178 | BPP3178 | Putative peptidoglycan-binding protein 1,4E+07 17,9 1,6E+07 7.9 1,1 0,23 | 0,44
BPP3176 | BPP3176 | Uncharacterized protein 9,5E+06 17,3 1,1E+07 17,0 1,2 0,21 | 0,42
BPP3156 | BPP3156 | Uncharacterized protein 4,7E+07 22,0 7,2E+07 7,7 1,5 0,01 | 0,05
BPP3155| BPP3155 | Putative transcriptional regulator 4,0E+07 18,7 4,0E+07 34,0 1,0 1,00 | 1,00
BPP3139 | BPP3139 | Transposase 5,5E+07 21,8 4,5E+07 32,8 0,8 0,32 | 0,53
BPP3135| ompA |Outer membrane protein A 2,3E+09 16,0 2,7E+09 18,4 1,2 0,30 | 0,51
BPP3134| gyrdA |DNA gyrase subunit A 1,0E+08 26,4 9,5E+07 4,5 0,9 0,69 | 0,83
BPP3133| serC |Phosphoserine aminotransferase 3,9E+07 39,4 5,3E+07 15,0 1,4 0,14 | 0,33
BPP3132| phed |PProtein lincludes: chorismate mutase | o og | 954 | 62E407 | 69 1,0 | 086 | 0,93
and prephenate dehydratase]

BPP3131 tyrd Prephenate dehydrogenase 1,6E+07 12,3 7,2E+07 170,2 4,5 0,40 | 0,60
BPP3130| arod iafélgiglvlfrf;ﬁ;f:;:rise 3,5E+07 13,8 | 2,9E+07 8,1 0,8 | 0,08 | 0,23
BPP3129| c¢mk |Cytidylate kinase 1,2E+07 53,9 7,4E+06 18,1 0,6 0,19 | 0,39
BPP3128| #rps4 | 30S ribosomal protein S1 2,6E+08 11,1 2,0E+08 7,8 0,8 0,02 | 0,09
BPP3127 ihfB | Integration host factor subunit beta 1,5E+07 16,6 1,5E+07 21,5 1,0 0,79 | 0,88
BPP3126 | BPP3126 | Putative membrane protein 2, 7E+07 12,4 2,8E+07 21,1 1,1 0,63 | 0,79
BPP3125| IlapB |Lipopolysaccharide assembly protein B 1,7E+07 9,7 1,7E+07 11,9 1,0 0,76 | 0,86
BPP3124| rfaE | ADP-heptose synthase 3,0E+07 63,5 4,7E+07 19,2 1,6 0,16 | 0,36
BPP3123| higp |ADP-L-glycero-D-manno-heptose-6- 7,6E+07 59 | 68E+07 | 63 0,9 | 004 0,16

epimerase
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
. . de
Locus Gen Descripcion Promedio d © , Promedio d ¢ , | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP3120| c¢ysM | Cysteine synthase 2,9E+08 16,0 2,7E+08 12,1 0,9 0,50 | 0,68
BPP3117 etfB Electron transfer flavoprotein beta-subunit | 4,1E+08 7,6 5,4E+08 8,7 1,3 0,00 | 0,05
BPP3116| etfd f&ﬁiﬁﬁn transfer flavoprotein alpha- 44E+08 | 100 | 61E+08 | 9.1 14 | 0,00 | 0,04
BPP3115|BPP3115 | Probable acyl-CoA dehydrogenase 2,4E+07 10,7 1,9E+07 12,6 0,8 0,05 | 0,17
BPP3114 | BPP3114 | Antioxidant protein 9,8 E+09 22,3 9,8E+09 5,9 1,0 0,97 | 0,99
BPP3113 | BPP3113 | Transposase 5,5E+07 21,8 4,5E+07 32,8 0,8 0,32 | 0,53
BPP3103 | BPP3103 | Uncharacterized protein 1,6E+08 109,0 2,7E+08 63,4 1,6 0,44 | 0,64
BPP3101 | BPP3101 | Uncharacterized protein 3,4E+07 17,8 3,0E+07 50,3 0,9 0,61 | 0,77
BPP3100 | BPP3100 | Putative exported protein 1,8E+07 30,6 3,9E+06 36,4 0,2 0,00 | 0,03
BPP3097 | BPP3097 | Fuative glycerol-3-phosphate 93E+06 | 147 | LIE+07 | 224 LI | 038|059
dehydrogenase
BPP3088 | BPP3088 | Putative exported protein 1,8E+07 16,4 1,8E+07 42,5 1,0 0,99 | 0,99
BPP3085 | BPP3085 | Possible exonuclease 3,2E+06 16,7 5,0E+06 10,4 1,5 0,00 | 0,04
BPP3075 | BPP3075 | Uncharacterized protein 1,8E+07 10,6 2,0E+07 10,3 1,1 0,27 | 0,48
BPP3073 ldcA | Muramoyltetrapeptide carboxypeptidase 1,9E+07 38.3 2,6E+07 37,3 1,3 0,32 | 0,53
BPP3072 | BPP3072 | Probable enoyl-CoA hydratase/isomerase 1,6E+08 25,3 1,6E+08 11,3 1,0 0,90 | 0,94
BPP3068 | BPP3068 ggtbfi‘ﬁle ATP-binding ABC transporter | | ¢p o | o1 | 15E+08 | 38 0.8 | 0,01 | 0,07
BPP3067 | BPP3067 | Wative ABC-transport protein, ATP- | g 7p 07 | 97 | 309E+07 | 495 | 04 |000 | 0,02
binding component

BPP3065 | BPP3065 | Putative permease of ABC transporter 9,0E+07 6,2 6,0E+07 66,4 0,7 0,18 | 0,37
BPP3062| #xC |Thioredoxin 2 9,4E+07 15,0 1,0E+08 13,9 1,1 0,38 | 0,59
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Veces

Coeficiente Coeficiente p- g-
. . de
Locus Gen Descripcion Promedio d © , Promedio d ¢ , | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe | variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP3061 | BPP3061 | Uncharacterized protein 5,1E+07 12,5 6,0E+07 27,0 1,2 0,35 | 0,56
BPP3058| plsY | Glycerol-3-phosphate acyltransferase 5,1E+07 21,1 6,1E+07 5,9 1,2 0,15 | 0,34
BPP3057| surE |5'-nucleotidase SurE 3,3E+07 9,8 3,2E+07 53,9 1,0 0,93 | 0,96
BPP3056| pem | L rotein-L-isoaspartate O- 256407 | 316 | 27E+07 | 4.6 1,0 | 077 | 087
methyltransferase
BPP3055 | BPP3055 | Putative peptidase 2,0E+08 46,1 2,8E+08 28,2 1,4 0,20 | 0,41
BPP3054 | BPP3054 | Uncharacterized protein 5,6E+07 20,2 5,9E+07 10,6 1,1 0,61 | 0,78
BPP3053 | BPP3053 | Putative exported protein 2,2E+05 13,8 1,2E+07 9,3 55,9 | 0,00 | 0,00
BPP3049 | BPP3049 | Putative exported protein 5,1E+07 27,4 4,2E+07 31,5 0,8 0,40 | 0,60
BPP3044| ppiD |Peptidylprolyl isomerase 1,5E+08 15,3 1,6E+08 5,4 1,1 0,55 | 0,72
BPP3043 tesA Acyl-CoA thioesterase | 9,1E+06 27,2 6,4E+06 19,0 0,7 0,10 | 0,27
BPP3042 | BPP3042 Eﬁ;‘;?ﬁle ATP-binding ABC transporter | 3 7507 | 277 | 63E+07 | 438 1,7 | 0,13 | 031
BPP3030| bvgR |Regulatory protein BvgR 2,1E+08 4,5 2,2E+08 6,9 1,1 0,26 | 0,47
BPP3027| fhaB |Filamentous hemagglutinin/adhesin 3,4E+08 10,9 4,5E+08 17,3 1,3 0,04 | 0,16
BPP3025| fimB |Chaperone protein 1,6E+08 17,1 1,1E+08 14,6 0,7 0,03 | 0,14
BPP3024| fimC |Outer membrane usher protein 2,9E+07 50,4 2,9E+07 53,6 1,0 0,99 | 1,00
BPP3023| fimD |Fimbrial adhesin 1,3E+07 25.4 9,6E+06 28,4 0,7 0,22 | 0,43
BPP3022| fhaC |Hemolysin activator-like protein 9,5E+07 37.4 4,8E+07 47,3 0,5 0,07 | 0,21
BPP3019 | BPP3019 | Putative exported protein 2,1E+07 62,4 2,7E+07 32,9 1,3 0,51 | 0,69
BPP3010| g/nH |Glutamine-binding periplasmic protein 2,4E+08 274 6,3E+08 332 2,6 0,01 | 0,08
BPP3009| glpp | OlUtamine transport system permease 45E+07 | 22,9 | 42E+07 | 94 0,9 |053] 071

protein

148




Coeficiente Coeficiente Veces p- q-
. . de
Locus Gen Descrincion Promedio de Promedio de cambio valor | valor
p SS variacion SS-Fe | wvariacion 3S SS- | SS-
0 0 B -
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP3008| gnQ |Glutamine transport ATP-binding protein | 1,2E+08 31,2 9,3E+07 14,1 0,8 0,28 | 0,49
BPP3006| rpoZ ?nlfe/;d“wed RNA polymerase subunit | 3 6,8 12E+08 | 11,9 0,9 | 034 0,55
BPP3005| gmk |Guanylate kinase 4,6E+07 20,3 5,4E+07 33,0 1,2 | 049 | 0,68
BPP3002 | BPP3002 | Putative oxidoreductase 4,6E+07 19,9 4 4E+07 14,2 1,0 0,72 | 0,84
BPP3000| amn | AMP nucleosidase 1,1E+07 12,4 1,4E+07 8,7 1,3 | 0,01 | 0,08
BPP2995 rph Ribonuclease PH 5,3E+07 27,7 5,1E+07 19,0 1,0 0,83 | 0,91
BPP2988| glnd |Glutamine synthetase 4,7E+07 37,9 5,7E+07 7,1 1,2 0,31 | 0,53
BPP2987| ginL |Nitrogen regulation protein NR(II) na na 7,9E+06 224 ON na na
BPP2986| ginG |Nitrogen regulation protein NR(I) 4,0E+06 20,6 4,0E+06 8,5 1,0 0,87 | 0,93
ESEAsEn | eeaeey | e Ed AU RS ORI Of 12E+07 | 36,6 | 8,6E+07 | 11,8 74 | 0,00 | 0,00
ABC transporter
BPP2980 | BPP2980 | Putative iron binding protein 9,4E+07 9,4 9,8E+08 8,9 10,5 | 0,00 [ 0,00
BPP2979 fpr Ferredoxin--NADP reductase 5,5E+08 10,2 1,2E+09 8,3 2,2 0,00 | 0,00
BPP2976 | BPP2976 | Probable aldehyde reductase 2,9E+07 51,2 5,1E+07 16,2 1,7 0,04 | 0,16
BPP2974 | BPP2974 | Putative translational inhibitor 8,7E+07 8,3 1,1E+08 13,5 1,2 | 0,07 | 0,20
BPP2972 | BPP2972 fggj&l’t’g LysR-family transcriptional 3L,IE+07 | 332 | 1LJE+07 | 152 0,5 | 0,04 | 0,15
BPP2969| dps |Putative DNA-binding protein 8,2E+08 21,9 9,0E+08 9,5 1,1 0,46 | 0,65
BPP2957| wbpO gﬁiﬂar polysaccharide biosynthesis 1,3E+08 36,1 | 1,3E+08 | 10,3 1,0 | 1,00 | 1,00
BPP2956| wbpP gﬁiﬂar polysaccharide biosynthesis 3,0E+07 11,8 | 34E+07 | 16,8 1,1 | 027|048
BPP2948 livJ Leu/ile/val-binding protein 5,6E+08 13,0 6,6E+08 12,2 1,2 0,12 | 0,30
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
. . de
Locus Gen Descripeion Promedio .de' ’ Promedio fie | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe | variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP2944 | ugpB ;Z‘;?;"l'?’ -phosphate-binding periplasmic | | (v e | 955 | | 4E+08 | 9.8 0,9 | 0,56 0,73
BPP2943| proC |Pyrroline-5-carboxylate reductase 2,8E+07 29.4 3,1E+07 37,9 1,1 0,75 | 0,86
BPP2941 livJ | Leu/ile/val-binding protein 2,3E+07 13,3 2,0E+07 18,8 0,8 0,19 | 0,38
BPP2935 gst Glutathione S-transferase 1,6E+07 14,6 2,0E+07 16,3 1,3 0,06 | 0,20
BPP2928 | BPP2928 | Uncharacterized protein 2,8E+07 9,5 3,4E+07 12,9 1,2 0,06 | 0,19
BPP2926 | BPP2926 | Putative exported protein 4,2E+06 17,7 6,6E+06 36,9 1,6 0,17 | 0,36
BPP2925| [lldD |Putative L-lactate dehydrogenase 2,1E+07 55,0 2,6E+07 24,2 1,2 0,47 | 0,66
BPP2924| psd | Pnosphatidylserine decarboxylase LIEX07 | 96 | 12E+07| 168 L1 | 058|075
proenzyme

BPP2922 | BPP2922 | Putative lipoprotein 3,6E+07 34,2 4,2E+07 9,4 1,2 0,40 | 0,61
BPP2920 | BPP2920 | Uncharacterized protein 1,2E+07 17,6 2,8E+07 34,1 2,3 0,02 | 0,10
BPP2918 | BPP2918 | Putative glutathione transferase 1,3E+08 15,0 1,8E+08 37,7 1.4 0,16 | 0,36
BPP2917 | BPP2917 | Glutathione peroxidase 9,9E+06 11,6 1,5E+07 13,6 1,6 0,00 | 0,04
BPP2914 | BPP2914 | Uncharacterized protein 1,1E+07 3,0 2,1E+07 5,4 1,9 0,00 | 0,01
BPP2912| arsC | Arsenate reductase 8,0E+07 7,7 1,0E+08 10,4 1,3 0,01 | 0,06
BPP2911|BPP2911 Ef;fetge bacterioferritin comigratory 3,6E+07 | 198 | 3.8E+07 | 259 L1 | 0,72 0,84
BPP2905 | BPP2905 | Universal stress family protein 3,5E+07 22,8 4,1E+07 5,9 1,2 0,23 | 0,45
BPP2886 | BPP2886 | Transposase 5,5E+07 21,8 4,5E+07 32,8 0,8 0,32 | 0,53
BPP2870| alaS |Alanine--tRNA ligase 1,0E+08 11,5 7,6E+07 10,4 0,7 0,01 | 0,07
BPP2869 | BPP2869 | Uncharacterized protein 2,0E+07 16,1 1,1E+07 23,2 0,6 0,00 | 0,05
BPP2867| rpsP |30S ribosomal protein S16 2,5E+08 19,9 1,5E+08 7,6 0,6 0,01 | 0,06
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
) . de
L G Descrincion Promedio de Promedio de cambio valor | valor
ocus en SCTpelo SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
0 0 -
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS

BPP2866| rimM |Ribosome maturation factor RimM 1,6E+07 26,5 1,1E+07 9.8 0,7 0,07 | 0,22
BPP2863 | BPP2863 | Uncharacterized protein 6,4E+07 5,0 6,9E+07 12,6 1,1 0,39 | 0,59
BPP2859| wvalS |Valine--tRNA ligase 9,1E+07 7,7 7,4E+07 7,4 0,8 0,01 | 0,06
BPP2858 ndk | Nucleoside diphosphate kinase 4,8E+08 19,0 4,9E+08 12,5 1,0 0,88 | 0,94
BPP2854| hisS | Histidine--tRNA ligase 2,8E+07 5,4 2,1E+07 23,0 0,7 0,03 | 0,12
BPP2853 | BPP2853 | Putative membrane protein 8,2E+07 7,0 9,3E+07 10,2 1,1 0,11 | 0,28
BPP2852| bamB gzrt;]gmembrane protein assembly factor | | cp0g | y55 | 24E+08 | 302 1,5 | 0,09 | 024
BPP2851 der GTPase Der 1,4E+08 5,3 1,4E+08 14,6 1,0 1,00 | 1,00
BPP2850| hisCI |Histidinol-phosphate aminotransferase 1 7,4E+07 18,4 8,8E+07 16,0 1,2 0,22 | 0,43
BPP2849 hfq RNA-binding protein Hfq 1,3E+08 18,3 1,7E+08 14,1 1,3 0,05 | 0,17
BPP2848| AflX |GTPase HfIX 6,5E+06 17,8 6,2E+06 26,4 1,0 0,83 | 091
BPP2847 hflIK | Putative membrane protein 2,5E+08 11,9 2,8E+08 5.1 1,1 0,14 | 0,33
BPP2846| AhfIC |Protein HfIC 1,7E+08 20,1 1,8E+08 8,2 1,0 0,82 | 0,90
BPP2845|  hisZ ﬁ)ﬁrﬁ?"Sph"“bosyltramferase regulatory | 3 sp 07 | 436 | 2,6E+07 8,9 0,8 | 030 | 0,52
BPP2844| purA | Adenylosuccinate synthetase 1,8E+08 10,8 1,1E+08 8,8 0,6 0,00 | 0,02
BPP2842| rpsU |30S ribosomal protein S21 1,0E+08 17,9 7,5E+07 4.7 0,7 0,02 | 0,11
BPP2840| rpoD |RNA polymerase sigma factor RpoD 1,8E+08 14,7 1,9E+08 9.1 1,0 0,71 | 0,84
BPP2833 | BPP2833 f;gﬁ;:ngetR'famﬂy transcriptional 28E+07 | 418 | 2,5E+07 | 316 09 | 065 | 0,80
BPP2783 | BPP2783 | Carboxymethylenebutenolidase 5,5E+07 8,1 5,5E+07 4,1 1,0 0,76 | 0,86
BPP2740 | BPP2740 | Putative exported protein 6,7E+06 20,2 4, 9E+06 12,4 0,7 0,08 | 0,23
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
. . de
Locus Gen Descripeion Promedio fie 5 Promedio fie 3 cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe | variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP2737| BPP2737 | Putative transcriptional regulatory protein | 7,2E+06 21,8 1,2E+07 18,7 1,7 0,01 | 0,07
BPP2719 | BPP2719 | Putative exported protein 7,3E+07 26,2 5,6E+07 18,0 0,8 0,17 | 0,37
BPP2704 | BPP2704 | Putative membrane protein 1,4E+07 22,3 1,6E+07 21,3 1,1 0,41 | 0,61
BPP2690 | BPP2690 | Uncharacterized protein 2,1E+07 22,2 3,0E+07 9,9 1,5 0,02 | 0,10
BPP2647 | BPP2647 | Uncharacterized protein 1,0E+08 13,2 7,5E+07 15,3 0,7 0,02 | 0,11
BPP2646| ppa Inorganic pyrophosphatase 1,7E+08 19,9 2,0E+08 1,4 1,2 0,11 | 0,28
BPP2645 | BPP2645 | Putative exported protein 8,4E+07 46,4 9,5E+07 7,7 1,1 0,58 | 0,75
BPP2644 | BPP2644 | Putative exported protein 8,1E+07 13,7 8,8E+07 9,0 1,1 0,30 | 0,52
BPP2642| hemC |Porphobilinogen deaminase 4,0E+07 7,8 3,4E+07 12,4 0,9 0,07 | 0,22
BPP2639| sucD S&ﬁﬁ&gﬁ? ligase [ADP-forming] 1OE+08 | 249 | 24E+08 | 21,6 12 | 023 | 045
BPP2638 | succ | >uccinyl-CoA ligase [ADP-forming] SIEH08 | 7.6 | 49E+08 | 45 10 | 054 | 071
subunit beta
BPP2636| metE flOrr‘:le;?;/slE:f;aehggt‘}’gﬁfrrggslge‘g:etamate 1,9E+08 | 36,5 |2,1E+08 | 134 1,1 | 066 | 081
BPP2630 | BPP2630 | Putative sugar transport protein 1,3E+07 31,0 7,7E+06 12,4 0,6 0,05 | 0,17
BPP2618| rdgC |Recombination-associated protein RdgC 2,9E+07 19,9 2,6E+07 11,9 0,9 0,32 | 0,53
BPP2617| pyrB | Aspartate transcarbamoylase 2,8E+07 78.3 2,1E+07 26,3 0,7 0,56 | 0,73
BPP2615 | BPP2615 | Putative lipoprotein 4,2E+08 9,3 3,7E+08 10,5 0.9 0,11 | 0,28
BPP2602 | BPP2602 | Putative lipoprotein 1,5E+07 28,1 6,3E+06 60,1 0,4 0,06 | 0,19
BPP2601 | BPP2601 fgi};‘t’ererR'famﬂy transcriptional 42E+07 | 108 | 42E+07| 19,7 1,0 | 0,97 | 0,99
BPP2600 ihfA Integration host factor subunit alpha 1,3E+07 17,1 1,1E+07 11,2 0,9 0,23 | 0,44
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Veces

Coeficiente Coeficiente p- g-
) . de
Locus Gen Descrincion Promedio de Promedio de cambio valor | valor
p SS variacion SS-Fe variacion 3S SS- | SS-
0 0 B -
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP2599| pheT |Phenylalanine--tRNA ligase beta subunit 3,4E+07 2,9 2,6E+07 7,6 0,8 0,00 | 0,01
BPP2598 | pheS |Phenylalanine--tRNA ligase alpha subunit | 9,3E+07 12,5 6,3E+07 46,2 0,7 0,10 | 0,27
BPP2596| rpml |50S ribosomal protein L35 1,2E+07 32,5 7,3E+06 16,8 0,6 0,07 | 0,21
BPP2594 | BPP2594 | Uncharacterized protein 7,2E+07 4,3 7,1E+07 28,6 1,0 0,87 | 0,93
BPP2584 | BPP2584 | Futative ABC transport protein, ATP- 34E+07 | 125 | 3.0E+07 | 10,1 0,9 | 021|042
binding component
BIREASE0 | mEmng | MEINE AIEE BERIET e, A 3,6E+07 724 | 1,6E+07 | 312 0,5 | 0,19 | 0,39
binding component
BPP2582 | BPP25s2 | Putative ABC transport protein, ATP- 28E+07 | 47,0 | 2.8E+07 | 292 1,0 | 0,98 | 0,99
binding component
BPP2581 | BPP2sg] | Putative ABC transport protein, inner 1L6E+07 | 342 | 1.8E+07 | 494 L1 | 078|088
membrane component
BPP2580 | BPP2580 gf(f?;;e ABC transport solute-binding | yp 69 | 90 | 128109 | 168 0.8 | 0,05 | 0,17
BPP2579| putdA | Bifunctional protein PutA 6,9E+07 12,9 8,2E+07 99,7 1,2 0,75 | 0,86
BPP2578 | BPP2578 | Lipoprotein 2,0E+07 75,3 2,0E+07 32,5 1,0 0,98 | 0,99
BPP2577| BPP2577 | Putative membrane protein 2,5E+07 30,6 2,9E+07 21,9 1,2 0,43 | 0,63
BPP2575| clpA | ATP-dependent clp protease ATP-binding | 7,6E+06 6,4 7,9E+06 422 1,0 0,84 | 0,91
BPP2573 | BPP2573 | Putative exported protein 3 9E+07 21,8 3,4E+07 11,7 0.9 0,33 | 0,54
BPP2571 | BPP2571 | Putative cold-shock protein 2,8E+08 15,2 2,9E+08 3,9 1,0 0,69 | 0,83
BPP2570 | BPP2570 | Exported protein 7,1E+06 49,5 na na OFF na na
BPP2569 | BPP2569 | Putative thiolase 7,9E+07 11,9 1,1E+08 62,9 1,4 0,42 | 0,62
BPP2567| sodB |Superoxide dismutase 1,2E+09 13,4 4,1E+08 8,0 0,3 0,00 | 0,00
BPP2565 | BPP2565 | Putative biopolymer transport protein 8,2E+07 20,2 7,6E+07 13,8 0,9 0,56 | 0,73
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
. . de
Locus Gen Descripcion Promedio d © , Promedio d ¢ , | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS

BPP2564 | BPP2564 | Putative biopolymer transport protein 3,8E+07 533 3,0E+07 39,6 0,8 0,54 | 0,71
BPP2563| IpxK |Tetraacyldisaccharide 4'-kinase 2,6E+07 12,4 2,1E+07 8,1 0,8 0,03 | 0,13
BPP2560 adk | Adenylate kinase 1,1E+08 23,9 1,3E+08 8,2 1,1 0,38 | 0,58
BPP2559 | BPP2559 | Probable short-chain dehydrogenase 1,9E+08 13,6 2,8E+08 10,1 1,5 0,00 | 0,04
BPP2556| rpsT | 30S ribosomal protein S20 6,2E+07 48,8 2,9E+07 29,6 0,5 0,08 | 0,23
BPP2547 | BPP2547 g:gtgzg];‘::gner specific 2-hydroxyacid | 1pios | 176 | 11E+08 | 15,0 1,0 | 0,89 | 0,94
BPP2543 | argDI |Acetylornithine aminotransferase 1 2,2E+07 33,6 3,8E+07 7,7 1,7 0,01 | 0,06
BPP2542| argF | Ornithine carbamoyltransferase 5,2E+07 11,4 4 9E+07 12,7 0,9 0,42 | 0,62
BPP2541| argG | Argininosuccinate synthase 1,6E+08 3,6 1,5E+08 7,3 0,9 0,11 | 0,28
BPP2538| basR |Response regulator protein 1,2E+08 15,9 1,5E+08 10,0 1,3 0,05 | 0,17

BPP2537| exbD |Biopolymer transport protein ExbD/TolR na na 7,2E+07 11,4 ON na na

BPP2536| exbB xgttgg TolQ/ExbB proton channel family na | LIE08 | 175 | ON | na | na
BPP2534| hupB | DNA-binding protein Hu-beta 9,4E+08 14,0 9,6E+08 17,5 1,0 0,83 | 0,91
BPP2532 | BPP2532 eCIfZS; l\n/llzt metabolism PLP-dependent 3,5E+07 | 124 | 30B+07 | 12,1 09 | 013032
BPP2531| rimB ifesﬂﬁgﬁls(gifﬁgéuo_)_ 3IEH07 | 17,7 | 34E+07 | 77 L1 | 025 | 047
BPP2530 rnr Ribonuclease R 6,5E+07 8.9 6,6E+07 14,2 1,0 0,96 | 0,98

BPP2522 | BPP2522 | Uncharacterized protein 6,2E+06 15,9 na na OFF na na

BPP2512 | BPP2512 | Putative exported protein na na 9,9E+06 7,6 ON na na
BPP2507 | BPP2507 | Putative c'cytochrome 1,6E+08 25.4 2,0E+07 19,3 0,1 0,00 | 0,01
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Veces

Coeficiente Coeficiente p- g-
. . de
Locus Gen Descripeion Promedio .de' ’ Promedio fie | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe | variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP2506| purB |Adenylosuccinate lyase 8,1E+07 6,2 7,7E+07 12,0 1,0 0,48 | 0,66
BPP2505 | BPP2505 | Uncharacterized protein 1,5E+08 8,2 1,6E+08 7.9 1,1 0,34 | 0,55
BPP2501 | BPP2501 | Putative exported protein 5,4E+06 314 1,4E+07 30,4 2,6 0,01 | 0,07
BPP2500 | BPP2500 | Putative hydrolase 2,3E+07 25,9 3,1E+07 15,2 1,3 0,08 | 0,23
BPP2499| pnrad I;ﬁtDl(P) transhydrogenase, subunit alpha | ¢ ¢p 7 44 | 61E+07 | 49 0,9 | 0,02 0,10
BPP2497| pntB |NAD(P) transhydrogenase subunit beta 3,1E+07 41,4 2,0E+07 20,9 0,6 0,15 | 0,34
BPP2489| fhal | Adhesin 6,4E+06 23,9 4,8E+06 41,1 0,8 0,26 | 0,47
BPP24SS| aroG | 1o pro-dehydrod-deoxyheptonate g 6pig7 | 109 | 9.9E+07 | 118 10 | 070 | 0,83
BPP2487 | BPP2487 | Uncharacterized protein 4 4E+07 12,4 4 9E+07 15,3 1,1 0,34 | 0,55
BPP2486 | BPP2486 | Putative hydrolase 3,0E+07 7,8 2,2E+07 22,1 0,7 0,03 | 0,13
BPP2485| bph3 | Putative DNA-binding protein (Histone) 7,4E+08 4,7 8,2E+08 6,1 1,1 0,05 | 0,17
BPP2484 | BPP2484 | Putative exported protein 7,4E+07 6,2 1,0E+08 12,6 1,4 0,01 | 0,06
BPP2483| pepN | Aminopeptidase N 9,8E+06 21,7 9,7E+06 17,4 1,0 | 0,97 | 0,98
BPP248&2 fbp Fructose-1,6-bisphosphatase class 1 6,2E+07 5,0 6,7E+07 27,6 1,1 0,64 | 0,79
BPP2480| thrC | Threonine synthase 8,7E+07 16,7 8,2E+07 35 0,9 0,52 | 0,70
BPP2479 | BPP2479 | Homoserine dehydrogenase 1,2E+08 8,8 1,1E+08 7,8 0,9 0,30 | 0,52
BPP2478 | BPP2478 | Putative aminotransferase 8,3E+07 6.8 6,9E+07 16,5 0,8 0,07 | 0,21
BPP2477 | BPP2477 | Uncharacterized protein 1,4E+07 13,0 1,0E+07 68,3 0,7 0,43 | 0,63
BPP2476 | BPP2476 | Uncharacterized protein 5,0E+06 83,9 4,0E+06 72,6 0,8 0,70 | 0,83
BPP2475 | BPP2475 | Uncharacterized protein 5,3E+07 6,8 5,0E+07 7,7 0,9 0,28 | 0,50
BPP2470 | BPP2470 | Transposase 5,5E+07 21,8 4,5E+07 32,8 0,8 0,32 | 0,53
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
) . de
L Gen Descrincion Promedio de Promedio de cambio valor | valor
ocus SCHpelo SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
0 0 -

[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS

BPP2469 rpll | 50S ribosomal protein L9 1,9E+08 34,8 1,7E+08 35,1 0,9 0,62 | 0,78
BPP2468| rpsR |30S ribosomal protein S18 1,0E+08 28,0 4,9E+07 20,9 0,5 0,01 | 0,07
BPP2466| rpsF | 30S ribosomal protein S6 1,3E+08 9,3 7,6E+07 6,0 0,6 0,00 | 0,01
BPP2465| folE2 |GTP cyclohydrolase FolE2 3,0E+07 16,9 4,0E+07 18,8 1,3 0,08 | 0,23
BPP2464 dxs 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase | 2,9E+07 14,7 2,5E+07 16,7 0,9 0,30 | 0,52
BPP2463 | BPP2463 | Probable geranyltranstransferase 1,6E+07 11,3 1,4E+07 16,3 0,9 0,34 | 0,55
BPP2462| xseB |Exodeoxyribonuclease 7 small subunit 1,4E+06 39,6 6,7E+05 24.4 0,5 0,10 | 0,27
BPP2460 | BPP2460 | Putative exported protein 5,3E+07 15,2 5,0E+07 29.3 0,9 0,69 | 0,83
BPP2458 | BPP2458 | Putative iron-sulfur protein 8,8E+06 30,5 7,7E+06 8,3 0,9 0,43 | 0,63
BPP2451| BPP2451 | iuive ABC transport ATP-binding 32B+07 | 173 | 23E+07 | 311 07 | 0,10 | 027
BPP2448 | BPP2448 | Putative sulfurtransferase 1,7E+07 38,9 2, 7E+07 45,0 1,6 0,21 | 0,42
BPP2446| htpX |Protease HtpX homolog 6,2E+07 6,2 2,7E+07 37,1 0,4 0,00 | 0,01
BPP2445 qor Quinone oxidoreductase 1,7E+08 3,8 2,1E+08 32,0 1,2 0,27 | 0,48
BPP2437| BPP2437 | Tartrate dehydrogenase 4 4E+07 14,9 3,5E+07 4.4 0,8 0,03 | 0,14
BPP2425 | BPP2425 | Putative 2-hydroxyacid dehydrogenase 5,0E+07 12,2 5,9E+07 6,9 1,2 0,04 | 0,16
BPP2424 | BPP2424 | Putative aminotransferase 4,8E+07 11,9 5,2E+07 7.3 1,1 0,29 | 0,50
BPP2422 | BPP2422 g?;;ﬂez“ans"“pt“’“al regulatory protein | » pio8 | 175 | 12E+08 | 10,4 0,6 | 0,00 | 0,04
BPP2421| purD |Phosphoribosylamine--glycine ligase 6,3E+07 9,8 5,9E+07 6,7 0,9 0,33 | 0,54
BPP2420| hemF %‘Zii‘égeependem coproporphyrinogen- | 3 1p o7 | 318 [ 398107 | 316 1,2 | 038 0,58
BPP2418 rsfS | Ribosomal silencing factor RsfS 2,1E+07 17,6 1,2E+07 26,6 0,6 0,02 | 0,10
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
) . de
L G Descrincion Promedio de Promedio de cambio valor | valor
ocus en SCTpelo SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
0 0 -
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP2404 | BPP2404 | Uncharacterized protein 7,7E+06 24,0 1,3E+07 11,5 1,7 0,00 | 0,04
BPP2400| acnB |Aconitate hydratase B 5,4E+07 5,7 1,8E+07 18,7 0,3 0,00 | 0,00
BPP2396| brfB | Putative ferric siderophore receptor na na 1,6E+08 214 ON na na
BPP2394| acnA | Aconitate hydratase 3,0E+08 11,4 4,1E+07 19,8 0,1 0,00 | 0,00
BPP2392 | BPP2392 | Uncharacterized protein 8,4E+07 15,6 5,2E+07 21,4 0,6 0,01 | 0,07
BPP2390 efp Elongation factor P 1,2E+08 10,6 1,1E+08 17,9 0,9 0,23 | 0,43
BPP2363 | BPP2363 E;‘(f?etge extracellular solute-binding 9,5E+06 | 443 | 13E+07 | 36,7 1,3 | 037 ] 0,58
BPP2358 | BPP2358 f;ggﬁl:éer GntR-family transcriptional 6.8E+06 | 169 | S9E+06 | 206 09 | 038|059
BPP2357| goaG |4-aminobutyrate aminotransferase 1,3E+07 21,4 1,3E+07 9,3 1,1 0,62 | 0,78
BPP2356| gabD [Sﬁ‘:’];nlff]'semlaldehyde dehydrogenase | 4 gpios | 233 | 14E+08 | 8,0 0.8 | 012|030
BPP2351| srpH |Serine acetyltransferase 1,6E+07 93,5 4,5E+06 26,4 0,3 0,26 | 0,47
BPP2344 | BPP2344 | Putative thiolase 2,7E+07 20,5 1,6E+07 44,6 0,6 0,06 | 0,20
BPP2321 | BPP2321 Errjtlzciﬂed"’ham amino acid-binding 4,5E+07 5,7 4,1E+07 9,5 0,9 | 0,15 | 0,34
BPP2320 | BPP2320 | MarR-family transcriptional regulator 1,3E+07 15,3 1,4E+07 7,1 1,0 0,66 | 0,81
BPP2314| nemA |N-ethylmaleimide reductase 6,1E+07 13,2 3,8E+07 15,1 0,6 0,00 | 0,04
BPP2297 | BPP2297 fergsgt’(lfr TetR-family transcriptional 62E+06 | 9,1 | 49E+06 | 337 | 08 | 029|051
BPP2287 ask Aspartokinase 1,6E+08 8,3 1,4E+08 10,4 0,9 0,07 | 0,22
BPP2285| aced | ectyl-coenzyme A carboxylase carboxyl | ¢ g o 12,8 | 7,1E+07 8,7 1,0 | 0,69 | 0,83
transferase subunit alpha
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
. . de
Locus Gen Descripeion Promedio .de' ’ Promedio fie | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe | variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP2284 | BPP2284 | DNA-3-methyladenine glycosylase 1,4E+07 17,0 1,2E+07 41,5 0,9 0,64 | 0,80
BPP2283| c¢ysS | Cysteine--tRNA ligase 7,0E+07 16,7 6,4E+07 11,6 0,9 0,48 | 0,66
BPP2282 | BPP2282 | Putative exported protein 1,1E+07 70,4 1,3E+07 63,7 1,2 0,79 | 0,88
BPP2281| ppiB | Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 3,8E+08 7,0 4,8E+08 17,2 1,3 0,06 | 0,20
BPP2278 | BPP2278 | Putative membrane protein 3,8E+07 10,9 3,7E+07 10,8 1,0 0,77 | 0,87
BPP2277| suhB |Inositol-1-monophosphatase 2,9E+07 23,0 5,0E+07 4.5 1,7 0,00 | 0,02
BPP2275 | BPP2275 | Putative exported protein 3,4E+07 10,5 na na OFF na na
BPP2273 | BPP2273 | Putative membrane protein 5,7E+07 11,6 9,4E+07 44,8 1,6 0,13 | 0,32
BPP2267 | BPP2267 | Putative chromate reductase 1,6E+08 17,3 1,9E+08 66,8 1,2 0,68 | 0,82
BPP2266 | BPP2266 | Uncharacterized protein 4,2E+07 30,8 5,4E+07 44,1 1,3 0,42 | 0,62
BPP2265| mutS | DNA mismatch repair protein MutS 1,5E+07 7.3 1,5E+07 6,0 1,0 0,96 | 0,98
BPP2264 | BPP2264 | Uncharacterized protein 8,3E+06 62,7 1,0E+07 80,3 1,2 0,72 | 0,84
BPP2261 | BPP2261 | Putative lipoprotein 4,5E+08 14,6 5,1E+08 8,4 1,1 0,18 | 0,38
BPP2260| dapA |4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate synthase | 4,6E+08 37 2,7E+08 6,0 0,6 0,00 | 0,00
BPP2259 | BPP2259 | Uncharacterized protein 1,2E+07 26,8 1,5E+07 4,3 1,2 0,27 | 0,49
BPP2258 | BPP2258 | Uncharacterized protein 1,7E+07 273 2,6E+07 44,6 1,6 0,24 | 0,45
BPP2257| BPP2257 | Putative membrane protein 2,8E+07 259 2,5E+07 10,9 0,9 0,39 | 0,59
BPP2240| bscC | Putative type III secretion protein 7,3E+06 22,2 4,9E+06 29,3 0,7 0,07 | 0,21
BPP2238| bscU |Putative type III secretion protein 1,6E+07 19,0 1,5E+07 15,6 1,0 0,89 | 0,94
BPP2203 | BPP2203 feugtzggr(}nm'famﬂy transcriptional 12B+07 | 112 | 13E+07| 9.8 L1 | 012|030
BPP2202 | BPP22(?2 | Putative exported protein 3,8E+07 10,4 4,7E+07 29.4 1,3 0,24 | 0,45
BPP2201 | BPP2201 | Putative glutamyltransferase 5,7E+07 17,6 8,0E+07 59 1,4 0,01 | 0,05
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Veces

Coeficiente Coeficiente p- g-
. . de

Locus Gen Descripeion Promedio .de' ’ Promedio fie 3 cambio valor | valor

SS variacion SS-Fe | variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS

BPP2176 | BPP2176 | Putative acyl-CoA carboxylase 1,4E+07 23,9 1,0E+07 22,3 0,7 0,12 | 0,30
BPP2172 | BPP2172 | Uncharacterized protein 3,5E+07 13,6 1,5E+07 17,9 0.4 0,00 | 0,01
BPP2169 | BPP2169 | Biotin carboxyl carrier protein 2,9E+07 22,8 3,1E+07 22,6 1,1 0,65 | 0,80
BPP2168 | BPP2168 | Uncharacterized protein 3,1E+07 21,7 3,0E+07 21,2 1,0 0,90 | 0,94
BPP2166 | BPP2166 | Probable aldehyde dehydrogenase 2,2E+07 17,1 2,3E+07 16,8 1,1 0,59 | 0,75
BPP2160 tpm Thiopurine S-methyltransferase 1,3E+07 26,4 1,5E+07 7,2 1,1 0,45 | 0,64
BPP2129 | BPP2129 E}‘;g}g Iﬁ(ﬁg:a‘mpm system, ATP- SOE+07 | 15,1 | 44E+07 | 6,1 09 | 0,17 | 037
BPP2114 | BPP2114 fg‘;{ggr(}nm'famﬂy transcriptional 29E+07 | 332 | 3,5E+07| 38 12 | 031|052
BPP2082 | BPP2082 | Carbonic anhydrase 5,0E+08 13,1 3,3E+08 6,6 0,7 0,00 | 0,04
BPP2077 | BPP2077 | Uncharacterized protein 5,5E+06 4,3 7,7E+06 16,7 1.4 0,04 | 0,15
BPP2072 pprk Polyphosphate kinase 2,2E+07 14,6 1,7E+07 29,1 0,8 0,15 | 0,34
BPP2071 ppx Exopolyphosphatase 2,2E+07 10,1 2,6E+07 3,4 1,1 0,04 | 0,15
BPP2069| glmM |Phosphoglucosamine mutase 1,3E+08 7,5 1,4E+08 8,5 1,0 0,47 | 0,66
BPP2068| folP |Dihydropteroate synthase 3,6E+07 15,0 3,7E+07 5,7 1,0 0,78 | 0,87
BPP2067| ftsH | ATP-dependent zinc metalloprotease FtsH | 6,2E+07 8.4 5,4E+07 4,1 0,9 0,03 | 0,13
BPP2066| rime | RiPosomal RNA large subunit 6,5E+07 | 147 | 46E+07| 11,6 | 0,7 | 001|008
methyltransferase E

BPP2063| gred |Transcription elongation factor GreA 2,6E+08 35,0 1,5E+08 12,0 0,6 0,06 | 0,19
BPP2054 | BPP2054 | Transposase 5,5E+07 21,8 4,5E+07 32,8 0,8 0,32 | 0,53
BPP2050| [oic |LIPOprotein releasing system 8,5E+06 | 159 | 7,7E+06 | 473 0.9 | 0,69 | 083

transmembrane protein
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
. . de
Locus Gen Descripeion Promedio .de' ’ Promedio fie | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP2049 | BPP2049 | Putative exported protein 8,9E+06 30,0 6,4E+06 92,2 0,7 0,47 | 0,65
BPP2047| prfB | Peptide chain release factor 2 2,0E+07 4,1 1,8E+07 11,5 0.9 0,11 | 0,28
BPP2046 | BPP2046 | Probable short chain dehydrogenase 5,3E+07 6,2 4,8E+07 12,1 0,9 | 0,20 | 0,40
BPP2045| [lysS |Lysine--tRNA ligase 4,9E+07 24,5 3,7E+07 30,5 0,8 0,21 | 0,42
BPP2036| paaG |Probable enoyl-CoA hydratase 1,8E+07 33,5 1,3E+07 53,5 0,7 0,34 | 0,55
BPP2034 | BPP2034 | Uncharacterized protein 1,1E+08 233 6,0E+07 33,2 0,5 0,02 | 0,11
BPP2032| hscA |Chaperone protein HscA homolog 1,0E+08 11,2 5,6E+07 13,8 0,6 0,00 | 0,01
BPP2031| hscB | Co-chaperone protein HscB homolog 6,1E+07 60,6 8,3E+07 35,1 1,3 0,40 | 0,60
BPP2029 | iscU gr‘;‘;?r‘:lgfgl‘lSter assembly scaffold 1,5E-+08 153 | 8,6E+07 | 31,3 0,6 | 001 | 0,07
BPP2028 iscS | Cysteine desulfurase IscS 3,5E+08 25,5 3,8E+08 10,8 1,1 0,58 | 0,75
BPP2027 | BPP2027 | Putative DNA-binding protein 4,6E+07 9,1 4,6E+07 29,8 1,0 1,00 | 1,00
BPP2026| pipa | OV molecularweight protein-tyrosine- | sp 6 | 295 | 14E+07 | 490 | 55 | 002 | 0,09
phosphatase
BPP2025| wwB | UvrABC system protein B 3,6E+07 37,6 3,7E+07 26,1 1,0 0,87 | 0,93
BPP2024| t#rB | Aromatic-amino-acid aminotransferase 2,3E+08 10,5 3,6E+08 5,7 1,5 0,00 | 0,01
BPP2007| clpx |/*IP-dependent Clp protease ATP-binding| 53 gp g7 | 945 | 158107 | 227 | 04 | 0,00 | 0,04
subunit ClpX

BPP2006| clpP ﬁﬁﬁfpendem Clp protease proteolytic | 4 cpng | 158 | 51E+08 | 46 1,1 | 029|050
BPP2005 tig Trigger factor 2,3E+08 9,9 2,0E+08 11,1 0,9 0,08 | 0,23
BPP2003| e¢spA | Cold shock-like protein 3,7E+08 22,6 5,5E+08 10,3 1,5 0,01 | 0,09
BPP2000 | BPP2000 | Uncharacterized protein 3,9E+07 30,8 3,1E+07 13,2 0,8 0,32 | 0,53
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
. . de
Locus Gen Descrincion Promedio de Promedio de cambio valor | valor
P SS variacion SS-Fe variacion 3S SS- | SS-
0 0 B -
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP1996| dapC | N-succinyl-L,L-diaminopimelate SIE+07 | 85  |3,5E+07| 65 0,7 | 0,00 | 0,01
aminotransferase
BPP1995| dapp | >>*>-tetrahydropyridine-2,6- 38E+08 | 105 | 3.9E+08 | 46 10 | 072 | 084
dicarboxylate N-succinyltransferase
BPP1994| dapE |Succinyl-diaminopimelate desuccinylase 1,7E+07 37,9 1,0E+07 62,0 0,6 0,21 | 0,42
BPP1993| prmp | >0> ribosomal protein 1.3 glutamine 256407 | 322 | 1.8E+07 | 208 0,7 | 020 | 041
methyltransferase
BPP1992 | BPP1992 gggﬁle GRSl s Y 11,9 | 5,4E+06 9,9 0,6 | 0,00 | 0,03
BPP1991 | BPP1991 | Putative exported protein na na 2,7E+07 18,9 ON na na
BPP1988 | BPP1988 | Putative exported protein 4,7E+06 42,5 4,6E+06 21,9 1,0 0,91 | 0,95
BPP1987 | BPP1987 | Uncharacterized protein 4 3E+07 9,8 5,2E+07 7,7 1,2 0,03 | 0,12
BPP1986| purN | LROSPhoribosylglycinamide 1,9E+07 | 203 | 1,5E+07 | 47,1 0,8 | 037|058
formyltransferase
BPP1985 ribFF | Riboflavin biosynthesis protein 7,9E+06 83,6 7,8E+06 45,3 1,0 0,97 | 0,98
BPP19&4 ileS Isoleucine--tRNA ligase 5,2E+07 7.9 5,4E+07 16,9 1,1 0,62 | 0,78
BPP1982| dfp | DN//pantothenate metabolism 3IE+07 | 7,1 | 2,5E+07 | 8,1 0,8 | 0,00 | 0,05
flavoprotein
BPPI976| dur | DCOXYuridine S-triphosphate 1,5E+08 | 14,0 | L4E+08 | 43 1,0 | 0,67 | 0,81
nucleotidohydrolase
BPP1972 | BPP1972 }P:;l(‘)c?gze extracellular solute-binding 5 SE+06 68.2 na na OFF na na
BPP1971 | BPP1971 | Putative exported protein 1,4E+08 18,5 8,2E+07 10,5 0,6 0,00 | 0,05
BPP1970 | BPP1970 | Putative ornithine cyclodeaminase 1,6E+07 14,7 2,2E+07 7,8 1,4 0,01 | 0,06
BPP1969| osmC |Osmotically inducible protein C 9,0E+07 16,0 8,6E+07 17,0 1,0 0,71 | 0,83
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
) . de
L Gen Descrincion Promedio de Promedio de cambio valor | valor
ocus ¢ SCTpelo SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
0 0 -
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP1968| pisi | posphoenolpyruvate-protein 1,7E407 | 13,5 | 13E+07 | 29,0 0.8 | 0,17 | 037
phosphotransferase
BPP1966 | BPP1966 | L Uiative 11a component of sugar transport | 4 spy7 | 73 | | 1E107 | 98 0,7 | 0,00 | 0,04
PTS system
BPP1965| gshB |Glutathione synthetase 4,2E+07 23,6 2,4E+07 35,7 0,6 0,03 | 0,14
BPP1964| infC |Translation initiation factor IF-3 1,1E+08 15,5 9,8E+07 5,3 0,9 0,26 | 0,47
BPP1963| thrS | Threonine--tRNA ligase 6,6E+07 16,0 4,2E+07 5,3 0,6 0,00 | 0,04
BPP1959 | BPP1959 | Uncharacterized protein 3,3E+07 51,8 2,4E+07 45,5 0,7 0,41 | 0,61
BRI ek e 1,1E+08 143 | 6,1E+07 5,5 0,6 | 0,00 | 0,02
isomerase
BPP1950 | BPP1950 | Putative membrane protein 5,4E+07 25,1 3,5E+07 50,2 0,7 0,14 | 0,33
BPP1949 | BPP1949 | Putative membrane protein 1,2E+08 17,1 8,4E+07 12,1 0,7 0,02 | 0,09
BPP1948 | smoM g‘;fetge periplasmic solute-binding 1,9E+09 | 142 | 13E+09 | 42 0,7 | 0,01 | 0,05
BPP1946 | BPP1946 | Putative membrane protein 1,6E+08 20,5 1,6E+08 32 1,0 0,85 | 0,92
BPP1945 asd Aspartate-semialdehyde dehydrogenase 1,8E+08 15,2 1,8E+08 21,8 1,0 0,97 | 0,98
BPP1944| [euB |3-isopropylmalate dehydrogenase 1,2E+08 67,0 1,6E+08 46,5 1,3 0,51 | 0,69
BPP1941 | BPP1941 | Putative exported protein 2,2E+08 31,6 1,2E+08 60,9 0,5 0,09 | 0,25
BPP1940 | BPP1940 | LroPable ATP-binding component of 49E+07 | 218 | 34E+07 | 13,7 | 0,7 | 005|017
ABC transporter
BPP1939 | BPP1939 | Putative permease component of ABC 12407 | 11,1 | 7,0E+06 | 35,4 0,6 | 0,03 | 0,14
transporter
BPP1938 | BPP1938 | Uncharacterized protein 6,2E+06 42,9 1,0E+07 37,1 1,6 0,13 | 0,32
BPP1932 | BPP1932 | Uncharacterized protein 2,3E+07 19,7 na na OFF na na
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
) . de
L Gen Descrincion Promedio de Promedio de cambio valor | valor
ocus ¢ SCHpelo SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
0 0 -
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP1931 | BPP1931 | Putative iron-sulfur binding protein 1,0E+07 54,9 na na OFF na na
BPP1928 | BPP1928 | Iron-sulfur cluster carrier protein 42E+07 19,0 2,1E+07 9.6 0,5 0,00 | 0,03
BPP1927| mobA |Molybdenum cofactor guanylyltransferase | 1,8E+07 7,1 1,4E+07 15,8 0,8 0,02 | 0,11
BPP1926| moeA |Molybdopterin biosynthesis protein 2,0E+07 15,8 1,1E+07 36,3 0,5 0,01 | 0,06
BPP1924 | BPP1924 | Putative lipoprotein 5,9E+07 15,3 5,8E+07 5.4 1,0 0,78 | 0,88
BPP1923| aroC |Chorismate synthase 5,6E+07 249 3,7E+07 20,8 0,7 0,05 | 0,18
BPP1921 | BPP1921 | Probable two-component histidine kinase 1,4E+07 18,7 1,2E+07 20,0 0,8 0,30 | 0,52
BPP1917|BPP1917 | UPF0761 membrane protein BPP1917 1,6E+06 38,0 2,1E+06 50,8 1,3 0,50 | 0,68
BPP1916 | BPP1916 | Uncharacterized protein 3,5E+07 18,5 2,9E+07 10,6 0,8 0,11 | 0,28
BPP1914| thrB |Homoserine kinase 1,3E+07 17,0 1,3E+07 21,0 1,0 0,92 | 0,96
BPP1901| dadA ]s?l'g‘gr‘lli‘tm acid dehydrogenase small 3,5E+07 6,9 3,6E+07 6,9 1,0 | 0,75 | 0,86
BPP1900| asep | CDP-6-deoxy-L-threo-D-glycero-4- 3IE+07 | 96 | 21E+07 | 126 | 07 | 000 | 0,03
hexulose-3-dehy drase reductase
BPP1899| panD | Aspartate 1-decarboxylase na na 1,6E+07 92,0 ON na na
BPP1894| pdxd | +hydroxythreonine-4-phosphate LIE+08 | 156 | 83E+07 | 16,6 0,8 | 0,05 0,18
dehydrogenase
BPP1893 | BPP1893 | Uncharacterized protein 5,2E+07 13,6 2,4E+07 6,2 0,5 0,00 | 0,01
BPP1892| kdgT |2-keto-3-deoxygluconate permease 1,5E+08 28,3 1,1E+08 16,8 0,8 0,16 | 0,36
BPPI888| ectd |L-%4-diaminobutyric acid 13E+08 | 30,0 |38E+07| 174 | 03 | 0,00 | 0,04
acetyltransferase
BPP1887| BPP1887 f;gtﬁgngarR'famﬂy transcriptional 12E+07 | 549 | 69E+06 | 222 0,6 | 021 0,41
BPP1884 | BPP1884 | Putative cell surface protein 2,1E+07 9.8 1,6E+07 47,5 0,8 0,27 | 0,48
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
. . de
Locus Gen Descripcion Promedio d © , Promedio d ¢ , | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP1881| parC | DNA topoisomerase 4 subunit A 3,3E+07 7,1 3,2E+07 7.9 1,0 0,80 | 0,88
BPP1879| parE | DNA topoisomerase 4 subunit B 4,7E+07 6,1 4,8E+07 10,7 1,0 0,63 | 0,79
BPP1878| trxA |Thioredoxin 1 5,0E+08 22,3 5,2E+08 12,1 1,0 0,78 | 0,87
BPP1877 rho Transcription termination factor Rho 1,6E+08 13,6 1,5E+08 4.4 1,0 0,71 | 0,84
BPPIS75| gng | Oluiamatc-ammonia-ligase 9,1E+06 | 20,1 | 12E+07| 6,0 13 | 005|017
adenylyltransferase

BPP1872 | BPP1872 | Putative membrane protein 9,3E+06 14,3 1,2E+07 18,5 1,3 0,16 | 0,36
BPP1869| pold |DNA polymerase | 5,9E+07 32,5 7,8E+07 11,9 1,3 0,12 | 0,30
BPP1867 | BPP1867 | Putative exported protein 6,4E+07 14,4 9,2E+07 6,5 1,4 0,00 | 0,03
BPP1865| t#pA |GTP-binding elongation factor 7,5E+07 31,0 4,6E+07 9,0 0,6 0,05 | 0,17
BPP1863 rbfA Ribosome-binding factor A 6,0E+07 10,8 5,4E+07 14,6 0.9 0,23 | 0,45
BPP1862 infB | Translation initiation factor IF-2 2,7E+08 11,0 2,3E+08 14,1 0,8 0,07 | 0,22
BPP1861| nusd grrg?ei;rgﬁx termination/antitermination | 5 cx e | 293 | 53E+08 | 173 09 | 0,74 | 0,86
BPP1860| rimP |Ribosome maturation factor RimP 1,7E+08 28,0 1,4E+08 38,3 0,8 0,42 | 0,62
BPP1859 | BPP1859 | Pseudouridine synthase 8,6E+07 16,5 6,7E+07 5,4 0,8 0,04 | 0,16
BPP1858 | BPP1858 | Segregation and condensation protein B 5,3E+07 13,4 5,6E+07 6,2 1,1 0,45 | 0,64
BPP1857 | BPPI857 fergfﬁ?i‘? LysR-family transcriptional 13B+07 | 162 | 13E+07 | 233 11 | 065 | 0.80
BPP1853 | BPP1853 | Putative glutathione-S-transferase 4 4E+07 19,8 2,8E+07 8,1 0,6 0,01 | 0,08
BPP1847| rpmE2 |50S ribosomal protein L31 type B 1,6E+08 21,0 5,1E+07 41,9 0,3 0,00 | 0,02
BPP1846 | BPP1846 | Putative membrane protein 7,6E+06 6,3 7,9E+06 40,0 1,0 0,89 | 0,94
BPP1840| radA |DNA repair protein radA 7,6E+06 13,1 6,5E+06 25,8 0,9 0,33 | 0,55
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Veces

Coeficiente Coeficiente p- g-
. . de
Locus Gen Descripcion Promedio d © , Promedio d ¢ , | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe | variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS

BPP1838 | BPP1838 lga‘zttfive Ecf-type RNA polymerase sigma |, na | 15E+06 | 490 | ON | na | na
BPP1837| BPP1837 | Putative membrane protein 4,3E+06 17,2 4,9E+06 27,6 1,1 0,45 | 0,64
BPP1833 | BPP1833 | Putative phytoene synthase 1,2E+07 9,0 9,5E+06 10,3 0.8 0,01 | 0,06
BPP1832 | BPP1832 | Putative exported protein 5,2E+06 48.4 3,3E+06 8,3 0,6 0,17 | 0,37

BPP1828| nodl |Nod factor export ATP-binding protein I na na 6,1E+06 79,2 ON na na
BPP1825 | BPP1825 | Putative exported protein 2,4E+07 4,5 3,0E+08 11,6 12,4 | 0,00 | 0,00
BPP1822 | BPP1822 | Putative exported protein 1,2E+07 16,1 3,4E+07 9,6 2,9 0,00 | 0,00
BPP1818 | BPP1818 | Uncharacterized protein 1,6E+07 17,3 1,8E+07 12,6 1,1 0,35 | 0,56
BPP1817 | BPP1817 |UPF0261 protein BPP1817 1,6E+07 7,4 1,4E+07 42,3 0,8 0,52 | 0,69
BPP1816 | BPP1816 | TetR-family transcriptional regulator 1,7E+07 43,9 2,8E+07 35,6 1,6 0,14 | 0,33
BPP1815| bapB | Autotransporter 4, 4E+08 19,8 5,2E+08 11,3 1,2 0,17 | 0,37
BPP1814| clpB |Chaperone protein ClpB 2,5E+08 8,5 2,4E+08 11,7 1,0 0,65 | 0,80
BPP1810| BPP1810 | Uncharacterized protein 1,2E+07 18,1 1,2E+07 14,5 1,0 0,95 | 0,98
BPP1808 | BPP1808 | Putative exported protein 4,3E+07 13,6 6,4E+07 29.6 1,5 0,07 | 0,22
BPP1805 | BPP1805 | Lipoprotein 4,9E+08 7,7 5,4E+08 5,1 1,1 0,09 | 0,25

BPP1801| aspC | Aspartate aminotransferase na na 4,1E+06 44,4 ON na na
BPP1797| glno |Amino acids ABC transporter, ATP- LIE+07 | 551 | 6,8E+06 | 7.7 0,6 | 021 | 042

binding protein
BPP1768| quer |N\‘*DPH-dependent 7-cyano-7- 28E+07 | 162 | 23E+07| 228 0.8 | 0,15 | 034
deazaguanine reductase

BPP1764| nagZ |Beta-hexosaminidase 1,5E+07 8,7 1,8E+07 12,1 1,2 0,06 | 0,20
BPP1759 | BPP1759 | Putative efflux system inner membrane 1,2E+08 10,9 1,4E+08 4.6 1,1 0,12 | 0,30
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
) . de
L Gen Descrincion Promedio de Promedio de cambio valor | valor
ocus SCTpelo SS variacion SS-Fe variacion 3S SS- | SS-
0 0 _ -
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
protein
BPP1757 | BPP1757 | Uncharacterized protein na na 6,9E+06 93 ON na na
BPP1756 | BPP1756 | Putative lipoprotein 1,0E+07 12,6 3,8E+07 6,0 3,7 0,00 | 0,00
BPP1754 | BPP1754 | P Wative ABC-transporter ATP-binding |y opi7 | 100 | 778406 | 342 | 07 | 0,11 | 029
component
BPP1752 | BPP1752 | Putative exported protein 8,9E+07 22,8 7,2E+07 21,3 0,8 0,24 | 0,45
BPP1744 | BPP1744 | Putative thiolase 2,1E+08 11,4 1,8E+08 32,8 0.8 0,30 | 0,52
BPP1743 | BPP1743 | Putative tautomerase 4. 2E+07 18,1 4, 7TE+07 10,9 1,1 0,35 | 0,56
BPP1742 | BPP1742 ;‘;ﬁgze ABC-transporter ATP-binding -\ 4 o109 | 155 | 21E+07| 174 | 05 | 0,00 | 0,02
BPP1741 | BPP1741 | Putative binding-protein-dependent 1,9B+07 | 79,5 | 2,7E+06 | 44,7 01 | 008|022
transport protein
BPP1740 | BPP1740 Ef;fetge periplasmic substrate-binding I,LIE+08 | 713 | 54E+07 | 38,5 0,5 | 020 | 0,41
BPP1739 | BPP1739| Putative cyclopropane-fatty-acyl- 24E+08 | 12,8 | 29E+08 | 223 12 1028 | 0,50
phospholipid synthase
BPP1737| rpmB |508S ribosomal protein L28 6,2E+07 33,4 5,0E+07 61,2 0,8 0,55 | 0,73
BPP1736| rpmG |50S ribosomal protein L33 1,7E+07 69,6 8,4E+06 55,3 0,5 0,23 | 0,43
BPP1734| bph2 |DNA-binding protein Bph2 1,2E+09 24,1 1,7E+09 8,1 1,4 0,03 | 0,12
BPP1731| [leuS |Leucine--tRNA ligase 8,0E+07 14,7 8,1E+07 5,6 1,0 0,88 | 0,93
BPP1730| IptE |LPS-assembly lipoprotein LptE 3,5E+07 6,8 3,6E+07 20,8 1,0 | 0,78 | 0,87
BPP1729| hold fﬁgiﬁ:’f DNA polymerase I1, delta 136407 | 274 | 83E+06| 213 0,6 | 0,05 | 0,17
BPP1728| proA |Gamma-glutamyl phosphate reductase 4, 4E+07 25,8 42E+07 13,4 1,0 0,76 | 0,86
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
. . de
Locus Gen Descripcion Promedio d © , Promedio d ¢ , cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe | variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS

BPP1722 | BPP1722 | Putative ribonuclease 7,6E+06 66,6 1,2E+07 24,4 1,5 0,21 | 0,42
BPP1718| msbA Ifr‘f)’;si ﬁ;’;goA“ ATP-binding/permease 3,0B4+07 | 16,7 | 2,IE+07 | 235 0,7 | 0,04 | 0,16
BPP1716 | BPP1716 | Conserved hypothetical membrane protein | 2,9E+07 7,4 3,0E+07 10,7 1,0 0,59 | 0,76
BPP1714 | BPP1714 | Putative transferase 7,0E+06 8,0 7,6E+06 16,9 1,1 0,55 | 0,73
BPP1711 |BPP1711 | Putative transferase 8,0E+06 36,9 5,2E+06 14,1 0,6 0,11 | 0,28
BPP1708 | BPP1708 | Putative transferase 1,4E+07 37,0 1,0E+07 28,0 0,8 0,29 | 0,51
BPP1706 | BPP1706 | Putative dioxygenase 1,0E+07 31,0 3,8E+06 36,6 0,4 0,02 | 0,12
BPP1705 | BPP1705 | Putative ATP-dependent helicase 4,8E+06 41,6 6,6E+06 474 1,4 0,38 | 0,59
BPP1704| argd |Amino-acid acetyltransferase 3,6E+07 35,3 2,6E+07 19,1 0,7 0,17 | 0,37
BPP1703 | BPP1703 | Probable Fe(2+)-trafficking protein 2,7E+07 11,8 2,0E+07 45,1 0,7 0,20 | 0,41
BPP1701 | BPP1701 | Putative transport protein 2,5E+07 11,6 4,0E+07 9,1 1,6 0,00 | 0,02
BPP1700| rpid Ribose-5-phosphate isomerase A 3,6E+07 30,0 5,6E+07 14,7 1,5 0,03 | 0,13
BPP1695 | BPP1695 | Uncharacterized protein 4,5E+07 19,3 4,3E+07 31,4 1,0 0,81 | 0,89
BPP1692 | BPP1692 | Polyamine-transporting ATPase 2,4E+07 27,7 3,2E+07 21,0 1,3 0,15 | 0,34
BPP1691 | BPP1691 | Putrescine-binding periplasmic protein 2,4E+07 31,4 2,2E+07 26,2 0,9 0,58 | 0,75
BPP1690| kdkA |3-deoxy-D-manno-octulosonic acid kinase | 1,4E+07 25,0 1,2E+07 15,4 0.9 0,48 | 0,66
BPP1689 | BPP1689 | Globin-like protein 2,5E+07 9,3 4,2E+07 59,9 1,7 0,22 | 0,43
BPP1688 | BPP1688 E:ﬁ;:emner membrane transport 2,0E+07 | 191 | 29E+07| 78 1,5 | 0,01 | 0,05
BPP1684 | BPP1684 | Fimbrial protein 1,1E+09 30,7 1,2E+09 54,1 1,0 0,95 | 0,98
BPP1679| paaG |Probable enoyl-CoA hydratase 5,1E+07 36,2 2,0E+07 17,7 0,4 0,02 | 0,09
BPP1678 | BPP1678 | Putative oxidoreductase 5,8E+06 10,6 na na OFF na na
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Veces

Coeficiente Coeficiente p- g-
. . de
Locus Gen Descripcion Promedio d © , Promedio d ¢ , | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe | variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP1670 orn Oligoribonuclease 8,3E+07 61,4 6,0E+07 44,8 0,7 0,45 | 0,64
BPP1667 | BPP1667 | Probable oxidoreductase 2,2E+07 40,9 2,3E+07 30,7 1,1 0,84 | 0,91
BPP1665| rplS |50S ribosomal protein L19 1,8E+08 25,9 9,1E+07 19,0 0,5 0,01 | 0,07
BPP1636 | BPP1636 | Uncharacterized protein 8,6E+07 9,2 9,2E+07 12,4 1,1 0,43 | 0,63
BPP1633 | BPP1633 | Putative lipoprotein 9,8E+07 18,1 1,3E+08 7,6 1,4 0,01 | 0,08
BPP1632 | BPP1632 | Putative peptidase 1,7E+08 10,3 1,6E+08 20,1 0,9 0,61 | 0,77
BPP1631| mrcA |Penicillin-binding protein 1A na na 8,1E+06 57,5 ON na na
BPP1626 | BPP1626 | Probable oxidoreductase 6,5E+07 6,6 6,1E+07 8,6 0,9 0,21 | 0,42
BPP1621 pmi Putative mannose-6-phosphate isomerase 1,5E+07 14,5 1,6E+07 8,5 1,1 0,18 | 0,38
BPP1619 | BPP1619 | Uncharacterized protein 1,0E+07 19,9 1,3E+07 13,3 1,3 0,04 | 0,16
BPP1618 | BPP1618 | Autotransporter 1,4E+09 254 1,1E+09 18,6 0,8 0,15 | 0,34
BPP1617 | BPP1617 | Autotransporter 8,5E+06 30,2 9,1E+07 9.3 10,8 | 0,00 | 0,00
BPP1604 | BPP1604 | Probable short-chain dehydrogenase 4 4E+07 23,8 6,2E+07 25,2 1,4 0,10 | 0,27
BPP1592 | BPP1592 | Putative exported protein 3,8E+08 8,0 2,7E+08 12,6 0,7 0,00 | 0,04
BPP1590 | BPP1590 | Putative universal stress protein 3,8E+07 12,5 2,4E+07 15,7 0,6 0,00 | 0,04
BPP1585 | BPP1585 | Uncharacterized protein 4,5E+06 23,8 2,9E+06 31,0 0,7 0,09 | 0,26
BPP1579 | BPP1579 | Uncharacterized transporter BPP1579 3,3E+06 20,0 4, 2E+06 14,1 1,3 0,08 | 0,23
BPP1568| gdhA |Glutamate dehydrogenase 5,9E+08 16,2 6,9E+08 12,3 1,2 0,17 | 0,37
BPP1562 | BPP1562 | Putative exported protein 8,7E+06 20,8 4, 9E+06 35,6 0,6 0,04 | 0,15
BPP1561 | BPP1561 | Uncharacterized protein 3,6E+07 42,0 3,7E+07 12,2 1,0 0,97 | 0,98
BPP1559 tmk Thymidylate kinase 5,1E+07 27,8 7,8E+07 15,7 1,5 0,03 | 0,12
BPP1557 | BPP1557 | Uncharacterized protein 9,5E+07 7,3 1,2E+08 8,7 1,3 0,01 | 0,05
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
. . de
L Gen Descrincion Promedio de Promedio de cambio valor | valor
ocus SCHpeIo SS variacion | SS-Fe | variacion 3S- SS- | SS-
0 0 -
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS

BPP1554| mmsB |3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase 1,3E+07 29,7 1,4E+07 23,0 1,1 0,51 | 0,69
BPP1553 | BPP1553 | Enoly-CoA hydratase 4,7E+07 13,7 4,6E+07 11,5 1,0 0,93 | 0,96
BPP1552 | BPP1552 | Probable acyl-CoA dehydrogenase 2,3E+07 17,2 1,0E+07 12,1 0,4 0,00 | 0,02
BPP1550 | BPP1550 | Uncharacterized protein 2,7E+07 14,0 2,4E+07 8,8 0,9 0,27 | 0,48
BPP1547 | BPP1547 | Putative membrane protein 8,7E+07 17,9 1,0E+08 5,2 1,2 0,13 | 0,32
BPP1544| ppsA | Phosphoenolpyruvate synthase 1,5E+08 6,9 1,9E+08 7.9 1,3 0,00 | 0,04
BPP1543 | BPP1543 | P Utative phosphoenolpyruvate synthase | ¢ (b7 | 123 | 798107 | 35 09 | 026 | 048

regulatory protein
BPP1540| IpxB |Lipid-A-disaccharide synthase 2,5E+07 5,1 2,9E+07 5,9 1,2 0,01 | 0,07
BPP1539| [pxd | ACYI-lacyl-carrier-protein]--UDP-N- 13E+08 | 20,1 | 9,1E+07| 31,6 | 07 | 008 | 023

acetylglucosamine O-acyltransferase
BPPIS3S| fubz |° Ydroxyacyl-[acyl-carrier-protein] 49E+07 | 250 | 44E+07 | 155 09 | 055073

dehydratase FabZ
BPP1537| [pxp | UPP-3-O-acylglucosamine N- 40E+07 | 84 |3,1E+07| 142 | 08 | 001 | 0,09

acyltransferase
BPP1536 | BPP1536 | Putative outer membrane protein 6,6E+08 8,7 8,3E+08 8,1 1,3 0,01 | 0,06
BPP1535| bamd ggﬂmembrane protein assembly factor | g )07 | 49 | 96E+07 | 55 12 | 001 | 0,05
BPP1534 | BPP1534 | Zinc metalloprotease 5,2E+06 38,1 7,6E+06 5.8 1.4 0,06 | 0,20
BPP1530 frr Ribosome-recycling factor 4,2E+08 8,3 3,7E+08 13,3 0.9 0,14 | 0,32
BPP1529| pyrH |Uridylate kinase 1,9E+08 11,5 2,2E+08 9,6 1,2 0,06 | 0,20
BPP1528 tsf Elongation factor Ts 6,1E+08 11,8 5,9E+08 3,2 1,0 0,52 | 0,69
BPP1527| wrpsB | 30S ribosomal protein S2 1,5E+08 7,8 9,9E+07 17,0 0,7 0,00 | 0,04
BPP1526 map Methionine aminopeptidase 4,1E+07 17,4 2,7E+07 10,3 0,7 0,01 | 0,07
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Veces

Coeficiente Coeficiente p- g-
. . de
Locus Gen Descripcion Promedio d © , Promedio d ¢ , | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe | variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP1522| purF | Amidophosphoribosyltransferase 3,3E+07 9,1 3,9E+07 15,8 1,2 0,13 | 0,31
BPP1520 | BPP1520 | Uncharacterized protein 1,7E+07 51,5 1,3E+07 67,1 0,7 0,50 | 0,68
FolC bifunctional protein [includes:
BPP1519| folC |folylpolyglutamate synthase and 2,7E+07 52,1 2,8E+07 30,7 1,1 | 0,87 | 093
dihydrofolate synthase]

BPP1464| IpdA |Dihydrolipoyl dehydrogenase 1,6E+08 10,4 1,4E+08 13,5 0.9 0,24 | 0,45
BPP1463| aceF ?e‘f%gggﬁr:igﬁ;mem ofpyrwvate |y gpio8 | 195 | 1,5E+08 | 14,0 09 | 026 | 047
BPP1462| aceE |Pyruvate dehydrogenase E1 component 6,7E+07 6,0 7,3E+07 9,2 1,1 0,18 | 0,37
BPP1461 | BPP1461 | Tw-component sensor kinase 3,1E+07 12,2 3,1E+07 43 1,0 0,93 | 0,97
BPP1460 | BPP1460 | Two-component response regulator 2,0E+08 8,1 2,1E+08 14,4 1,1 0,49 | 0,68
BPP1459| folD1 |Bifunctional protein FolD 1 9,9E+07 20,9 1,2E+08 11,9 1,2 0,22 | 0,43
BPP1458 | priC |Oligopeptidase A 2,1E+07 24,4 3,0E+07 12,6 1,5 0,02 | 0,12
BPP1454| acrB | Acriflavine resistance protein B 1,5E+07 26,9 2,1E+07 26,7 1,3 0,17 | 0,37
BPP1442 | BPP1442 | Putative gamma-glutamyltranspeptidase 4,0E+07 20,1 2,2E+07 36,0 0,6 0,02 | 0,11
BPP1436| ginB |Nitrogen regulatory protein 3 4E+07 49,0 4,8E+07 62,4 1.4 0,47 | 0,65
BPP1435| BPP1435 | Putative NAD synthetase 1,8E+07 44,8 3,0E+07 17,1 1,7 0,03 | 0,14
BPP1434 | BPP1434 | Putative membrane transport protein 1,6E+07 26,5 2,8E+07 8,7 1,8 0,00 | 0,03
BPP1433| argH |Argininosuccinate lyase 3,5E+07 41,7 3,9E+07 39,5 1,1 0,71 | 0,84
BPP1432 | BPP1432 | Uncharacterized protein 1,9E+07 9,0 4 2E+07 40,0 2,2 0,03 | 0,14
BPP1430 | BPP1430 | Putative membrane transport ATPase 3,8E+07 16,9 6,9E+07 52,9 1,8 0,15 | 0,35
BPP1429 | BPP1429 | Wative amino-acid ABC transporter, 32E+09 | 7,7 | 33E+09 | 319 1,0 | 086 | 093

periplasmic amino acid-binding protein
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Veces

Coeficiente Coeficiente p- g-
) ) de
L Gen Descrincion Promedio de Promedio de cambio valor | valor
ocus SCTIpClo SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
0 Y -
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS

BPP1428 | BPP1428 | FPutative amino-acid ABC transporter, 306407 | 400 |33E+07| 508 L1 | 083|091

permease protein
BPP1427 | BPP1427 | Futative amino-acid ABC transporter, 12E+08 | 129 | 1SE+08 | 127 12 | 0,09 | 025

ATP-binding protein
BPP1422 | BPP1422 | Putative exodeoxyribonuclease II1 2,1E+07 12,8 1,5E+07 48.4 0,7 0,18 | 0,37
BPP1410| /inM18 |Bacteriocin 2,0E+08 4,8 1,2E+08 4,8 0,6 0,00 | 0,00
BPP1409 | BPP1409 | Uncharacterized protein 3,7E+07 37,0 1,4E+07 53,4 0,4 0,02 | 0,11
BPP1393 | BPP1393 | Putative lipoprotein 5,8E+07 6,0 5,2E+07 6,5 0,9 0,05 | 0,18
BPP1392 | BPP1392 | Probable short-chain dehydrogenase 2,4E+06 15,2 4,6E+06 25.5 1,9 0,03 | 0,13
BPP1384 | BPP1384 | Putative exported protein 6,0E+07 35,2 8,0E+06 39,5 0,1 0,01 | 0,07
BPP1376 | BPP1376 ;‘;ﬁgze el SO sl 12E+07 | 56,2 na na OFF | na | na
BPP1373 | BPP1373 fer;fﬁ?i‘? LysR-family transcriptional AOF+06 | 40,1 | 5.8E+06 | 164 12 | 046 | 0,65
BPP1372 | BPP1372 | Frobable 3-hydroxybutyryl-CoA 2,1E+07 28,0 | 2,0E+07 17,0 0,9 | 0,79 | 0,88

dehydrogenase
BPP1371 | BPP1371 | Putative exported protein 4,3E+07 13,7 3,5E+07 93 0,8 0,05 | 0,17
BPP1366| amaB | \-carbamoyl-L-amino acid LIE+07 | 88 | 12B+07| 7.1 1.0 | 048 | 0.67

amidohydrolase
BPP1358 gor Glutathione reductase 1,4E+07 8,8 1,0E+07 29,3 0,7 0,10 | 0,27
BPP1356| aroG Z&Zﬁgggzdehydm% -deoxyheptonate 2,7E+07 364 | 1,5B+07 | 36,7 0,6 | 0,08 | 0,23
BPP1338 | BPP1338 | Putative exported protein 4,6E+07 65,6 3,9E+07 56,7 0,8 0,72 | 0,84
BPP1332 | BPP1332 | Putative exported protein 2,3E+08 21,2 2,7E+08 14,5 1,2 0,18 | 0,38

3
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
) . de
L G Descrincion Promedio de Promedio de cambio valor | valor
ocus en SCTpelo SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
0 0 -
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP1268 | BPP1268 f;lgﬁ;:ngetR'famﬂy transcriptional 34E+06 | 143 | 44E+06 | 315 13 | 023|045
BPP1259| guaA |GMP synthase [glutamine-hydrolyzing] 8,5E+07 14,3 8,1E+07 11,0 0.9 0,55 | 0,72
BPP1258| guaB |Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase | 2,2E+08 7.9 2,0E+08 15,6 0,9 0,28 | 0,49
BPP1245 | BPP1245 | Uncharacterized protein 2,6E+07 10,7 1,3E+07 15,7 0,5 0,00 | 0,01
BPP1244 | BPP1244 | Putative peptidase 1,5E+07 40,2 8,8E+06 38,7 0,6 0,13 | 0,31
BPP1243| fhaS |Adhesin 5,1E+07 160,2 7,4E+07 164.4 1,4 0,78 | 0,88
BPP1242| purL f;i’;‘:;‘e’“bOSylfomylglycmamldme 4,4E+07 12,4 | 59E+07 | 16,1 1,3 | 0,03 0,14
BPP1238| greB |Transcription elongation factor GreB 8,3E+06 46,3 1,2E+07 11,4 1,5 0,15 | 0,34
BPP1236 | BPP1236 | Probable hydrolase 1,2E+07 37,1 2,3E+07 26,5 1,9 0,05 | 0,18
BPP1230| carp | C2rbamoyl-phosphate synthase 87TE+07 | 59 | 80E+07| 159 | 09 | 034055
(glutamine-hydrolyzing)

BPP1229| card Sﬁ‘;}’namoyl'ph‘”phate synthase small 83E+07 | 257 | 96E+07| 46 12 | 029 | 0,50
BPP1228 tal Transaldolase 8,5E+07 16,1 1,0E+08 12,5 1,2 0,12 | 0,30
BPP1223| recR |Recombination protein RecR 7,7E+06 44,6 3,6E+06 37,2 0,5 0,12 | 0,29
BPP1222 | BPP1222 | Nucleoid-associated protein BPP1222 4,6E+07 64,2 8,1E+07 18,0 1,7 0,10 | 0,26
BPP1221| dnaX |DNA polymerase III subunit Tau 2,5E+07 5,9 2,3E+07 22,3 0,9 0,45 | 0,64
BPP1220 | BPP1220 | Putative nuclease/helicase 6,0E+06 6.0 8,1E+06 28.4 1,3 0,20 | 0,40
BPPI210| ihG fﬁgiﬁ:’f acetolactate synthase large TAE+07 | 188 | 42E+07| 517 0.6 | 005|017
BPP1209| gcdH |Glutaryl-CoA dehydrogenase 1,4E+07 42,4 na na OFF na na
BPP1206 | BPP1206 | Putative ATP-binding component of ABC | 5,0E+07 15,1 4,4E+07 6,1 0,9 0,17 | 0,37
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Veces

Coeficiente Coeficiente p- g-
. . de
Locus Gen Descripcion Promedio d © , Promedio d ¢ , | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
transporter
BPP1204 | BPP1204 gfgi‘etge A TG ITAEREPERING || o g 8,5 na na OFF | na | na
BPP1198| purE | \>-carboxyaminoimidazole 8,2E+07 12,8 | 9,1E+07 6,9 1,1 | 0,19 | 039
ribonucleotide mutase
BPP1194| purc | Fnosphoribosylaminoimidazole- 6,7E+07 10,1 | 7,6E+07 9,4 1,1 | 0,14 | 033
succinocarboxamide synthase
BPP1192|  fba Fructose-bisphosphate aldolase 1,9E+08 4,2 1,3E+08 8,2 0,7 0,00 | 0,01
BPP1185 | BPP1185 | Uncharacterized protein 8,1E+06 334 1,2E+07 52,7 1,5 0,31 | 0,52
BPP1181 | BPP1181 | Putative exported protein 3,6E+07 29,4 4,3E+07 21,3 1,2 0,38 | 0,59
BPP1180| mog |Molybdopterin biosynthesis protein 2,9E+07 6,7 4 4E+07 12,9 1,5 0,00 | 0,03
BPP1179| pitd Probable phosphate transporter 1,9E+07 103,5 1,1E+07 20,2 0,6 0,51 | 0,69
BPP1175| c¢bpA |Curved DNA-binding protein 4,5E+07 25,8 3,5E+07 8,8 0,8 0,15 | 0,34
BPP1170| BPP1170 | Uncharacterized protein 4,1E+07 38,3 1,5E+08 11,6 3,7 0,00 | 0,00
BPP1169 | BPP1169 | Phosphate acetyl/butaryl transferase 2,0E+07 35,4 6,7E+07 38,3 34 0,01 | 0,08
BPP1168| ackA |Acetate kinase 1,5E+07 41,5 2,8E+07 28.8 1,9 | 0,06 | 0,20
BPP1167| fabl ‘[E;IIZ%'IEI?"YI'Camer'p“’tem] TR o na | 20E+07| 502 | ON | na | na
BPP1165| gap |Occraldehyde-3-phosphate 27E+08 | 93 | 2.8E+08 | 89 1,0 | 068|082
dehydrogenase
BPP1164 thtA Transketolase 1 9,1E+07 6,2 9,9E+07 5,5 1,1 0,07 | 0,22
BPP1162 | BPP1162 | Uncharacterized protein 3, 1E+07 58,1 5,4E+07 3,1 1,8 0,04 | 0,16
BPP1160| maeB |NADP-dependent malic enzyme 1,9E+08 9,9 2,0E+08 14,0 1,0 0,68 | 0,82
BPP1158 | BPP1158 | Probable aminotransferase 2,3E+07 15,4 2,1E+07 7,6 0,9 0,45 | 0,64
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
. . de
Locus Gen Descripeion Promedio fie 5 Promedio fie | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe | variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP1156| ubiD f;;’;;aprenyl'4'hydr°"ybenzoate carboxy- | 4og+07 | 46 | 33E+07| 179 | 08 | 002 0,11
BPP1155|BPP1155 | Uncharacterized protein 3,5E+07 31,8 4,5E+07 13,6 1,3 0,18 | 0,37
BPP1154 | BPP1154 | Putative membrane protein 1,0E+07 48.4 1,4E+07 67,9 1,4 0,49 | 0,67
BPP1153 | BPP1153 | Putative membrane protein 1,2E+09 8,9 1,6E+09 7,1 1,3 0,00 | 0,04
BPP1152 | BPP1152 | Putative membrane protein 1,1E+08 21,2 8,5E+07 11,0 0,8 0,10 | 0,27
BPP1151| c¢ysG | Siroheme synthase 1,5E+07 32,5 9,1E+06 64,8 0,6 0,20 | 0,40
BPP1149 upp Uracil phosphoribosyltransferase 7,3E+07 8,0 5,6E+07 18,3 0,8 0,03 | 0,13
BPP1147| qued |>;2denosylmethionine:tRNA 1,8B+07 | 13,9 | 1,7E+07 | 564 09 | 072|084
ribosyltransferase-isomerase

BPP1146 tgt Queuine tRNA-ribosyltransferase 1,8E+07 21,5 2,1E+07 14,0 1,2 0,21 | 0,42
BPP1145 | BPP1145 | Putative secreted protein 1,7E+09 224 1,3E+09 16,0 0,8 0,11 | 0,28
BPP1144| secD |Protein translocase subunit SecD 1,4E+08 8,8 1,5E+08 2,8 1,1 0,09 | 0,26
BPP1143| secF | Protein-export membrane protein SecF 7,0E+07 5,6 7,1E+07 7,1 1,0 0,69 | 0,83
BPP1140 | BPP1140 | PhoH-like protein 3,5E+07 18,5 2,3E+07 15,7 0,7 0,02 | 0,10
BPP1138| corC |Magnesium and cobalt efflux protein 2, 7E+07 34,8 2,5E+07 354 1,0 0,87 | 0,93
BPP1136 | BPP1136 | Putative aldo/keto reductase 1,7E+07 333 2,3E+07 11,3 1,4 0,10 | 0,27
BPP1123 | BPP1123 | Putative exported protein 5,7E+07 89,7 2,5E+08 9,6 4.4 0,00 | 0,01
BPP1122 | BPP1122 | Putative exported protein 5,2E+07 98,1 2,0E+08 37,8 39 0,03 | 0,14
BPP1118 | BPP1118 | AhpC/TSA-family protein 2,1E+07 25,7 4,1E+07 29.9 1,9 0,03 | 0,12
BPP1116 | BPP1116 | Putative hydrolase 2,3E+07 47,1 3,1E+07 44,6 1,4 0,39 | 0,59
BPP1113| moaD |Molybdopterin converting factor 3,8E+07 38.2 42E+07 56,3 1,1 0,77 | 0,87
BPP1112| moaE |Molybdopterin converting factor 3,5E+07 15,4 2,6E+07 33,6 0,7 0,13 | 0,31
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
. . de
Locus Gen Descripeion Promedio fie 5 Promedio fie | cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe | variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP1111| moaB xggitl’ldgnum cofactor biosynthesis 3,4E+07 6,2 3,7E+07 | 17,1 1,1 | 045 0,64
BPP1110| moed xggitl’ld"pterm cofactor biosynthesis SSE+07 | 42 | S6E+07| 95 1,0 | 0,65 | 0,80
BPP1099 | BPP1099 | Putative universal stress protein 5,6E+07 10,5 5,8E+07 21,1 1,0 0,75 | 0,86
BPP1090 | BPP1090 | Exported SurF1-family protein 1,9E+06 12,5 1,2E+06 40,9 0,7 0,07 | 0,20
BPP1089 | BPP1089 | Putative oxidoreductase 7,2E+07 21,0 7,7E+07 9,2 1,1 0,59 | 0,75
BPP1085 | BPP1085 | Putative exported protein 3,5E+06 106,4 3,2E+07 74,9 9,1 0,10 | 0,27
BPP1084 | BPP1084 | UPF0234 protein BPP1084 7,4E+07 7,4 9,0E+07 29,0 1,2 0,26 | 0,48
BPP1076 | BPP1076 | Putative exported protein 6,4E+08 10,9 1,1E+09 35,1 1,7 0,06 | 0,20
BPP1067| cyoA |Putative ubiquinol oxidase polypeptide I | 2,9E+07 13,4 2,3E+07 16,0 0,8 0,06 | 0,20
BPP1066 | BPP1066 fe“gti;grtwo COMPpONENt SYStem response | 3 gp1 g7 | 193 | 3,6E407 | 30,6 0,9 | 063|079
BPP1064 | BPP1064 | Putative exported protein 6,2E+08 23,6 6,2E+08 9,6 1,0 0,95 | 0,98
BPP1048 | BPP1048 | Uncharacterized protein 5,1E+07 494 7,2E+07 45,5 1.4 0,36 | 0,56
BPP1047 | BPP1047 | Putative lipoprotein 2,6E+07 9,1 3,3E+07 30,6 1,3 0,24 | 0,45
BPP1038 | BPP1038 | Adenine deaminase 9,9E+06 12,9 7,2E+06 62,8 0,7 0,29 | 0,51
BPP1033 lon Lon protease 2,2E+07 274 3,6E+07 18,2 1,6 0,02 | 0,10
BPP1031 | BPP1031 | Putative exported protein 8,9E+07 58.5 7,7E+07 40,2 0.9 0,70 | 0,83
BPP0985 | BPP09S5 | Uncharacterized protein 3,1E+07 6,3 2,5E+07 2.9 0,8 0,00 | 0,02
BPP0984 | BPP0984 | Uncharacterized protein 2,1E+07 69,2 6,8E+06 8,9 0,3 0,10 | 0,26
BPP0983 | BPP0983 | Putative exported protein 1,4E+07 34,8 na na OFF na na
BPP0645 | BPP0645 | Uncharacterized protein 1,4E+07 14,5 1,1E+07 17,5 0,8 0,08 | 0,23
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
. . de
L Gen Descrincion Promedio de Promedio de cambio valor | valor
ocus SCHpelo SS variacion SS-Fe variacion 3S- SS- | SS-
0 0 -
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP0640 | BPP0640 | Luciferase-like monooxygenase 6,9E+06 44,2 5,3E+06 31,3 0,8 0,37 | 0,58
BPP0629 | BPP0629 | Putative lipoprotein 6,2E+06 443 2,0E+06 15,8 0,3 0,02 | 0,11
BPP0621 | BPP0621 | Uncharacterized protein 3,4E+07 19,8 2,9E+07 24,1 0,9 0,40 | 0,60
BPPO615| erfd f&ﬁiﬁiﬂ transfer flavoprotein alpha- 206407 | 164 | 29E+07 | 17,9 15 | 002012
BPP0613 | BPP0613 | Putative acyl-CoA dehydrogenase 8,5E+07 22,5 5,2E+07 8,8 0,6 0,02 | 0,09
BPP0570 | BPP0570 | TetR family regulatory protein 3,8E+07 21,3 3,9E+07 11,0 1,0 0,87 | 0,93
BPP0523 | BPP0523 | Putative DNA-binding protein 3,7E+06 20,3 3,0E+06 50,0 0,8 0,53 | 0,70
BPP0505| #mB |tRNA (guanine-N(7)-)-methyltransferase 8,3E+06 28,8 1,1E+07 52,8 1,4 0,38 | 0,58
BPP0503 | BPP0503 | Uncharacterized protein 1,3E+07 54,4 1,6E+07 40,9 1,2 0,55 | 0,73
BPP0502 | BPP0502 | Putative membrane protein 1,5E+08 17,7 4,2E+08 75,0 2,8 0,14 | 0,32
BPP0501 fh Signal recognition particle protein 3,2E+07 33 3,4E+07 10,7 1,1 0,32 | 0,53
BPP0500 | BPP0500 | Putative membrane protein 1,0E+07 39,0 2,3E+07 18,2 2.3 0,00 | 0,04
BPP0497 | BPP0497 | Probable glutathione S-transferase 6,0E+07 17,2 7,.9E+07 23,0 1,3 0,12 | 0,30
BPP0496| htpG | Chaperone protein HtpG 6,8E+08 73,7 7,7E+08 53,5 1,1 0,79 | 0,88
BPP0481 | BPP04S] fg‘gﬁ{gﬁ;em‘famﬂy transcriptional 33E406 | 31,1 | 41E+06 | 26,4 12 ]032 053
BPP0480 | BPP0480 | Uncharacterized protein 9,7E+06 42.8 8,9E+06 55,2 0,9 0,80 | 0,88
BPP0470 | BPP0470 fe“gtiggr(}mR'famﬂy transcriptional 04E+06 | 312 | 12E407 | 278 13 ]032 053
BPP0460 | BPP0460 | Zinc-binding dehydrogenase 2,5E+07 6,4 2,5E+07 8,0 1,0 0,71 | 0,83
BPP0458 | BPP0458 | Alkyl hydroperoxide reductase AhpD 1,8E+09 12,2 2,3E+09 6,2 1,2 | 0,02 | 0,09
BPP0452 | BPP0452 | Autotransporter 1,7E+09 16,2 1,6E+09 15,0 1,0 0,74 | 0,86
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Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
. . de
Locus Gen Descripcion Promedio d © , Promedio d ¢ , cambio valor | valor
SS variacion SS-Fe | variacion 3S- SS- | SS-
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS

BPP0444 | BPP0444 | UPF0339 protein BPP0444 8,9E+05 40,2 8,4E+05 61,2 0,9 0,90 | 0,95
BPP0439 | BPP0439 | Putative potassium channel protein 7,5E+06 60,5 8,8E+06 49,2 1,2 0,70 | 0,83

BPP0436 | BPP0436 | LysR family regulatory protein 4,0E+06 20,3 na na OFF na na
BPP0429| ilvDIl |Dihydroxy-acid dehydratase 1 6,3E+07 21,8 2,8E+07 9,6 0,4 0,00 | 0,03
BPP0419| queC |7-cyano-7-deazaguanine synthase 2,1E+07 23,9 1,4E+07 46,6 0,6 0,14 | 0,33
BPP0418 ppc Phosphoenolpyruvate carboxylase 1,7E+07 17,2 1,8E+07 13,7 1,1 0,38 | 0,59
BPP0417| sphBl |Autotransporter subtilisin-like protease 6,4E+07 35,2 5,5E+07 13,7 0,9 0,47 | 0,66
BPP0413 | BPP0413 | Probable transcriptional regulator 1,2E+07 16,1 1,1E+07 17,1 0.9 0,43 | 0,63
BPP0411 catJ |3-oxoadipate CoA-transferase subunit B 1,6E+07 10,1 8,8E+06 16,3 0,5 0,00 | 0,02
BPP0409 | BPP0409 | Uncharacterized protein 3,8E+07 28,1 2,4E+07 59,8 0,6 0,20 | 0,41
BPP0408 | catD2 |3-oxoadipate enol-lactone hydrolase 2,8E+07 10,8 1,9E+07 20,7 0,7 0,01 | 0,06
BPP0405 | BPP0405 | Putative exported protein 7,0E+07 1471 1,7E+08 83,5 2.4 0,38 | 0,59
BPP0404 | BPP0404 | Carbonic anhydrase 8,8E+07 18,8 4,8E+07 14,8 0,5 0,00 | 0,04
BPP0402 | BPP0402 Egg;;;e;ﬁfﬁed":ham amino acid 3AE+07 | 157 | 30E+07 | 62 09 | 0,18 037

BPP0401 | BPP0401 | P Uative LysR-family transcriptional 1,7E407 | 292 na na OFF | na | na

regulator

BPP0395 cysl | Putative sulfite reductase 1,4E+08 40,8 1,8E+07 441 0,1 0,01 | 0,05
BPP0392 | BPP0392 | Uncharacterized protein 6,6E+07 10,9 7,1E+07 6.2 1,1 0,31 | 0,52
BPP0385| wubiX |Flavin prenyltransferase UbiX 9,4E+06 57.4 6,1E+06 60,8 0,6 0,38 | 0,58
BPP0384 | BPP0384 | Glutaredoxin 5,5E+07 27,3 4,6E+07 10,3 0,8 0,33 | 0,54
BPP0382| prf4 Peptide chain release factor 1 5,0E+07 35,4 2,6E+07 48,4 0,5 0,07 | 0,21
BPP0378 | BPP0378 | Uncharacterized protein 7,4E+06 37,0 6,5E+06 37,9 0,9 0,65 | 0,80

177




Coeficiente Coeficiente Veces p- g-
) . de
Locus Gen Descrincion Promedio de Promedio de cambio valor | valor
P SS variacion SS-Fe variacion 3S SS- | SS-
0 0 B -
[%] SS [%] SS-Fe Fe/SS Fe/SS | Fe/SS
BPP0376 | BPP0376 | Transcriptional regulatory protein 2,6E+07 19,5 1,7E+07 224 0,7 0,04 | 0,16
BPP0360 | BPP0360 | LysR family regulatory protein 8,9E+06 17,9 1,1E+07 12,2 1,2 0,18 | 0,37
BPP0357 | BPP0357 | Transcriptional regulator na na 4,0E+06 16,1 ON na na

Las proteinas con niveles modificados entre las muestras se encuentran sombreadas.
Na = No detectado
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Capitulo 3
Evaluacion de la capacidad protectora de AfuA e

IRP1-3 contra infecciones de B. parapertussis






3. EVALUACION DE LA CAPACIDAD PROTECTORA DE AFUA E IRP1-3

CONTRA INFECCIONES DE B. PARAPERTUSSIS

3.1. Introduccion

El estudio de las proteinas expresadas por un patdégeno en condiciones de entorno
que simulan las condiciones enfrentadas por la bacteria durante la infeccion, ha sido
utilizada con éxito tanto para la identificacion de factores de virulencia como de proteinas
antigénicas que podrian ser utilizadas como candidatos vacunales [1].

Particularmente, en la busqueda candidatos vacunales contra Bordetella pertussis
nuestro grupo recurrid al estudio del fenotipo inducido por la limitaciéon en hierro, que es la
condicion de estrés mas importante in vivo y que induce cambios significativos en el
fenotipo bacteriano [2—5]. Para ello, se estudiaron proteinas de membrana externa cuya
expresion se vio aumentada en respuesta a la limitacion de hierro y se seleccionaron
aquellas reconocidas por sueros de humanos infectados con el fin de seleccionar solo
aquellas que se expresan durante la infeccion e inducen anticuerpos en el hospedador [2].
La seleccion de proteinas de membrana externa estd relacionada con la necesidad de
introducir antigenos que induzcan anticuerpos opsonizantes con el fin de mejorar la
proteccion brindada por las nuevas vacunas. Cabe recordar que la opsonizacion mediada
por anticuerpos es critica para inducir actividad celular bactericida en las células inmunes y
evitar en establecimiento de nichos de persistencia intracelular [6,7]. Las proteinas que
cumplieron con esta condicion fueron clonadas y expresadas en Escherichia coli para su

posterior evaluacion. De las tres seleccionadas solo dos resultaron buenos candidatos
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vacunales, con capacidad tanto para proteger en formulaciones monovalentes como para
incrementar la capacidad protectora de las vacunas acelulares actualmente en uso. Estas dos
proteinas tienen homologos en B. parapertussis y reciben los nombres de, AfuA
(BP1605/BPP2980) e IRP1-3 (BP1152/BPP3193).

Como ya se ha mencionado, el aumento en la vigilancia de la tos convulsa ha
demostrado que existe una mayor prevalencia de infecciones de B. parapertussis de lo
previamente documentado, causando entre el 1 y el 35% de los casos de tos convulsa [8] y
siendo muy frecuente en nifios en edad escolar [9]. La enfermedad se ha vuelto mas
prevalente en los ultimos afios en algunos paises con altas tasas de vacunacion, paises que
han incorporado la vacuna acelular casi exclusivamente en sus calendarios de vacunacion.
En particular se ha observado que B. parapertussis fue la principal causante de diversos
brotes de tos convulsa en Estados Unidos [8,10]. En este contexto el control de la tos
convulsa requiere de nuevas vacunas que sean seguras como lo son las acelulares pero que
protejan mejor no solo contra B. pertussis sino también contra B. parapertussis.

Como se ha mencionado previamente las vacunas acelulares actualmente en uso en
todo el mundo se componen de entre 3 y 5 antigenos de B. pertussis purificados. La
aparicion de variantes polimorficas de estos antigenos vacunales e incluso la desaparicion
de algunos de ellos en cepas circulantes de B. pertussis ha confirmado la inmunoseleccion
de cepas dirigida por vacunacion [11]. El ejemplo mas paradigmatico es el caso de
pertactina (prn), un autotransportador que ha sido descrito como el nico antigeno blanco
de opsoninas entre los incluidos en las formulaciones y que tiene una funcion discutida en
la patogenicidad de la bacteria [12,13]. En primer lugar, se observaron cambios de
secuencia en regiones inmunodominantes [11,14] y, posteriormente, la aparicion de cepas

que no expresan dicho antigeno [15]. Con el tiempo, éstas cepas se volvieron prevalentes en
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aquellos paises donde solo se aplica la vacuna acelular [16] y hoy son prevalentes en todo
el mundo [15-19].

Las vacunas acelulares estan formuladas por una combinacion de PT, Prn, FHA y
Fim. B. parapertussis expresa homologos de Prn, FHA y Fim pero que presentan
diferencias en regiones inmunodominante [20] lo cual, sumado al efecto de apantallamiento
del antigeno O [21], ha dado como resultado la falta de proteccion cruzada de estas vacunas
contra B. parapertussis. A esto se le suma la reciente aparicion de aislados clinicos de B.
parapertussis que no expresan pertactina [15] y que tendrian, entonces, mayor capacidad
para sobrevivir en la poblacion vacunada.

AfuA e IRP1-3, los dos nuevos antigenos previamente mencionados, a diferencia de
pertactina y FHA tienen un grado de similitud muy alto a nivel de secuencia entre B.
pertussis Tohama 1y B. parapertussis 12822 (mas del 99%). Se ha observado que estas
proteinas se han conservado en todas las cepas circulantes de B. pertussis [22,23],
probablemente porque ambas son parte de sistemas de captura de hierro de alta afinidad,
vitales para la bacteria durante la infeccion. AfuA es homdloga a las proteinas HitA de
Haemophilus influenza, y FbpA de Neisseria gonorrhoeae y Neisseria meningitidis.
Predicciones bioinformaéticas sugirieron que AfuA es una proteina transportadora y parte de
un sistema tripartito junto con BPP2981 y BPP2982. De acuerdo a Armstrong y col. [24] el
sistema AfuABC, no es especifico para una sola fuente de hierro, sino que es necesario para
la utilizacion de hierro férrico inorgéanico y complejos férricos de alcaligina, enterobactina,
ferricromo y desferrioxamina B en B. pertussis [25]. Al estudiar el entorno genémico de
estos marcos de lectura se observa que existe, tanto en el genoma de B. pertussis como en
el de B. parapertussis, un sitio de union a la proteina Fur cerca del promotor, que explica la

regulacion por hierro de este operdn. El transporte de hierro por FbpA en Neisseria ocurre
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de la siguiente manera. TbpAB, un receptor de transferrina de superficie dependiente de
TonB, se une a la transferrina, remueve el hierro y lo transporta a través de la membrana
externa hacia el periplasma, donde se une a la proteina FbpA. El receptor TbpA interactia
preferentemente con apo-FbpA en el lado interno de la membrana externa y libera holo-
FbpA, que transporta el hierro al transportador de membrana interno FbpBC para la
captacion citosolica [26]. La lactoferrina esta presente en la mucosa respiratoria y es la
proteina que vehiculiza el hierro complejado evitando concentraciones de hierro libre en
mucosa compatibles con la proliferacion de bacterias incapaces de capturar hierro
complejados por proteinas como la lactoferrina [27]. La mucosa es ambiente de
colonizacion de los patdgenos que, como B. parapertussis, infectan el tracto respiratorio,
por lo que AfuA es una proteina clave en la infeccion.

El antigeno IRP1-3, en cambio, corresponde al primer marco de lectura del operdén
denominado ftrABCD, que esta involucrado en el transporte de iones ferrosos de manera
TonB independiente. El transporte de hierro ferroso se asocia generalmente con
condiciones ambientales como baja concentracion de oxigeno y bajo pH. ftrA (o IRP1-3) es
una proteina exportada putativa de 19,3 kDa anotada como un miembro de una familia de
proteinas periplasmicas bacterianas que se cree que funcionan en el transporte de hierro
ferroso de alta afinidad (Pfam PF10634). Un andlisis de secuencia mas profundo muestra
que esta proteina conserva los residuos de coordinacion de cobre y hierro identificados en
estructuras cristalinas de un homologo, la proteina P19 de Campylobacter jejuni. B.
pertussis necesita el operon firABCDE para crecer en condiciones de acidez leve (pH 6)
[28]. La funcioén de este transportador en la infeccion podria estar dada por la sobrevida

intracelular de B. pertussis y B. parapertussis, ya que segun resultados previos [6,29],
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ambas especies persisten intracelularmente en endosomas tempranos cuyo pH es levemente
acido [6,29,30].

En el capitulo anterior, al estudiar el proteoma de B. parapertussis limitada en
hierro encontramos la proteina AfuA significativamente aumentada. El aumento de IRP1-3,
por su parte, no resulto significativo, algo sorprendente porque en el caso de B. pertussis el
aumento de IRP1-3 en limitacion de hierro fue superior a 50 veces la abundancia de ésta
proteina en bacterias cultivadas en exceso de hierro [2]. Es posible que la funcionalidad de
este sistema esté ligada a la especie.

Debido a que nuestro grupo de investigacion trabaja en la formulaciéon de una
vacuna acelular que brinde mayor proteccidon contra B. pertussis pero también proteja
contra B. parapertussis, y que tanto AfuA e IRP1-3 tiene una muy alta homologia de
secuencia entre ambas especies, ambas proteinas recombinantes producidas en E. coli a
partir de genes clonados de B. pertussis fueron evaluadas en su capacidad de brindar

proteccion contra B. parapertussis.
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3.2. Materiales y Métodos
3.2.1. Cepas bacterianas, condiciones de cultivo y limitacion

Para los estudios realizados en este capitulo, se empled la cepa Bordetella
parapertussis CN2591 y una cepa isogénica defectiva en la expresion de antigeno O
(BppAwbm) [31]. Las bacterias fueron cultivadas en placas de Agar Bordet Gengou (DIFCO
Laboratories, Detroit, Michigan), suplementada con 15% v/v de sangre desfibrinada de
carnero (ABGs), por 2 dias a 37°C. Al cabo de este tiempo se repicd en una nueva placa
ABGs y se cultivo a 37°C durante 20 hs. Del cultivo en medio so6lido se extrajo el indculo
para el cultivo en medio liquido Stainer-Scholte (SS).

Para obtener B. parapertussis limitada en hierro, la misma se cultivdo en medio SS
en condiciones de exceso de hierro (SS) y de limitacion de hierro (SS-Fe), como se
describio previamente [32]. Brevemente, después de 20 horas en placa, las bacterias se
subcultivaron en medio liquido SS y se mantuvieron en condiciones de agitacion a 37°C
durante 24 h. Luego, las células se recolectaron mediante centrifugacion (10000 x g durante
15 minutos a temperatura ambiente), se lavaron con solucion salina estéril libre de hierro y
se usaron para inocular SS (36 uM de hierro) y SS sin adicion de FeSO4.7H,0. Las
bacterias se cultivaron a 37°C durante 20 h, se subcultivaron una vez en los medios de
cultivo respectivos hasta la fase exponencial tardia. La presencia de siderdforos en los
sobrenadantes de cultivo de B. parapertussis cultivados en medio sin hierro se estudiaron
mediante el ensayo de cromo azurol S (CAS) y se usaron para confirmar el crecimiento
limitado en hierro [33].

Para la obtencidén de proteinas recombinante se empled la cepa de E. coli BL21-
CodonPlus (DE3)-RIL transformada con los plasmidos pET28a con los marcos de lectura

de AfuA o IRPI-3 obtenidos como se describido previamente [22,23]. La misma fue
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cultivada en medio Luria Bertani (LB) a 37°C suplementada con 50 pg/ml de kanamicina y

50 pg/ml de cloranfenicol.

3.2.2. Sueros y anticuerpos

Ademas de las anticuerpos obtenidos como se describe en apartados siguientes, en
este capitulo se utilizaron sueros de ratones infectados con B. parapertussis obtenidos como
se describid en el capitulo anterior y sueros de ratones vacunados con rAfuA o rI[RP1-3
obtenidos como se describid previamente [22,23]. Se utilizaron también anticuerpos de
cabra anti-IgG de ratoén conjugados con HRP (Jackson Immuno Research, BaltimorePike,
Pensilvania) para ELISA y anticuerpos de cabra anti-IgG de raton conjugados con
ficoeritrina (PE) (Jackson Immuno Research) para la citometria. Los sueros de conejo
contra B. parapertussis fueron obtenidos se describié en [34]. 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 conejo conjugados con FITC (ambos de Jackson
ImmunoResearch) fueron utilizados para doble marcacion. Para los ensayos de inmunoblot,
anticuerpos de cabra anti-IgG de raton conjugados con fosfatasa alcalina (Jackson Immuno

Research) fueron utilizados.

3.2.3. Células
Neutrofilos de sangre periférica fueron aislados de sangre humana utilizando
gradientes de centrifugacion Ficoll-Histopaque (Sigma, St. Louis, Misuri). Los globulos

rojos remanentes en la suspension de polimorfonucleares (PMN) fueron removidos por lisis
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hipotonica. Los neutréfilos fueron lavados dos veces con DMEM suplementado con 0,2%

p/v de BSA (Sigma) y utilizados inmediatamente.

3.2.4. Produccion de proteinas recombinantes

La induccion y purificacion de cada una de las proteinas recombinantes se llevo a
cabo segln se describid previamente [22,23]. Para la induccion de la expresion de rAfuA 'y
rIRP1-3, las bacterias E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIL transformadas con pET28acon
el marco de lectura de AfuA o IRP1-3 fueron cultivadas a 37°C hasta alcanzar una DOgs
0,4, momento en el cual se agregd isopropil-B-D tiogalactopiranosido (IPTG) a una
concentracion final 0,5 mM y se continud el cultivo durante 3 hs. Debido a que las
proteinas se encuentran formando cuerpos de inclusion, se procedi6 de la siguiente manera
para su purificacion. Las bacterias fueron centrifugadas y resuspendidas en un buffer
conteniendo tris 50 mM, EDTA 5 mM, sacarosa 5% p/v a pH 8 y lisadas mediante tres
pasajes por prensa francesa. Los restos celulares se lavaron con un buffer con 2% de triton
X-100 y se resuspendieron en PBS. Después de homogeneizar la muestra, se agrego triton
X-114 a una concentracion final de 1% v/v para eliminar una posible contaminaciéon con
LPS, y se agito por 1 minuto. Luego, la muestra se coloc6 en hielo por 5 minutos y se pasé
a un bafio termostatico a 56°C por un minuto. Finalmente, se centrifugdé a 13000 rpm por 7
min para separar las fases, encontrandose los cuerpos de inclusion en el precipitado. Estos
se lavaron con una solucion de tris 50mM, EDTA 5mM y urea 2M. Para facilitar la
solubilizacion de las proteinas, los cuerpos de inclusion fueron recuperados por
centrifugacion y suspendidos en buffer desnaturalizante conteniendo 50 mM

Na,HPO4.2H,0, 300 mM NaCl, 8 M urea, 10 mM imidazol, pH 7,4. Los restos fueron
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eliminados por centrifugacion a 10000 x g por 20 min. Cada una de las proteinas
recombinantes (en el sobrenadante) fue luego purificada por afinidad en una columna
cargada con una resina de cobalto (HisPurTM Cobalt Resin, Pierce, Rockford, Illinois)
previamente equilibrada con buffer desnaturalizante. La columna fue lavada con el mismo
buffer para eliminar las proteinas no unidas y la elucioén de las proteinas recombinantes fue
realizada con buffer 50 mM Na,HPO4.2H,0, 300 mM NaCl, 8 M urea, 150 mM imidazol,
pH 7.4. La pureza de cada una de las proteinas fue analizada mediante SDS-PAGE 10%.
Las proteinas fueron dializadas y liofilizadas. La concentracion de LPS en las proteinas
purificadas, determinada mediante Limulus amoebocyte lysate (Sigma), indicd que todas

las preparaciones contenian menos de 0,25 unidades de endotoxina/pg de proteina.

3.2.5. Inmunizacion de ratones

En los ensayos con animales se utilizaron ratones hembras BALB/c de entre 3 y 5
semanas obtenidas y criadas en salas de cria libres de patogenos de las instalaciones del
Bioterio de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Nacional de La Plata. El manejo de
animales y todos los procedimientos experimentales se llevaron a cabo de conformidad con
las directrices de ARRIVE y de acuerdo con la Directiva 2010/63/UE de la Union Europea
para Experimentos con Animales por personal capacitado para la manipulacién de
animales. Los protocolos descritos en este estudio fueron revisados y aprobados por la
Comision Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL).

En los ensayos de inmunizacion, se procedié como fue descripto previamente [22].
Grupos de 10 ratones BALB/c fueron inmunizados intraperitonealmente (i.p.) con 4 ug de

rAfuA o rIRP1-3 con adyuvante de Freund completo (AFC). Transcurridos 19 dias, se
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realizd una segunda inmunizacién (refuerzo) con la respectiva proteina recombinante
formulada con adyuvante de Freund incompleto (AFI). Un grupo de ratones vacunados solo

con adyuvante fue utilizado como control.

3.2.6. Desafio de ratones inmunizados

En ensayos de proteccion activa, ratones inmunizados i.p. (n=10), segin se
describi6 previamente fueron sedados y desafiados por instilacién en las fosas nasales con
50 pl de PBS conteniendo 1,5 x 10° UFC de B. parapertussis CN2591 cultivada en
limitacion de hierro 14 dias después de la ultima inmunizacidén. Transcurridos 3 dias
después de la infeccion, se sacrificaron los ratones. Los pulmones fueron extraidos y
homogeneizados en PBS. Diluciones seriadas fueron sembradas en agar Bordet Gengou
suplementado con 20 pg/ml de estreptomicina para hacer recuento de unidades formadoras

de colonias (UFC). B. parapertussis CN2591 es resistente a estreptomicina [35].

3.2.7. Ensayos de ELISA

Para la evaluacion del titulo de anticuerpos anti-rAfuA y anti-rIRP1-3, se utilizaron
ensayos de ELISA para la determinacion semicuantitativa de anticuerpos dirigidos contra
dicha proteina en muestras de suero de ratones inmunizados o sin inmunizar (control
negativo). Brevemente, placas de 96 pocillos (MaxisorpNunc, Dinamarca) se sensibilizaron
con 100 ul de una solucion conteniendo 10 ug/ml de proteina recombinante en buffer 0,5 M
de Na,CO; pH 9,6 durante 12 hs. a 4°C en cadmara humeda. Los pocillos fueron luego
lavados tres veces con solucion PBS-0,05% v/v Tween 20 (Sigma) (PBS-T) y se realizo el

bloqueo de sitios libres remanentes con 400 pl por pocillo de una solucion PBS-10% p/v
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leche descremada (PBS-L) durante 1 h a 37°C en camara himeda. Se realizaron diluciones
seriadas de los sueros de ratones inmunizados con rAfuA o rIRP1-3, de suero normal de
raton y de sueros de ratones infectados con B. parapertussis (obtenidos como fue descrito
en el capitulo anterior) en PBS-L suplementada con 0,05% v/v de Tween 20 (PBS-LT).
Transcurrida la etapa de bloqueo, se agregaron 100 ul de las diluciones de los distintos
sueros a los pocillos sensibilizados con la respectiva proteina recombinante y se incub6
durante 2 hs a 30 °C en camara htimeda. Luego de tres lavados con PBS-LT se adicionaron
100 pl por pocillo de anticuerpos de cabra anti-IgG de raton conjugados con HRP) diluido
en PBS-LT. Se incub6 durante 2 hs a 37°C en camara hiimeda, se realizaron tres lavados
con PBS-T y se agreg6 100 pl por pocillo de sustrato para peroxidasa, orto-fenilendiamina,
preparado en buffer fosfato/citrato/H,O, (0,1 M Na,HPO,4 / 0,1 M acido citrico / 0,001%
H,0,). Transcurridos 15 min, la reaccion se detuvo mediante el agregado de 50 pl por
pocillo de solucion 2 M H,SO,. Se determind la absorbancia a 492 nm. El titulo se calculd
mediante el método de punto final, como la inversa de la dilucion de suero mas alta que dio
una lectura por encima del limite [36]. Suero normal de raton fue utilizado para determinar
el limite. En ensayos de ELISA con bacterias enteras, se procedio de igual manera pero las
placas fueron sensibilizadas con B. parapertussis cultivadas en medio con exceso de hierro

(SS) o medio libre de hierro (SS-Fe) en suspension en PBS (DOgso: 1).

3.2.8. Ensayos de Opsonizacion
Bacterias cultivadas en medio SS-Fe se utilizaron para determinar la capacidad
opsonizante de sueros de raton anti-rAfuA y anti-rIRP1-3. Brevemente, 100 pl de bacterias

(DOg¢so: 1) se incubaron con 60 pl de suero anti-rAfuA y anti-rIRP1-3 diluidos 1/10, suero
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normal de raton sin diluir, o suero de ratones infectados con B. parapertussis diluido 1/100
durante 30 min a 37 °C. Posteriormente, se realizaron dos lavados con PBS, y se incubaron
30 min a 4 °C con anticuerpos de cabra anti-IgG de ratén conjugados con ficoeritrina (PE).
Luego de un lavado final con PBS las bacterias fueron fijadas con paraformaldehido 4%.
Las muestras fueron analizadas por citometria de fluyjo (BD FACSCalibur™, BD

Biosciences).

3.2.9. Opsonofagocitosis

B. parapertussis cultivada medio SS-Fe y opsonizada como fue previamente
descripto, fueron incubadas con PMN durante 40 min a 37°C en una relaciéon inicial
bacteria/célula (Rib/c) de 200. La fagocitosis se detuvo colocando en hielo las muestras.
Las células fueron fijadas con paraformaldehido al 4% durante 10 minutos. Luego de la
fijacion, los neutrdfilos se lavaron con buffer fosfato salino (PBS) y se incubaron con
NH4Cl 50 mM durante 10 minutos a temperatura ambiente. El nimero de bacterias
internalizadas y adheridas a superficie del neutréfilo fue determinado por doble marcacion
fluorescente y microscopia de fluorescencia. Para determinar el numero de bacterias
adheridas las células fueron incubadas con suero de conejo anti-B. parapertussis (30 min a
4°C), seguido por la incubacion con fragmentos F(ab’), de anticuerpos de cabra anti-IgG de
conegjo conjugados con Cy3 (30 min a 4°C). Luego las células fueron lavadas y
permeabilizadas mediante la incubacion con una solucion de saponina 0,1% (Sigma) y BSA
0,2% (Sigma) (30 min a temperatura ambiente), e incubadas con anticuerpos policlonales
de conejo anti-B. parapertussis en PBS con saponina 0,1% y BSA 0,2% (30 minutos a

temperatura ambiente), seguido por dos lavados con la misma solucién conteniendo BSA y
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saponina y la incubacion con fragmentos F(ab’), de anticuerpos de cabra anti-IgG de
conejo conjugados con FITC (30 min a 25°C) en presencia de saponina 0,1% y BSA 0,2%.
Luego dos lavados con la misma solucion conteniendo BSA y saponina, se lavé una tltima
vez con agua destilada para eliminar el exceso de sales, las muestras se montaron sobre
portaobjetos y fueron analizadas por microscopia de fluorescencia utilizando un
microscopio DMLB acoplado a una camara DC 100 (Leica Microscopy Systems Ltd.,
Heerbrugg, Suiza). El nimero de bacterias extracelulares (rojas y verdes) e intracelulares

(verdes) se determiné por la observacion de al menos 50 células en cada condicion.

3.2.10. Western Blot

Para los ensayos de inmunodeteccion, muestras proteicas fueron obtenidas a partir
de suspensiones bacterianas de B. parapertussis CN2591 cultivada en exceso o limitacion
de hierro. Muestras conteniendo igual cantidad de proteinas fueron tratadas con buffer
Laemmli y analizadas mediante SDS-PAGE 10%. Las proteinas fueron luego transferidas a
membranas de polifluoruro de vinilideno (Immobilon PVDF Millipore, Bedford,
Massachusetts) [273]. Las membranas fueron incubadas con antisueros de raton anti-rAfuA
o anti-r[RP1-3, durante 2 hs a temperatura ambiente. La deteccion inmunoquimica se
realizé empleando anticuerpos de cabra anti-IgG de raton conjugados con fosfatasa alcalina
(Jackson Immuno Research, BaltimorePike) y NBT/BCIP (Bio-Rad, Hercules, California)
como sustrato de reaccion.

En las inmunodetecciones, se utilizd también una fraccion enriquecida en proteinas
de membrana externa [37]. Las mismas se obtuvieron a partir de proteinas totales de ambas

condiciones de cultivo de la siguiente manera. Brevemente, 20 mg de proteinas totales

193



fueron incubadas con una solucion fria de carbonato de sodio (0,1 M, pH 11) y agitadas
suavemente en camara de hielo durante 1 h. Las muestras tratadas con carbonato de sodio
fueron sometidas a ultracentrifugacion (115000 x g) durante 1 h a 4°C. Se descart6 el
sobrenadante y el pellet (fraccion enriquecida en proteinas de membrana externa) se

resuspendié en 2 ml de una solucién 50 mM Tris/HCI, pH 7,5.

3.2.11. 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 andlisis de varianza (ANOVA). Para la
comparacion de los valores obtenidos (medias) se utilizoé el test de Menor Diferencia

Significativa (LSD) con un grado de significacion (p) de 0,05.
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3.3. Resultados y Discusion
3.3.1. Analisis de homologia de secuencia

Las proteinas AfuA e IRPI1-3 son inmundgenos protectores contra B. pertussis
[22,23] que se sobreexpresan en limitacion en hierro también en B. parapertussis. Los
homologos encontrados en la cepa de referencia de B. parapertussis de linaje humano
(12822) presentan un 99,43% de identidad en el caso de AfuA y 99,44% en el caso de
IRP1-3 respecto a las secuencias en B. pertussis. Cabe senalar que los antigenos que forman
parte de las vacunas acelulares actuales, incluidos en muchos planes de vacunacion a nivel
mundial presentan solo un 93,6% de identidad en el caso de pertactina y 95,2% en FHA. En
el caso de Fim, en este trabajo de tesis hemos observado que B. parapertussis no expresa
ninguna de las proteinas fimbriales incluidas en las formulaciones actuales (Capitulo 5 de
esta Tesis).

En la Figura 1 se muestran alineamientos entre las secuencias aminoacidicas de
AfuA e IRP1-3 basados en los genomas de las cepas de referencia de B. pertussis y B.
parapertussis. Alineamientos similares de los antigenos presentes en las vacunas acelulares
FHA y pertactina se encuentran como Figura anexa al final del capitulo.

Segin se muestra en la Figura 1, la secuencia de AfuA difiere solo en dos
aminodcidos: el 31 y el 149. Segun un andlisis bioinformatico llevado a cabo con BepiPred-
2.0 [38], solo el residuo 31 podria ser parte de un epitope. En particular, podria ser parte de
uno de los 18 epitopes lineales B predichos. En la estructura cristalina del homdlogo,
BP1605 (Protein Data Bank cédigo 1Y9U) el residuo 149 no estd expuesto a la superficie
ni forma parte de ningin epitope estructural, segin lo predicho con discotope
(http://www.cbs.dtu.dk/services/DiscoTope/). En el caso de IRP1-3, de la que no se tiene

estructura cristalografica, la inica diferencia se encuentra en el residuo 138, que seria parte
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de un epitope B lineal, aunque no de los mas relevantes, de acuerdo al predictor de epitopes
[38]. En conjunto, estos datos sugieren que existe muy poca variabilidad antigénica entre

AfuA e IRP1-3 de B. pertussis y de B parapertussis.

Afuh Bp 1 mpstkrsslipllralalagvatfsagalasdevslyttrepkligplldafakdsgikvntvivkdgllervrasgokspadvintvdignlidlvnggvtagkigsqrldsvvpanlrgasgswyalslrdrvlyvekd
AfuR Bpp L e e -
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Afuh Bpp 121 ... B et et e e e e e e e e e e e e e e e e e
AfuR Bp 281 vklleylvsepagtlyaganyeypvragvkldavvasfoplkvdclpvaeiakyrkqaselvdkvgfdn
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Figura 1. Alineamiento de secuencia entre AfuA e IRP1-3 de B. pertussis tohama I y sus homologos
en Bordetella parapertussis 12822,

3.3.2. Expresion durante la infeccion

AfuA e IRPI-3 han sido clonadas a partir de ADN de B. pertussis Tohama I y
evaluadas como antigenos vacunales por nuestro grupo, por lo que contamos con cepas de
E. coli que expresan ambos antigenos en forma recombinante. En primer lugar, entonces,
para evaluar si B. parapertussis expresa AfuA e IRP1-3 durante la infeccidn, si las mismas
inducen anticuerpos, y si estos son capaces de reconocen la respectiva proteina
recombinante de B. pertussis, evaluamos el titulo de los anticuerpos contra cada proteina en
sueros de ratones infectados con B. parapertussis en ensayos de ELISA. Para ello, placas
multipocillo fueron sensibilizadas con cada proteina recombinante, y se utilizaron como
anticuerpos primarios los sueros de ratones infectados y sueros de ratones no infectados
como control negativo (Figura 2). Los resultados muestran que en los sueros de ratones
infectados, a diferencia de los sueros de ratones no infectados, hay anticuerpos que
reconocen ambas proteinas. Estos resultados indican que B. parapertussis expresa ambas

proteinas durante la infeccidn, que ambas son inmunogénicas in vivo y que la similitud
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entre las proteinas respectivas de B. pertussis y de B. parapertussis es tal que los

anticuerpos son capaces de reconocer a las proteinas obtenidas en forma recombinante.
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Figura 2. La infeccion con B. parapertussis induce anticuerpos que reconocen rAfuA y rIRP1-3.
Los titulos de anticuerpos anti-AfuA y anti-IRP1-3 inducidos en ratones infectados con B.
parapertussis se determinaron mediante ELISA. Las placas se recubrieron con proteina
recombinante como antigeno. Se muestra el titulo medio de cada grupo. (*p <0,05).

3.3.3. Reconocimiento de AfuA e IRP1-3 de B. parapertussis por anticuerpos inducidos
por la proteina recombinante

Para evaluar si anticuerpos inducidos por las proteinas recombinantes rAfuA y
rIRP1-3 reconocen sus respectivas homologas en B. parapertussis, se realizaron ensayos de
inmunodeteccion por western blot. Para ello, se obtuvieron muestras de extractos proteicos
a partir de cultivos de B. parapertussis cultivada en exceso y limitacion de hierro. Bacterias
en fase exponencial tardia fueron lisadas en buffer Laemmli. Muestras provenientes de
igual cantidad de bacterias de cada condicion de cultivo o de igual cantidad de proteina de
fracciones enriquecidas con proteinas de membrana externa de bacterias cultivadas en cada

condicion fueron sometidas a electroforesis en geles de poliacrilamida, transferidas a
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membranas de PVDF e incubadas con sueros de raton obtenidos por inmunizacion con
rAfuA o rIRP1-3 [22,23]. La Figura 3 muestra el resultado obtenido luego del revelado. Se
puede observar que los anticuerpos inducidos por la inmunizacion con las proteinas
recombinantes son capaces de reconocer a la proteina respectiva expresada por B.
parapertussis. Por otro lado, si bien en el estudio protedmico no se pudo asegurar que
IRP1-3 estuviera aumentada en limitacion de hierro, el ensayo inmunodeteccion sugiere
que ambos antigenos son proteinas reguladas por hierro y que IRP1-3p,, tiene una
sobreexpresion importante en limitacion de hierro, tal como se observo en B. pertussis. Por
ultimo, tal como se esperaba ambas proteina se detectaron en la fraccion enriquecida en
proteinas de membrana externa observandose una deteccion mayor de ambas proteinas en

esta fraccion.

AfIA — e c— - , - IRPI-3

Figura 3. Inmunodeteccion de AfuAg,, e IRP1-3p,, por anticuerpos inducidos por las proteinas
recombinantes de B. pertussis. Lisados de células enteras (1 y 2) y proteinas de membrana externa
(3 y4) de B. parapertussis cultivadas en exceso (1 y 3) y limitacion de hierro (2 y 4) fueron
separadas en un SDS-PAGE (10%) y trasferidas a una membrana de PVDF. Anticuerpos anti-
rAfuA y anti-r[RP1-3 fueron utilizados para la inmunodeteccion. El gel se sembrd con muestras
provenientes de numeros de bacterias equivalentes en los carriles 1 y 2, y la misma cantidad de
proteina en los carriles 3 y 4.

3.3.4. Evaluacion de la localizacion celular de AfuA e IRP1-3
Las proteinas asociadas a la superficie desempenan un papel clave en la patogénesis

y son los principales blancos para el desarrollo de vacunas porque estan involucradas en la
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interaccion con el sistema inmune del hospedador [39]. Las proteinas de superficie se
comportan como blancos de anticuerpos opsonizantes (opsoninas), un tipo de actividad
biologica que ha demostrado ser critica para la induccion de actividad celular bactericida
tanto contra B. pertussis como B. parapertussis. En el caso de B. pertussis, tanto AfuA
como IRP1-3 demostraron estar expuestas en superficie e inducir opsoninas lo cual
demostrd ser la base de la proteccion conferida por cada uno de ellos contra B. pertussis.
Con el fin de estudiar la localizacion subcelular de estos antigenos en B. parapertussis y
evaluar el posible efecto de apantallamiento que el antigeno O pudiera ejercer sobre ellos,
se llevaron a cabo ensayos de inmunodeteccion en el formato de ELISAs usando bacterias
enteras para sensibilizar las placas. Para ello, se realizaron cultivos de B. parapertussis en
limitaciéon de hierro y se utilizaron para sensibilizar placas de 96 wells. El titulo de
anticuerpos presentes en los sueros de ratones inmunizados con cada proteina recombinante
se utilizé como una medida de la capacidad de estos sueros de reconocer a la respectiva
proteina expuesta en la superficie bacteriana y en su conformacion nativa. Como se observa
en la Figura 4, los sueros de ratones inmunizados con rAfuA mostraron reconocimiento
bacteriano en ambas condiciones, sin embargo, los titulos fueron mas altos cuando la placa
se sensibilizo con la bacteria limitada en hierro. En cambio, el titulo ratones inmunizados
con IRP1-3 fue bajo y no mostré un aumento significativo en condiciones de limitacion de
hierro.

Como fue mencionado previamente, el antigeno O de B. parapertussis podria tener
un efecto de apantallamiento sobre los antigenos expuestos en superficie. Por ello en este
ensayo se incluyd una cepa de B. parapertussis mutante deficiente en antigeno O para
estudiar si éste interfiere con el reconocimiento de los antigenos (Figura 4). Los resultados

obtenidos sugieren que el antigeno O no apantalla a AfuA en condiciones de limitacion de
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hierro, pero podria tener un efecto de apantallamiento sobre IRP1-3, ya que se observa un
aumento significativo de titulo en el reconocimiento de IRP1-3 en superficie bacteriana

cuando se usa como antigeno la mutante de antigeno O limitada en hierro.
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Figura 4. Deteccion de AfuA e IRP1-3 de B. parapertussis en superficie bacteriana. Los titulos de
anticuerpos inducidos en ratones por inmunizacion con rAfuA (anti-rAfuA) o rIRP1-3 (anti-rIRP1-
3) se determinaron mediante ELISA usando como antigeno células enteras de B. parapertussis. Las
placas se recubrieron con B. parapertussis salvaje (BppWt) o B. parapertussis defectiva en la
expresion de antigeno O (BppAwbm) cultivadas en condiciones de exceso (SS) o limitacion de
hierro (SS-Fe). (*p <0,05). Se muestran resultados representativos de dos ensayos independientes
realizados por triplicados.

Estos resultados confirmaron que AfuA esta regulada por hierro, que estd expuesta
en la superficie de la bacteria y que no estd apantallado por el antigeno O. En el caso de
IRP1-3, estos resultados también confirman que estd regulada por hierro, y expuesta en la
superficie de B. parapertussis, pero esta apantallada por el antigeno O, lo que dificulta su

reconocimiento por parte de los anticuerpos. Finalmente, estos resultados también muestran

que los anticuerpos inducidos por las proteinas recombinantes producidas a partir de B.
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parapertussis reconocen no solo a las proteinas desnaturalizadas, sino también a las

proteinas en su conformacion nativa en la superficie bacteriana.

3.3.5. Evaluacion de la actividad opsonofagocitica anti-rAfuA y anti-rIRP1-3

El hecho de que un anticuerpo reconozca a una proteina de superficie bacteriana en
un ELISA no necesariamente significa que sea un anticuerpo opsonizante. Con el fin de
investigar si los anticuerpos inducidos por cada una de las proteinas recombinantes tienen
esta actividad biologica se realizaron también ensayos de opsonizacion. Bacterias
cultivadas en limitaciéon de hierro se incubaron con sueros anti-rAfuA o anti-rIRP1-3
durante 60 min. Como control negativo se empled suero normal de ratén y como control
positivo suero de ratones infectados con B. parapertussis. Luego de varios lavados, las
bacterias se incubaron con un anticuerpo secundario anti-raton conjugado con ficoeritrina
(PE). La fluorescencia asociada a las bacterias evaluada por citometria de flujo se empled

como medida de la opsonizacion de la bacteria.
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Figura 5. Opsonizacion de B. parapertussis por anticuerpos anti-rIRP1-3 y anti-rAfuA. B.
parapertussis limitada en hierro se incubd con suero de raton anti-IRP1-3, anti-AfuA, suero normal
de raton, o suero de ratones infectados con B. parapertussis durante 1 h a 37°C. Las bacterias se
lavaron, se incubaron con anticuerpos anti-IgG de raton conjugados con PE durante 1 h a 4°C, y se
analizaron por citometria de flujo. Se muestran histogramas representativos de 3 experimentos
independientes

La figura 5 muestra histogramas representativos de la intensidad de fluorescencia
asociada a las bacterias incubadas con los diferentes sueros. Los resultados muestran que el
suero anti-rAfuA tiene una gran capacidad opsonizante, similar al suero de ratones
infectados (control positivo). Este resultado no solo respalda la idea de que ésta proteina
estd expuesta en superficie sino que también sugiere que es blanco de opsoninas. Por el
contrario, la capacidad opsonizante de anti-IRP1-3 fue baja lo cual concuerda con lo
observado en el ensayo de ELISA y el eventual apantallamiento por el antigeno O.

Para completar el estudio de la actividad bioldgica de estos anticuerpos llevamos a
cabo ensayos de opsonofagocitosis, es decir analizamos si los anticuerpos inducidos por
estas proteinas recombinantes son capaces de promover la fagocitosis de B. parapertussis.
Teniendo en cuenta que solo la fagocitosis mediada por anticuerpos, y por lo tanto por
receptores Fc, es capaz de inducir actividad celular bactericida contra B. parapertussis en

células inmunes [29,40], evaluar la actividad opsonofagocitica de estos anticuerpos
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significa estimar la induccion de capacidad bactericida en la célula blanco. En este ensayo
se usaron neutrofilos recientemente aislados de donantes (PMN) y se incubaron con B.
parapertussis cultivada en limitacion de hierro previamente opsonizadas con anticuerpos
anti-AfuA, anti-IRP1-3, suero normal de raton como control negativo o suero de ratones
infectados con B. parapertussis como control positivo tal como fue descripto previamente.
El nimero de bacterias fagocitadas fue determinado por doble marcacion fluorescente y
microscopia de epifluorescencia. Los resultados obtenidos muestran que la incubacioén con
los anticuerpos anti-rAfuA y anti-rIRP1-3 favorece la fagocitosis por parte de células PMN
(Figura 6). Cabe destacar que a pesar de que el nivel de opsonizaciéon con anti-rAfuA y
suero de infectados era similar (Figura 5) la opsonofagocitosis es significativamente
diferente lo que podria deberse a la diferente calidad y afinidad de los anticuerpos, entre

otras razones.
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Figura 6 .Capacidad de anticuerpos anti-rAfuA o anti-rIRP1-3 de promover la fagocitosis de B.
parapertussis por neutrofilos. B. parapertussis opsonizada con anti-rAfuA, anti-rIRP1-3, suero de
ratones infectados con B. parapertussis o suero normal de raton, fue incubada con neutréfilos
humanos durante 40 min a 37°C. Las células fueron fijadas y permeabilizadas, y el nimero de
bacterias intracelulares y extracelulares fueron determinados por doble marcacion fluorescente y
microscopia de fluorescencia. A) Los datos presentados representan la media = DE de un ensayos
realizado por triplicado representativo de tres experimentos independientes utilizando neutréfilos de
diferentes donantes. Los niveles de fagocitosis inducidos por el suero normal, los anticuerpos anti-
rAfuA y anti-rIRP1-3, y el suero de ratones infectados son todos significativamente diferentes
(p<0,05). B) Microscopia de fluorescencia de la fagocitosis de B. parapertussis cultivada en
limitacion de hierro opsonizadas con (a) suero normal (b) anticuerpos anti-rAfuA (c), anti-rIRP1-3,
y (d) un suero de ratones infectados con B. parapertussis. En el panel B se muestran fotos
representativas de tres experimentos independientes.

3.3.6. Evaluacion de la capacidad protectora de las proteinas rAfuA y rIRP1-3

Dado que los ensayos in vitro sugirieron que rAfuA y, posiblemente también
rIRP1-3 son potenciales candidatos vacunales contra B. parapertussis, se decidio estudiar si
estos antigenos son capaces de inducir una respuesta inmune protectora contra esta especie
en modelos murinos. Para ello, grupos de ratones BALB/C fueron vacunados dos veces con
rAfuA o rIRP1-3 en adyuvante de Freund. Como control negativo, se utilizéo adyuvante de
Freund solo. Una vez terminado el plan de vacunacion los ratones fueron desafiados con B.
parapertussis cultivada en limitacion de hierro. Tres dias después los animales fueron

sacrificados y se realizo recuento de bacterias viables en pulmon. Para ello los pulmones
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fueron extraidos en esterilidad y disgregados. Finalmente, se realizo un recuento en placas

de agar Bordet Gengou y se calcularon las unidades protectoras de los dos antigenos.

Tabla 1. Proteccion contra B. parapertussis conferida por inmunizacion con rAfuA o rIRP1-3

Vacuna log CFU en pulmones® Unidades de proteccion”
rAfuA/FA 5,96 £0,24°¢ 0,97
rIRP1-3/FA 6,85+0,11 0,06
PBS/FA 6,93 £ 0,06 --

“La carga bacteriana es representada como la media del Log UFC + DE para cada grupo

®Las unidades de proteccion fueron obtenidas mediante la substraccion de la media del Log UFC del
grupo vacunado a la media del Log UFC del grupo control (PBS/AF)

‘Significativamente diferente del grupo control (p<0,05)

Los resultados mostrados en Tabla 1 muestran que, a diferencia de rIRP1-3, rAfuA
es capaz de inducir una respuesta inmune con capacidad de disminuir significativamente la
carga bacteriana en el pulmon de los ratones vacunados. La comparacion con datos de
bibliografia indica que el nivel de proteccion inducido por este antigeno es similar al
alcanzado con los antigenos presentes en las vacunas comerciales, pertactina o FHA, en
formulacion monovalente [20]. Esto sugiere que esta proteina es un buen candidato para
incluir en nuevas formulaciones vacunales ya que no solo es capaz de generar proteccion

contra B. pertussis [23] sino también contra B. parapertussis.
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3.4. Conclusiones

En los ultimos afios, la reemergencia de la tos convulsa ha llevado a la busqueda de
nuevas vacunas. Muchos grupos han trabajado en este topico con diversos enfoques y
generando diferentes resultados. Entre ellos nuestro grupo, que utilizé herramientas
protedmicas para identificar nuevos candidatos vacunales. Dos candidatos que fueron
seleccionados con esta estrategia mostraron ser protectores contra B. pertussis y estan
actualmente siendo estudiados en ensayos preclinicos en babuinos. Dado que estos dos
antigenos estdn muy conservados en las dos especies y tienen muy alta homologia de
secuencia, en este capitulo se evaluaron ambos antigenos en su capacidad para proteger
contra B. parapertussis.

Se observo que ambos antigenos se sobreexpresan en limitacion de hierro en B.
parapertussis, que también estan expuestos en la superficie de esta especie y son blancos de
opsoninas. Sin embargo, solo uno de ellos, rAfuA, resultd ser un antigeno protector en
modelo de infeccion murino. Estos antigenos mostraron diferencias en las pruebas in vitro
que podrian explicar este resultado. Anticuerpos dirigidos contra rAfuA mostraron un
mayor reconocimiento de B. parapertussis, basicamente porque esta proteina, a diferencia
de IRP1-3, no esta apantallada por el antigeno O en la superficie bacteriana, lo que la
convierte en una blanco de opsoninas mas potente que IRP1-3 y en una mejor promotora de
opsonofagocitosis. Resultados previos del tipo de respuesta inmune generada por estos dos
antigenos también podria explicar la diferencia de proteccion observada, ya que estos
antigenos difieren entre si en el tipo de respuesta inmune que producen [22, 41]. AfuA
induce un perfil con mayor contribucion Thl e IRP1-3 un perfil con mayor contribucion

Th2. Esto podria explicar la diferencia en proteccion porque el perfil Thl es necesario
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importante para eliminar a B. parapertussis del tracto respiratorio en modelos murinos

[42,43].
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Figura anexa. Alineamiento de las secuencias de antigenos presentes en vacunas

aceluares y sus homologos en B. parapertussis 12822.
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4. CLONADO, ANALISIS Y EVALUACION DE UN NUEVO CANDIDATO

VACUNAL CONTRA LA TOS CONVULSA

4.1. Introduccion

En el capitulo 2 de esta tesis se identificod un potencial candidato vacunal. Dicha
proteina es un componente de sistema de transporte de alta afinidad de aminoacidos
ramificados y recibe el nombre de Liv] (BPP2948). Aunque entre las dos técnicas
protedmicas ensayadas no hubo coincidencia en cuanto a la posible sobreexpresion en
limitacion de hierro de dicha proteina, la misma fue identificada en ambas condiciones de
cultivo y fue reconocida por sueros de ratones y humanos convalecientes, lo que muestra
que ademas de ser inmunogénica esta expresada durante la infeccion.

En un intento por predecir la estructura tridimensional de Liv] se utilizaron tres
bases de datos (BLAST, HHpred y FFAS03) para seleccionar la estructura con mejor score
como modelo. La busqueda en BLAST arroj6 un elevado niimero de proteinas con la
misma funcién en gran nimero de bacterias evolutivamente cercanas como aquellas
pertenecientes al género Achromobacter y a la familia de Alcaligenaceae, pero sin
estructura cristalografica. La proteina seleccionada fue LivK de Escherichia coli, que tiene
51% de identidad con Liv] de B. parapertussis y fue cristalizada en varias ocasiones,
primero en su forma apo, y también unida a leucina. Usando la estructura de LivK como
molde, se construyeron modelos estructurales usando el programa MODELLER (Figura 1).
La calidad de los modelos generados fue a su vez analizada utilizando el programa

PROSAII. El modelo de la proteina Liv] esta compuesto por dos dominios, cada uno de los
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cuales consiste en una hoja beta central flanqueada por alfa hélices. De acuerdo a las
estructuras cristalograficas utilizadas como modelo, los ligandos se unen en una hendidura
formada entre los dos dominios de la proteina, con contribuciones tanto de puentes de
hidrégeno como uniones no polares. Teniendo en cuenta la distancia con el ligando, se
seleccionaron algunos aminoacidos conservados que podrian interactuar con el mismo.
Thr102 podria formar puentes de hidrégeno con el grupo amino del ligando. Ser79 y
Tyr202, con los grupos carboxilato. Y Tyr202 también interactuaria por fuerzas de van der

Waals con las cadenas laterales hidrofobicas de los ligandos [1].

Figura 1. Modelo estructural de Liv] de B. parapertussis basado en la estructura de la proteina Livk
de E. coli. La figura muestra el modelo basado en la configuracion apo (A) y el modelo de la
proteina unida a aminoacidos (B).

Tanto en el genoma de B. pertussis como en el de B. parapertussis, se encuentran
dos genes que codifican para proteinas anotadas como Liv], BPP2948 y BPP2941.
BPP2948 es la que fue identificada por MALDI-TOF a partir de geles bidimensionales,
BPP2941 es su pardlogo con 60% de identidad. Ambas proteinas se identificaron en la
protedmica shotgun (Capitulo 2 de esta Tesis). Los ortdlogos en B. pertussis son BP1285 y

BP1277, respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. A) Alineamiento de secuencias de BPP2948 con su ortélogo en el genoma de B. pertussis
y ambos paralogos. En verde se resaltan las regiones que conservan la misma secuencia en los
cuatro genes B) Arbol filogenético de ambas proteinas anotadas como LivJ en B. pertussis y B.

parapertussis y la proteina utilizada para el modelado de BPP2948

Liv] fue propuesta como candidato vacunal contra otros patdgenos tales como
Shigella flexneri y Brucella abortus. Se trata de una proteina implicada en mecanismos de
patogenicidad y sobreexpresada durante la infecciébn en varios patdégenos [2—4]. Los
aminoacidos ramificados son nutrientes importantes en la fisiologia bacteriana, con
funciones que van desde la sintesis de proteinas hasta la sefalizacion y la adaptacion a la
ausencia de otros aminodcidos [5]. Por ejemplo, en Actinobacillus pleuropneumoniae, un
patogeno respiratorio porcino, la limitacién en aminoacidos ramificados es una sefial para

la expresion de un subconjunto de genes también inducidos in vivo, que incluye no solo
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genes involucrados en la biosintesis de aminoacidos ramificados, sino también otros genes
que codifican para proteinas importantes durante la infeccion [6].

Los estudios descriptos en este capitulo se llevaron a cabo con el fin de evaluar la
potencialidad de Liv] como candidato vacunal en nuevas formulaciones acelulares contra la

tos convulsa.
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4.2. Materiales y métodos
4.2.1. Cepas bacterianas, condiciones de cultivo y limitacion

Para los estudios realizados en este capitulo, se empled la cepa B. parapertussis
CN2591 y la cepa isogénica defectiva en la expresion de antigeno O [7]. Las bacterias
fueron cultivadas en placas de Agar Bordet Gengou (DIFCO Laboratories, Detroit,
Michigan), suplementada con 15% v/v de sangre desfibrinada de carnero (ABGs), por 2
dias a 37°C. Al cabo de este tiempo se repicod en una nueva placa ABGs y se cultivo a 37 °C
durante 20 hs. Del cultivo en medio sélido se extrajo el indculo para el cultivo en medio
liquido Stainer-Scholte (SS).

Para obtener B. parapertussis limitada en hierro, la misma se cultivdo en medio SS
en condiciones de exceso de hierro (SS) y de limitacion de hierro (SS-Fe), como se
describio en el Capitulo 2. Brevemente, después de 20 horas en placa, las bacterias se
subcultivaron en medio liquido SS y se mantuvieron en condiciones de agitacion a 37°C
durante 24 h. Luego, las células se recolectaron mediante centrifugacion (10000 x g durante
15 minutos a temperatura ambiente), se lavaron con solucidn salina estéril libre de hierro y
se usaron para inocular SS (36 uM de hierro) o SS formulado sin agregado de hierro (SS-
Fe). Las bacterias se cultivaron a 37°C durante 20 h, y se subcultivaron una vez en los
medios de cultivo respectivos hasta la fase exponencial tardia. La presencia de sider6foros
en los sobrenadantes de cultivo de B. parapertussis cultivados en medio sin hierro se
evalué mediante el ensayo de cromo azurol S (CAS) para confirmar el crecimiento limitado
en hierro[8].

En ensayos de clonado y expresion de proteinas recombinantes se emplearon las
cepas E. coli DH5a y E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIL, respectivamente. Las mismas
fueron cultivadas en medio Luria Bertani (LB) a 37°C suplementado con 50 pg/ml de
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kanamicina en el caso de E. coli DH5a o con 50 pg/ml de kanamicina y 50 pg/ml de

cloranfenicol en el caso de E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIL.

4.2.2. Anticuerpos y sueros

Los siguientes anticuerpos fueron utilizados en este capitulo: El suero de ratones
convalecientes de B. parapertussis fue obtenido en forma similar a como fue descripto en el
capitulo 2 de esta tesis. El suero de ratones vacunados con células enteras de B. pertussis se
obtuvo como se describe en [9]. IgG purificada de humanos que padecieron tos convulsa
que se empled en este estudio es la que describe en [10]. Los sueros de conejo contra B.
parapertussis fueron obtenidos mediante inmunizaciéon con células enteras como se
describio en [11]. Para los ensayos de opsonizacion fracciones (Fab'), de anticuerpos de
cabra anti-IgG de raton conjugados con ficoeritrina (PE) (Jackson ImmunoResearch,
Baltimore Pike, Pensilvania) fueron utilizados. 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 conejo conjugados con FITC (ambos de Jackson ImmunoResearch) fueron
utilizados para doble marcacion. Anticuerpos de cabra anti-IgG raton conjugados con
peroxidasa (Jackson ImmunoResearch) fueron utilizados como anticuerpos secundarios en
ensayos de ELISA. Anticuerpos de cabra anti-IgG raton y anticuerpos de cabra anti-IgG
humana conjugados con fosfatasa alcalina (ambos de Jackson ImmunoResearch) fueron
utilizados como anticuerpos secundarios en ensayos de dot blot y western blot. En los
ensayos de ELISA para determinar el perfil de inmunoglobulinas, se utilizaron anti-IgG1 o
anti-IgG2a de ratdon conjugados con peroxidasa (ambas de Santa Cruz Biotechnology, Santa

Cruz, California) como anticuerpos secundarios.
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4.2.3. Células

Neutrofilos de sangre periférica fueron aislados de sangre humana utilizando
gradientes de centrifugacion Ficoll-Histopaque (Sigma, San Luis, Misuri). Los glébulos
rojos remanentes en la suspension de polimorfonucleares (PMN) fueron removidos por lisis
hipoténica. Previo a la realizacion de los ensayos funcionales, los neutréfilos fueron
lavados dos veces con DMEM suplementado con 0,2 % p/v de BSA (Sigma) y utilizados
inmediatamente. Los experimentos descriptos en este capitulo fueron llevados a cabo

utilizando neutroéfilos purificados en el momento.

4.2.4. Clonado de LivJ de B. parapertussis

La region codificante del gen BPP2948 (/ivJ) sin la region que codifica para el
péptido senal fue amplificada mediante reaccién en cadena de polimerasa (PCR) utilizando
como molde ADN extraido de B. parapertussis CN2591 y gotaq polimerasa (promega,
Madison, Wisconsin). El programa de amplificacion utilizado consisti6é en un ciclo inicial
de desnaturalizacion a 98°C durante 4 min, seguido por 35 ciclos de 30 seg a 98°C, 40 seg
a 55°C, 1:15 min a 72°C, y un ciclo final de extension de 10 min a 72°C. Los cebadores

especificos utilizados fueron los siguientes:

Cebador Secuencia Sitio de restriccion
Livl-FW | CGCCATATGATGACGATCAAGATCGCCGTG Ndel
LivI-RV | ACTACTCGAGCTTGTACGACGTCTTGCTGC Xhol
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El producto de PCR correspondiente fue ligado en pCR4-TOPO (invitrogen,
Carlsbad, California) y la mezcla utilizada para transformar células competentes de E. coli
DH5a. Las transformantes fueron seleccionadas en placas de LB suplementadas con
kanamicina. El plasmido obtenido de esta forma fue digerido con las enzimas de restriccion
Ndel y Xhol, y el producto purificado fue ligado al plasmido pET28a (Novagen, Madison,
Wisconsin) digerido de la misma forma. Células competentes de E. coli fueron
transformadas con la mezcla de ligacion y sembradas en placas de LB suplementadas con
kanamicina. Los clones positivos fueron confirmados por PCR. ADN plasmidico se utiliz6
para transformar células competentes de E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIL, cepa
utilizada para la expresion de proteinas recombinantes.

El fragmento del pldsmido correspondiente al marco de lectura abierto de la proteina
recombinante fue secuenciado para confirmar ausencia de mutaciones introducidas por

PCR (Macrogen Inc., Setl, Corea).

4.2.5. Induccion y purificacion de proteinas recombinantes

Para la induccion de la expresion de rLivl], las bacterias transformadas fueron
cultivadas a 37°C hasta alcanzar una DOgs de 0,4, momento en el cual se agregd isopropil-
B-D tiogalactopiranosido (IPTG) a una concentracion final 0,5 mM y se continud el cultivo
durante otras 3 hs. La purificacion se realiz6 de la siguiente manera. Las bacterias fueron
recuperadas por centrifugacion y suspendidas en buffer desnaturalizante conteniendo 50
mM tris, 5 mM EDTA, 8§ M urea, 10 mM imidazol, pH 7,4, que permite la ruptura de las
bacterias, la solubilizacion de la proteina y es compatible con las columnas de afinidad. Los

restos fueron eliminados por centrifugacion a 10000 x g por 20 min y la proteina
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recombinante en el sobrenadante fue purificada por afinidad en una columna cargada con
una resina de cobalto (HisPurTM Cobalt Resin, Pierce, Rockford, Illinois) previamente
equilibrada con buffer desnaturalizante. La columna fue lavada con el mismo buffer para
eliminar las proteinas no unidas y la elucion de las proteinas recombinantes fue realizada
con buffer 50 mM Na,HPO4.2H,0, 300 mM NacCl, 8 M urea, 150 mM imidazol, pH 7,4. La
pureza de la proteina fue analizada mediante SDS-PAGE 12,5%. Las proteinas fueron
dializadas y liofilizadas. La proteina recombinante fue suspendida en buffer con 0,1 M de
carbonato de amonio a pH 8 y pasada por una resina de Polimixina B (Sigma) para eliminar

una posible contaminacion con LPS; luego fue nuevamente dializada y liofilizada.

4.2.6. Inmunizacion de ratones

En ensayos con animales se utilizaron ratones hembras BALB/c de entre 3 y 5
semanas obtenidos y criados en salas de cria libres de patogenos de las instalaciones del
bioterio de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Nacional de La Plata. El manejo de
animales y todos los procedimientos experimentales se llevaron a cabo de conformidad con
las directrices de ARRIVE y de acuerdo con la Directiva 2010/63/UE de la Unioén Europea
para Experimentos con Animales. Los protocolos descritos en este estudio fueron revisados
y aprobados por la Comision Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Exactas, UNLP.

En los ensayos de inmunizacion, se procedié como fue descripto previamente [12].
Brevemente, grupos de 4 ratones BALB/c fueron inmunizados intraperitonealmente (i.p.)
con 4 ng de rLiv] con adyuvante de Freund completo (AFC). Transcurridos 14 dias, se

realiz6 una segunda inmunizacion (refuerzo) con la proteina recombinante formulada con
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adyuvante de Freund incompleto (AFI). Un grupo de ratones vacunados solo con adyuvante
fue utilizado como control.
Se extrajeron muestras de sangre de todos los ratones los dias 0, 14 y 28. El suero

fue separado y almacenado a -20°C hasta su analisis.

4.2.7. Desafio de ratones inmunizados

En ensayos de proteccion activa, 14 dias después de la tltima inmunizaciéon los
ratones inmunizados i.p. (n=10), fueron sedados y desafiados por instilacion en las fosas
nasales con 50 pl de PBS conteniendo 1,5 x 10° UFC de B. parapertussis CN2591 segun se
describi6 previamente [13]. Transcurridos 3 dias de la infeccion, se sacrificaron los ratones
y se extrajeron los pulmones. Se determind las UFC en los pulmones segun se describio

previamente.

4.2.8. Ensayos de Dot Blot

Para la inmunodeteccion por dot blot, muestras de células de B. parapertussis
sonicada, de rLiv] purificada y de holotransferrina humana (para ser usada como control
negativo) se aplicaron a una membrana de nitrocelulosa (Immobilon, Millipore, Bedford,
Massachusetts) y se dejaron secar a temperatura ambiente. Las membranas se incubaron
durante 1 h a temperatura ambiente en solucion de bloqueo (PBS, 0,05% v/v Tween 20, 5%
p/v BSA (sigma)), y luego durante toda la noche a 4°C en cdmara humeda con sueros de
ratones convalecientes de infeccion con B. parapertussis o 1gG purificada de humanos que
padecieron tos convulsa [10]. Luego de los lavados con solucion PBS con 5% p/v BSA, la

union especifica de anticuerpos IgG se visualizé mediante incubacién con anticuerpos de
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cabra anti-IgG raton o con anticuerpos de cabra anti-IgG humana conjugados con fosfatasa
alcalina como anticuerpo secundario y NBT/BCIP (Bio-Rad, Hercules, California) como

sustrato de reaccion.

4.2.9. Western Blot

Para los ensayos de inmunodeteccion por western blot se obtuvieron muestras
proteicas a partir de suspensiones B. parapertussis CN2591 cultivada en exceso o
limitacion de hierro. Muestras conteniendo igual cantidad de proteinas fueron tratadas con
buffer Laemmli y analizadas mediante SDS-PAGE 12,5%. En algunos casos se utilizd
proteina recombinante (rLiv]) purificada y suspendida en buffer Laemmli. Las proteinas
separadas por electroforesis fueron luego transferidas a membranas de polifluoruro de
vinilideno (Immobilon PVDF Millipore). Las membranas se incubaron durante toda la
noche a 4°C en solucion de bloqueo (PBS, 0,05% v/v Tween 20, 5% p/v BSA (sigma))
antes de ser incubadas con sueros de raton anti-rLiv], o con sueros de ratones vacunados
con vacuna de células enteras de B. pertussis, o de ratones infectados con B parapertussis
durante 2 hs a temperatura ambiente. La deteccion inmunoquimica se realizd empleando
anticuerpos de cabra anti-IgG de raton conjugados con fosfatasa alcalina y NBT/BCIP
(Bio-Rad) como sustrato de reaccion.

En algunos ensayos de western blot se utilizé una fraccion enriquecida en proteinas
de membrana externa. Las mismas se obtuvieron a partir de muestras bacterianas obtenidas
en limitacion y exceso de hierro, como se describid anteriormente. Brevemente, 20 mg de
proteinas totales fueron incubadas con una solucién fria de carbonato de sodio (0,1 M, pH

11), agitadas suavemente en frio durante 1 h y sometidas a ultracentrifugacion (115000 x g)
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durante 1 h a 4°C. Se descarto el sobrenadante y el pellet (fraccion enriquecida en proteinas

de membrana externa) se suspendio en 2 ml de una solucion 50 mM Tris/HCI, pH 7.,5.

4.2.10. Ensayos de ELISA

Para la evaluacion del titulo de anticuerpos anti-rLiv], se utilizaron ensayos de
ELISA. Brevemente, placas de 96 pocillos (NuncMaxisorp, Roskilde, Dinamarca) se
sensibilizaron con 100 pl de una solucion conteniendo 10 pg/ml de proteina recombinante
(rLiv]) en buffer 0,5 M de Na,CO3; pH 9,6 durante 12 hs a 4°C en camara himeda. En
ensayos de ELISA con bacterias enteras, las placas fueron sensibilizadas con B.
parapertussis salvaje o la mutante defectiva en la expresion de antigeno O cultivadas en
medio con exceso de hierro (SS) o medio libre de hierro (SS-Fe) suspendidas en PBS
(DOg¢so: 0,1), toda la noche. Los pocillos fueron luego lavados tres veces con solucion de
PBS suplementada con 0,05% v/v Tween 20 (Sigma) (PBS-T) antes de realizar el bloqueo
de sitios libres remanentes con 400 ul por pocillo de una soluciéon de PBS suplementada
con 10% p/v leche descremada (PBS-L) durante 1 h a 37°C en cdmara humeda.
Transcurrida la etapa de bloqueo, se agregaron 100 ul de de diluciones seriadas de los
sueros de ratones inmunizados y de suero normal de raton en PBS-L suplementada con
0,05% v/v de Tween 20 (PBS-LT) que fueron incubados durante 2 hs a 30°C en cdmara
himeda. Luego de tres lavados con PBS-LT se adicionaron 100 pl por pocillo de anti-IgG
de raton (en placas sensibilizadas con células enteras o proteina purificada), o anti-IgG1 o
anti-IgG2a de raton (en placas sensibilizadas con proteina purificada) conjugados a
peroxidasa diluido en PBS-LT. Se incubd durante 2 hs a 37°C en camara himeda, se

realizaron tres lavados con PBS-T y se agreg6 100 pl por pocillo de sustrato para
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peroxidasa, orto-fenilendiamina, preparado en buffer fosfato/citrato/H,O, (0,1 M Na,HPO4
/0,1 M &cido citrico / 0,001% H,0,). Transcurridos 15 min, la reaccion se detuvo mediante
el agregado de 50 ul por pocillo de solucion 2 M H,SO4. Se determiné la absorbancia a 492
nm. El titulo se calculé mediante el método de punto final, como la inversa de la dilucién
de suero mas alta que dio una lectura por encima del valor de corte [14]. Suero normal de

raton fue utilizado para determinar el limite.

4.2.11. Ensayos de Opsonizacion

Para determinar la capacidad opsonizante de sueros de raton anti-rLiv] se incubaron
100 pl de bacterias (DOgso: 1) con 60 pl de suero anti-rLivJ diluido 1/10, o suero normal de
raton durante 30 min a 37°C. Posteriormente, se realizaron dos lavados con PBS, se
incubaron 30 min a 4°C con fracciones (Fab'), de anticuerpos de cabra anti-IgG de ratoén
conjugados con PE. Luego de dos lavados con PBS las bacterias fueron fijadas con
paraformaldehido 4%. Las muestras fueron analizadas por citometria de flujo (BD

FACSCalibur™, BD Biosciences).

4.2.12. Opsonofagocitosis

Los ensayos de opsonofagocitosis se llevaron a cabo como se describe en [15].
Brevemente, B. parapertussis opsonizadas como se describe mas arriba, fueron incubadas
con PMN durante 40 min a 37°C en una relacion inicial bacteria/célula (Rib/c) de 200. La
fagocitosis se detuvo colocando en hielo las muestras. Para determinar en nimero de
bacterias fagocitadas por célula se emple6 doble marcacién y microscopia de fluorescencia,

segin se describio previamente [15]. Brevemente, las células fueron fijadas con
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paraformaldehido al 4% durante 10 minutos. Luego de la fijacion, los neutréfilos se lavaron
con PBS y se incubaron con NH4Cl 50 mM durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Para determinar el numero de bacterias asociadas a la superficie celular de los neutréfilos
las células fueron incubadas con suero policlonal anti-B. parapertussis de conejo (30 min a
4°C). Luego de tres lavados las células se incubaron con fragmentos F(ab'), de anticuerpos
de cabra anti-IgG de conejo conjugados con Cy3 durante 30 min a 4°C. Con el fin de evitar
la union inespecifica de los anticuerpos todas las incubaciones fueron realizadas en
presencia de 25% v/v de suero humano inactivado por calor. Para determinar el nimero de
bacterias intracelulares las células fueron lavadas y permeabilizadas mediante la incubacion
con una soluciéon de saponina 0,1% (Sigma) y BSA 0,2% (Sigma) (30 min a temperatura
ambiente), seguido de la tincién de las bacterias por inmunofluorescencia indirecta. Para
ello las células fueron incubadas con anticuerpos policlonales de conejo anti-B.
parapertussis en PBS con saponina 0,1% y BSA 0,2% (30 minutos a temperatura
ambiente). Luego de dos lavados con PBS con saponina 0,1% y BSA 0,2%, se incubaron
con fragmentos F(ab'), de anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo conjugados con FITC
(30 min a 25°C) en presencia de saponina 0,1% y BSA 0,2%. Luego de dos lavados con
PBS con saponina 0,1% y BSA 0,2%, las células fueron lavadas con agua destilada para
eliminar el exceso de sales, se montaron sobre portaobjetos y fueron analizadas por
microscopia de fluorescencia utilizando un microscopio DMLB acoplado a una cadmara DC
100 (Leica Microscopy Systems Ltd., Heerbrugg, Suiza). El nimero de bacterias
extracelulares (rojas y verdes) e intracelulares (verdes) se determind por la observacion de

al menos 50 células en cada condicion.
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4.2.13. 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 utilizoé el test de Menor Diferencia

Significativa (LSD) con un grado de significacion (p) de 0,05.
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4.3. Resultados y Discusion

Se estudiaron los dominios a través del servidor pfam [16], y se identificé un
dominio de proteina peripldsmica de union de ligandos. El programa signalP, también
muestra que la proteina tiene un péptido sefal en sus primeros 28 aminoacidos. En general,
el péptido sefial es la parte N-terminal de una proteina que se dirige a la via de secrecion.
La proteina a ser secretada se une a un complejo de proteinas conocido como translocon,
que comprende las subunidades SecY, E y G. Durante la translocacion, el péptido senial se
escinde por una enzima conocida como peptidasa sefial 1 o peptidasa lider (Lep) en
bacterias[17,18]. Debido a que este fragmento N-terminal es clivado y ya no formara parte
de la proteina madura, no fue incluido para el disefio de los cebadores para el clonado de
expresion. Si bien el estudio de localizacion subcelular por herramientas bioinformaticas
como pSortB [19] y SOSUI [20] la muestra como una proteina de localizacion
periplasmatica, debido a su funcidén es posible que, al igual que AfuA e IRPI-3, esta
proteina se encuentre al menos parcialmente expuesta en superficie. De cualquier manera,
el hecho de que haya sido reconocida por sueros de ratones y humanos infectados lo

convierte en un interesante candidato a evaluar.

4.3.1. Clonado, expresion y purificacion de LivJ

Para la obtencion de Liv] en forma recombinante se amplificé el gen que codifica
para esta proteina a partir de ADN gendémico de B. parapertussis utilizando cebadores
especificos; como se menciond previamente, los cebadores se disefiaron a partir del residuo
29 de la secuencia codificante (Figura 3), de manera de obtener una forma soluble de la

proteina y se clonaron en el vector pET28a, generando la construccion pET28a-Liv], que se
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utilizd para transformar células de E. coli BL21 (DE3) competentes. La expresion de la
proteina recombinante se llevd a cabo mediante la induccion por agregado de IPTG
siguiendo protocolos estandar de induccion. La induccion fue confirmada por electroforesis

de lisados de bacterias E. coli obtenidas antes y después de la induccion (Figura 3C).
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Figura 3. Obtencion de Liv] en forma recombinante. A) Estrategia de clonado de Liv] B) Gel de
agarosa 1% con el producto de PCR que se obtuvo a partir de ADN genoémico de B. parapertussis
CN2591 y que fue utilizado para construir el plasmido pET28a-sLiv]. C) SDS-PAGE 12,5% de
bacterias antes y después de la induccion. Se observa la expresion de rLiv] al agregar IPTG.

El plasmido pET28a esta disefiado de manera tal que se produzca una proteina que
contiene, ademas de la secuencia del gen clonado, 6 residuos de histidina en el extremo N-

terminal. Este disefio permite que la misma sea facilmente purificada utilizando una
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columna de cobalto. Como se observa en la Figura 4 la purificacion dio como resultado una
unica banda de aproximadamente 40 kDa, siendo que el tamafo esperado de acuerdo a
predicciones de 40,2 kDa.

Finalmente, y en forma previa a los siguientes ensayos, la proteina recombinante
purificada fue enviada Centro de Estudios Quimicos y Biologicos por Espectrometria de
Masa (CEQUIBIEM) de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de

Buenos Aires que confirmo6 su identidad por MALDI-TOF.
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Figura 4. Purificacion de rLiv]. SDS-PAGE 12,5% de rLiv] purificada utilizando columnas de
cobalto a partir de un extracto crudo de proteinas de E. coli inducidas por 3hs con IPTG.

Una vez que esta proteina fue obtenida en forma recombinante y libre de LPS se
pudo disponer de cantidad suficiente para su caracterizacion como antigeno vacunal. En
primer lugar se evalud si la proteina recombinante era reconocida por sueros de ratones
infectados con B. parapertussis y anticuerpos humanos infectados. Para ello se emplearon

ensayos de dot blot utilizando a la proteina recombinante como antigeno. Holotransferrina
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humana fue empleada como control negativo y células de B. parapertussis sonicadas como
control positivo. En la Figura 5 se puede observar que ambos sueros reconocen a Liv]

recombinante
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IgG purificada de & | .
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Figura 5. Reconocimiento de rLivJ por anticuerpos inducidos por infeccion. Membranas de
nitrocelulosa fueron cargadas con la proteina recombinante, B. parapertussis sonicada, como
control positivo, u holotransferrina humana como control negativo e incubadas con sueros de

humanos o ratones infectados con B. parapertussis como se indica.

Dado que en estudios del analisis del seroproteoma de raton inducido por vacuna
celular contra B. pertussis [21] se detectaron anticuerpos contra Liv] de B. pertussis
decidimos evaluar si dichos sueros reconocian nuestra proteina recombinante. Sueros de
ratones infectados contra B. parapertussis que habian reconocido a la proteina
recombinante en ensayos de Dot blot (Figura 5) se usaron como control positivo. Para ello,
5 pg de proteina recombinante fueron sembradas en diferentes calles de un gel de SDS-
PAGE 12,5%. Luego de la corrida electroforética las proteinas fueron transferidas a

membranas de PVDF. Posteriormente, la membrana fue bloqueada e incubada con suero de
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ratones vacunados con células enteras de B. pertussis o con suero de ratones infectados con

B. parapertussis. En la Figura 6 se puede ver que ambos sueros reconocen a rLiv].

Livi —

Figura 6. Deteccion de rLiv] por sueros de raton anti-B. pertussis y anti-B. parapertussis. Cinco pg
de rLiv] fueron cargados en distintas calles de un gel de poliacrilamida 12,5% y transferidos.
Sueros de ratones vacunados con células enteras de B. pertussis (Bp), suero de ratones infectados
con B. parapertussis (Bpp), o suero normal de raton fueron utilizados como anticuerpos primarios.

Estos resultados ponen en evidencia la similitud entre las Liv] de ambas especies y
la retencion de epitopes de las respectivas proteinas nativas en nuestra proteina

recombinante.

4.3.2. Respuesta humoral generada por vacunacion con rLivJ
Como paso siguiente, decidimos evaluar la inmunogenicidad de la proteina
producida en forma recombinante. Para ello, ratones BALB/c se inmunizaron con rLiv]

formulada con adyuvante de Freund completo y recibieron una dosis refuerzo a los 14 dias
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con la proteina en adyuvante de Freund incompleto. Como control negativo un grupo de
ratones se inmunizd con adyuvante solo siguiendo el mismo plan de inmunizacién. Se
recolectaron muestras de suero previo a cada inmunizacion (dia 0 y dia 14) y también 14
dias después del refuerzo (dia 28) y se utilizaron para caracterizar la respuesta humoral a la
vacunacion.

Como primera medida, se determino el titulo de IgG anti-rLiv] inducido por las
distintas inmunizaciones mediante ensayos de ELISA en placas sensibilizadas con la

proteina recombinante.

—-1LivI/AF
3 1 —+AF

Log titulo IgG anti-rLiv]

Dias

Figura 7. Titulo de anticuerpos anti-rLiv]J inducidos por vacunacion con rLiv]. Grupos de ratones
fueron inmunizados los dias 0 y 14 con proteina recombinante en adyuvante de Freund (rLiv]J/AF) o
con adyuvante de Freund (AF) solo. Los dias 0, 14 y 28 se obtuvieron muestras de suero. Se
muestra la evolucion del titulo de anticuerpos IgG anti-rLivJ a lo largo del plan de vacunacion. Los
resultados muestran la media = DE de resultados representativos de dos determinaciones
independientes por triplicado

La Figura 7 muestra el aumento de IgG a lo largo del esquema de inmunizacion. La
Figura 8 muestra la distribucion de isotipos de IgG anti-rLiv] en los sueros obtenidos el dia

28 (14 dias después de la segunda inmunizacién). La relacion IgG1/IgG2a obtenida es de
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1,19+0,15, lo que sugiere una respuesta IgG1/IgG2a balanceada similar a la obtenida para
rAfuA (1,26+0,18). En ratones, la activacion de linfocitos Thl, caracterizado por la
produccion de IFN-y e IL-2, induce la produccion de anticuerpos IgG2a mientras que la
activacion del subconjunto Th2 y la posterior produccion de citoquinas como I1L-4, IL-5,
IL-10 e IL-13 se asocia principalmente con el desarrollo de IgG1 y de IgE [22]. Por lo
tanto, el radio IgG1/IgG2a es una forma sencilla de obtener una aproximacion del tipo de
respuesta inducida por la vacunacion con diversos antigenos. En este caso, los resultados

sugieren que el antigeno Liv] da una respuesta balanceada entre Th1 y Th2.
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Figura 8. Distribucion de isotipos IgG1 e IgG2a anti-rLiv] en sueros de ratones inmunizados con
rLiv]. Grupos de ratones fueron inmunizados los dias 0 y 14 con proteina recombinante. Catorce
dias después de la segunda inmunizacion se determind el titulo de IgG1 e IgG2a por ELISA. Los
resultados muestran la media + DE de resultados representativos de dos determinaciones
independientes por triplicado

4.3.3. Regulacion por hierro de LivJ
En el capitulo 2 de esta tesis, se encontrd una discrepancia en lo observado entre dos

aproximaciones protedmicas con respecto a cambios en abundancia de Liv] cuando se
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compar6 una condicion de crecimiento estandar con una de limitacion en hierro. Por un
lado, la proteina se identificO como aumentada en limitacion de hierro en geles
bidimensionales, pero no se observaron diferencias en la protedmica shotgun. Para terminar
de discernir este aspecto antes de seguir avanzando en esta caracterizacion decidimos
evaluar por un lado la regulacién por disponibilidad de hierro de esta proteina y por otro
lado la exposicion en superficie bacteriana. Para ello, en primer lugar, muestras de
proteinas totales o fracciones enriquecidas en proteinas de membrana externa de B.
parapertussis cultivada en exceso y limitacion de hierro fueron sometidas a ensayos de
inmunodeteccion (western blot) con los sueros anti-rLiv] obtenidos en ratones descriptos en
el apartado anterior.

La Figura 9 observa una sola banda correspondiente al peso molecular de LivJ
indicando que los anticuerpos inducidos por la proteina recombinante reconocen a la
proteina expresada por la bacteria en forma especifica. A pesar de que los anticuerpos
inducidos contra Liv] podrian ser capaces de reconocer a su paralogo, el peso molecular de
ambas proteinas es muy similar (0,5 kDa de diferencia) por lo que es muy posible que en la
Figura 9 la banda que se observa sea de ambas proteinas. No se observa diferencia
significativa en la intensidad de la banda en ninguna de las dos muestras (células totales o
fraccion enriquecida con proteinas de membrana externa) en las distintas condiciones de
disponibilidad de hierro, lo que sugiere que esta proteina estara expresada en forma similar
en cualquiera de las dos condiciones tal como lo mostré la protedmica shotgun. Es posible
que el aumento detectado en el andlisis de los geles bidimensionales haya sido parte de un
artefacto debido a la compensacion necesaria para normalizar la carga proteica entre los

geles analizados.
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Figura 9. Expresion Liv] en B. parapertussis cultivada en alta y baja disponibilidad de hierro.
Extractos de proteina totales de B. parapertussis (1 y 2) y de proteinas de membrana externa (3 y 4)
cultivada en presencia (1 y 3) o ausencia (2 y 4) de hierro se sometieron a electroforesis en geles de

poliacrilamida (SDS-PAGE) 12, 5%. Las proteinas se transfirieron a membranas de PVDF. El

revelado se realizo con suero de raton anti-rLivl]. El gel se sembrd con muestras provenientes de
numeros de bacterias equivalentes en los carriles 1 y 2, y la misma cantidad de proteina en los
carriles 3 y 4.

4.3.4. Evaluacion de la localizacion celular de LivJ

Como se mencion6 en el punto anterior, la Figura 9 demuestra que rLiv] induce
anticuerpos capaces de reconocer la proteina expresada por la bacteria. Por otro lado, dado
que Liv] se detectd en la fraccion enriquecida en proteinas de membrana externa (Figura 9),
cabe suponer que esta proteina se encuentra efectivamente entre las proteinas de membrana
externa pero falta evaluar si esta expuesta en superficie bacteriana. Para ello se realizaron
ensayos de ELISA utilizando células enteras de B. parapertussis cultivadas en exceso y
limitacion de hierro como antigeno. Como se muestra en la Figura 10, los sueros de ratones
inmunizados con rLiv] reconocen a la proteina en la superficie de la bacteria en ambas
condiciones de cultivo y, aunque los titulos fueron mas altos cuando la placa se sensibilizd
con la bacteria limitada en hierro, esta diferencia no es estadisticamente significativa. La
diferencia puede deberse tanto a las pequenias diferencias en el nivel de expresion del
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antigeno como a la modificacion en el antigeno O que fue mencionada en capitulos
anteriores, ya que como se ve en la Figura 10 hay un poco de apantallamiento de Liv] por
el antigenos O que se refleja en el mayor nivel de reconocimiento de la mutante defectiva

en este antigeno (BppAwbm) en ambas condiciones de cultivo.

msS
O55-Fe

Log del titulo de anticuerpos

BppWit BppAwbim

Figura 10. Deteccion de Liv] en superficie de B. parapertussis. El titulo de anticuerpos inducidos en
ratones mediante inmunizacion con rLiv]J se determind mediante ELISA usando como antigeno
células enteras de B. parapertussis. Las placas se recubrieron con B. parapertussis salvaje (BppWt)
0 B. parapertussis defectiva en la expresion de antigeno O (BppAwbm) cultivadas en condiciones
de exceso (SS) o limitacion de hierro (SS-Fe). (*p <0,05). Los titulos de anticuerpos se expresan
como la media del logaritmo del titulo de los tres sueros £ DE de resultados representativos de dos
determinaciones independientes por triplicado

Estos resultados demuestran que la proteina recombinante de Liv] es capaz de
inducir anticuerpos que reconocen a la proteina nativa en la superficie en B. parapertussis.
Por ensayo de western blot vimos solo una banda de reconocimiento tanto en el lisado de
células como en la fraccion enriquecida en proteinas de membrana externa (Figura 9) por lo
que cabe esperar que los resultados observados en la Figura 10 se deban efectivamente al

reconocimiento de Liv] en superficie bacteriana y no a un pegado inespecifico. En este
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contexto, estos resultados demuestran que Liv] esta accesible para anticuerpos dirigidos
contra ella y con un nivel de expresion levemente aumentado en condiciones de infeccion
(limitacion de hierro). El antigeno O tiene un nivel de apantallamiento bajo sobre la
proteina segun los resultados de ELISA (Figura 10). Tanto el nivel de reconocimiento como
el nivel de apantallamiento es similar al observado con AfuA (Capitulo 3 de esta tesis) con
lo cual podria esperarse que Liv] actue como blanco de opsoninas y, de ser asi, podria
esperarse que sea un antigeno protector contra B. parapertussis. En los apartados siguientes

evaluamos esta posibilidad.

4.3.5. Actividad opsonizante y opsonofagocitica de los anticuerpos anti-rLivJ

Para evaluar si Liv] es blanco de opsoninas, incubamos anticuerpos anti-rLiv]
obtenidos por inmunizacién de ratones con la proteina recombinante y empleamos suero
normal de raton como control negativo. Terminada la incubacion las bacterias se lavaron y
se incubaron un anticuerpo anti-ratéon conjugado con ficoeritina (fluorescencia roja). Las

bacterias se lavaron, se fijaron y se analizaron por citometria de flujo.
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Figura 11. Opsonizacién de B. parapertussis por sueros anti-rLiv]). B. parapertussis fue incubada
con suero anti-rLiv] o suero normal de raton durante 30 min a 37°C. Luego de los correspondientes
lavados, las bacterias fueron incubadas con anticuerpos anti-IgG de raton conjugados con PE
durante 30 min a 4°C, lavadas, fijadas y analizadas por citometria de flujo. Se muestran histogramas
representativos de dos experimentos independientes.

La Figura 11 muestra que los anticuerpos inducidos con rLiv] opsonizan a la
bacteria, lo cual confirma la exposicion en superficie bacteriana de Liv] y demuestra la
afinidad de los anticuerpos inducidos por la proteina recombinante por la proteina en su
conformacion nativa.

Como ultimo paso se realizaron ensayos de opsonofagocitosis. Para ello se aislaron
las células polimorfonucleares (PMN) de donantes humanos sanos y incubaron con B.
parapertussis previamente incubadas con suero de raton anti-rLivJ o suero normal de raton
(para ser empleado como control negativo). Las bacterias fueron tefiidas con doble marca
fluorescente y las bacterias fagocitadas fueron contadas con un microscopio de

epifluorescencia.
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Figura 12 .Capacidad de anticuerpos anti-rLiv] de promover la fagocitosis de B. parapertussis por
neutréfilos humanos. B. parapertussis opsonizada con suero anti-rLivJ, o suero normal de ratdn, fue
incubada con neutr6filos humanos durante 40 min a 37°C. Las bacterias fueron detectadas mediante

doble marcacion fluorescente (las intracelulares con verde y las extracelulares con verde y rojo) y

microscopia de fluorescencia. Los datos graficados representan la media + DE de resultados
representativos de dos determinaciones independientes por utilizando neutrofilos de diferentes
donantes (*p<0,05).

Como se observa en la figura 12, el suero anti-rLiv] induce anticuerpos
opsonizantes de B. parapertussis y promueve la fagocitos de la bacteria mediada por
receptores Fc lo cual se espera que resulte en actividad celular bactericida. Algo que no
ocurre si la fagocitosis de esta bacteria no es mediada por anticuerpos [15]. Cabe sefialar sin
embargo, que al compararlo con los valores de opsonofagocitosis mostrados en el capitulo
anterior de esta tesis, se observa que la actividad opsonofagocitica inducida por rLiv] es

significativamente menor que la inducida por rAfuA, por ejemplo. Esto puede deberse a

menor afinidad de los anticuerpos dirigidos contra LivJ, entre otras posibilidades

4.3.6. Evaluacion de la capacidad protectora de la proteina rLivJ
Finalmente, y para determinar si rLivJ tiene actividad protectora contra infecciones
de B. parapertussis, se evalud la proteccion activa en modelo murino de infeccién
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intranasal. Grupos de ratones hembra BALB/c se vacunaron a los dias 0 y 14 con rLiv] en
adyuvante de Freund completo en la primera dosis, e incompleto en la segunda. Un grupo
de ratones inoculados solamente con adyuvante fue utilizado como control. Al dia 28, los
ratones fueron desafiados por inoculacion intranasal de B. parapertussis. Al tercer dia post-
desafio los ratones fueron sacrificados y los pulmones fueron extraidos para realizar

recuento de bacterias UFC como se explicd anteriormente.

Tabla 1. Proteccion contra la infeccion por B. parapertussis conferida por inmunizacion con rLiv]

Vacuna log CFU en pulmones” Unidades de proteccion”
rLivJ/FA 6,49 + 0,12 -0,17
PBS/FA 6,32+£0,17 -

* La carga bacteriana es representada como la media del Log UFC + DE para cada grupo
® Las unidades de proteccion fueron obtenidas mediante la substraccion de la media del Log UFC
del grupo vacunado a la media del Log UFC del grupo control (PBS/AF)

Como se observa en la Tabla 1, este antigeno no mostré capacidad protectora contra
infecciones de B. parapertussis en las condiciones ensayadas, ya que no se observaron
diferencias significativas en la proteccion del grupo ratones vacunados con rLiv] y el grupo
control. En un trabajo previo se observo que Liv] de B. bronchiseptica es un antigeno que
induce una fuerte respuesta humoral pero en un modelo de dosis letal no logré un aumento
significativo en la curva de sobrevida de los ratones vacunados [23]. Si bien Liv] es un
antigeno relativamente abundante en células de B. parapertussis segin los resultados de las
protedmicas descriptas el Capitulo 2 es posible que la densidad del antigeno en la superficie
bacteriana durante la infeccién no sea suficiente para que la bacteria sea opsonizada
eficientemente. En un estudio del exoproteoma de E. coli se observa que dependiendo de
las condiciones de cultivo, la bacteria libera mayores cantidad de LivJ al medio extracelular

[24], por lo que es posible que, in vivo, haya una mayor secrecion de Liv] disminuyendo la
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densidad de la proteina en superficie. Si este fuese el caso, Liv] de B. parapertussis no seria

un buen blanco de opsoninas.
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4.4. Conclusion

En este capitulo se caracterizO un inmunogeno identificado a través de una
combinacion de protedmica comparativa € inmunoprotedmica como potencial antigeno
vacunal. Si bien los resultados de este capitulo sugieren que esta no es una proteina
regulada por hierro, se puede afirmar que se expresa en el fenotipo infectante ya que es
reconocida por sueros de infectados. La proteina recombinante obtenida a partir de ADN de
B. parapertussis mostrd ser un antigeno que induce una importante respuesta humoral y
una respuesta balanceada Th1/Th2, segin los perfiles de isotipos obtenidos. Los
anticuerpos generados por la proteina recombinante reconocen a la proteina nativa en la
superficie bacteriana y, la opsonizan. A pesar de eso y de que se observd actividad
opsonofagocitica in vitro, este antigeno no logré disminuir la carga de la infeccion en
modelos murinos. Esto puede deberse a una menor disponibilidad del antigeno en la
superficie bacteriana durante la infeccion o a una baja avidez de los anticuerpos inducidos
por vacunacion. Nuevas estrategias estan siendo implementadas para evaluar si este
antigeno puede ser considerado para estudios futuros, o debe descartarse como antigeno

vacunal.
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5. COMPARACION ENTRE LAS ESPECIES CAUSANTES DE LA TOS

CONVULSA.BUSQUEDA DE DETERMINANTES DE PATOGENICIDAD

5.1. Introduccion

A partir de este trabajo de tesis y de trabajos anteriores realizados por nuestro grupo,
contamos con varios perfiles protedémicos que contienen informacion sobre las proteinas
expresadas por B. pertussis y B. parapertussis en diversas condiciones de crecimiento.

Como se menciond previamente, el secuenciamiento de las cepas de B. pertussis
Tohama 1y de B. parapertussis 12822 mostrd que el genoma de esta ultima es mas grande,
conteniendo 588 marcos de lectura abierta méas que el genoma de B. pertussis. La
disponibilidad de genomas completos es crucial para poder hacer genomica comparativa.
La disponibilidad de secuencias gendmicas completas ofrece la posibilidad de identificar
ortdlogos, es decir genes que evolucionaron a partir de el mismo gen ancestral, y es
condicién necesaria para determinar ausencia o presencia de genes en una cepa en
particular. La capacidad de delinear conjuntos de ortdlogos y de identificar genes faltantes
es indispensable para la reconstruccion del metabolismo de un organismo y otros sistemas
funcionales y para las reconstrucciones de la evolucion del genoma.

En los ultimos afios, con el incremento de las secuencias genémicas disponibles se
han creado muchas herramientas para su andlisis. Varios estudios recientes han
proporcionado evidencia que sugiere que los genomas bacterianos son en realidad mosaicos
que incluyen genes compartidos por todos los aislados de un grupo (genoma central), asi
como también genes especificos. La suma del genoma central y los genes restantes propio
de cada cepa incluida dentro del grupo se define como el pan-genoma. Definir el pan-

genoma de una bacteria arroja luz sobre su biologia y ciclo de vida.
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En este capitulo construimos dos pangenomas utilizando los genomas de varias
cepas de B. pertussis y de B. parapertussis, respectivamente, para analizar la variabilidad
de cada especie por separado. Luego, construimos un pangenoma con los genomas de las
cepas de referencia de cada especie (B. pertussis Tohama 1 y de B. parapertussis 12822)
con el fin de identificar genes sin ortélogos en la otra especie. Utilizando esta informacién
seleccionamos para un posterior analisis aquellos genes sin ortdlogos que se hubieran
encontrado expresados en el estudio protedmico realizado en el Capitulo 2 de esta Tesis en
un intento por avanzar en la comprension de las bases moleculares de las diferencias entre

estas dos especies estrechamente relacionadas.

252



5.2. Materiales y métodos
5.2.1. Cepas bacterianas, condiciones de cultivo y limitacion

Para los estudios realizados en este capitulo, se emplearon las siguientes cepas, B.
parapertussis CN2591 (cepa salvaje), una cepa mutante isogénica defectiva en la expresion
del antigeno O denominada CN2591Awbm (B. parapertussis Awbm) [1] y B. pertussis
Tohama I. Para los ensayos de aglutinacion y adhesion, estas cepas se transformaron con el
plasmido pCW505 (suministrado amablemente por Alison Weiss, Cincinnati, OH) que
induce la expresion citopldsmica de la proteina fluorescente verde (GFP) sin afectar el
crecimiento o la expresion de antigenos [2]. Las bacterias fueron cultivadas en placas de
Agar Bordet Gengou (DIFCO Laboratories, Detroit, Michigan), suplementada con 15% v/v
de sangre desfibrinada de carnero (ABGs), por 3 dias a 37°C en el caso de B. pertussis, o 2
dias en el caso de B. parapertussis. Al cabo de este tiempo se repico en una nueva placa
ABGs y se cultivo a 37°C durante 20 hs. Del cultivo en medio solido se extrajo el indculo

para el cultivo en medio liquido Stainer-Scholte (SS).

5.2.2. Anticuerpos
El suero de conejo anti-Fimbria de B. pertussis (suero anti-Fim) y el suero normal
de conejo se obtuvieron como se mencion6 previamente [4]. Anticuerpos de cabra anti-IgG

conejo conjugada con HRP (Sigma, Saint Louis, MO) fueron utilizados en ELISA.

5.2.3. Linea celular
Células epiteliales bronquiales humanas 16HBE140- (cedidas gentilmente por el Dr.

Dieter Gruenert, Universidad de San Francisco, California) se cultivaron en botellas
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tratadas con 10 mg/l de fibronectina, 10 ml/l de colageno bovino y 0,1 g/l de seroalbumina
bovina (BSA) (todos de Sigma, Saint Louis, Missouri) en medio MEM suplementado con
suero fetal bovino (SFB) (ambos de GIBCO BRL, Grand Island, New York) al 10% a 37°C,
5% de CO; tal como se describid previamente [5]. Las células se cultivaron hasta el 80% de
confluencia, se levantaron con 0,25% v/v tripsina-0,1% p/v EDTA (Sigma) (5 min a 37° C)
y se cultivaron en placas de 24 pocillos (2x10° células por pocillo) previamente tratadas

con fibronectina, colageno, BSA por 18 hs previo a la infeccion.

5.2.4. Prueba de ELISA

Los titulos de anticuerpos se determinaron mediante ELISA, como se describio
previamente [6]. Brevemente, se colocaron en placas de ELISA (NuncMaxisorp, Roskilde,
Dinamarca) 100 pl por pocillo de B. pertussis, B. parapertussis cepa salvaje o B.
parapertussis Awbm (DOgso: 1) en PBS y se incubaron durante la noche a 4°C en cdmara
himeda. Las placas recubiertas se lavaron tres veces con PBS -Tween 20 (Sigma) al 0,05%
p/v y se bloquearon con PBS con leche descremada al 10% p/v durante 1 h a 37°C. Se
prepararon diluciones seriadas de suero de conejo anti-Fim o suero normal de conejo en
PBS conteniendo 5% p/v de leche descremada y 0,05% de Tween 20, y se agregaron 100 pl
por pocillo. Las placas se incubaron durante 2 horas a 30°C. Anticuerpos de cabra anti-IgG
de conejo conjugada con HRP seguido por OPD (O-fenilendiamina de Sigma) y H,0,, se
emplearon en el revelado. La reaccion se detuvo mediante la adicion de acido sulfurico 2 M
y se determino la absorbancia a 492 nm. El titulo se calcul6 mediante el método de punto
final, como la inversa de la dilucion de suero mas alta que dio una lectura por encima del

limite [7]. Suero normal fue utilizado para determinar el limite.
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5.2.5. Ensayo de aglutinacion

La actividad aglutinante de los anticuerpos anti-Fim de B. pertussis se determin6
como se describio anteriormente [4]. Brevemente, 100 ul de GFP-B. pertussis o GFP-B.
parapertussis cultivadas en medio SS (ODgso: 1) se incubaron durante 1 hora a 37°C con
diluciones seriadas de suero de conejo anti-Fim de B. pertussis o suero normal de conejo
como control negativo. La aglutinacion se visualizd con un microscopio de fluorescencia
(DMLB acoplado a una camara DC 100 (Leica Microscopy Systems Ltd., Heerbrugg,

Suiza).

5.2.6. Ensayos de adhesion bacteriana a células bronquiales

Células 16HBE140- cultivadas por 18 horas sobre cubreobjetos de vidrio en placas
de 24 pocillos se incubaron con GFP-B. pertussis, GFP-B. parapertussis o GFP-B.
parapertussis Awbm con una multiplicidad de infeccion de 20 bacterias por célula en
presencia o ausencia de anticuerpos anti-Fim de B. pertussis. Para facilitar la interaccion de
las bacterias con las células, las placas se centrifugaron durante 5 minutos a 340 x g, a
temperatura ambiente y se incubaron 4 horas a 37°C en 5% (v/v) de CO,, las células se
lavaron dos veces para eliminar las bacterias no unidas. Las células se fijaron usando
paraformaldehido al 4%, se lavaron con PBS y se incubaron durante 10 minutos a
temperatura ambiente con PBS que contenia NH4Cl 50 mM. Después de la fijacion las
células se incubaron 5 min con 5 pg/ml de ioduro de propidio (Sigma) para la tincion de
nucleos. Después de varios lavados, los vidrios con las células se montaron en portaobjetos
y se analizaron por microscopia de fluorescencia con un microscopio DMLB acoplado a

una camara DC 100 (Leica Microscopy Systems Ltd.). El numero de bacterias (verde
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fluorescente) por célula se determind mediante examen microscopico de al menos 10

campos seleccionados al azar con un minimo de cinco células por campo.

5.2.7. 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 andlisis de varianza (ANOVA). Para la
comparacion de los valores obtenidos (medias) se utilizoé el test de Menor Diferencia

Significativa (LSD) con un grado de significacion (p) de 0,05.
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5.3. Resultados y Discusion
5.3.1. Comparacion de genomas de B. parapertussis

Como paso previo al estudio comparativo de los genomas de B. pertussis y B.
parapertussis, se utilizaron las herramientas bioinformaticas para evaluar la hipotesis
formulada por otros autores [8,9], de que existe muy poca diversidad genética entre las
cepas circulantes de B. parapertussis. Para ello se trabajé con los 19 genomas completos
disponibles en el NCBI. Los genomas fueron alineados para construir un arbol filogenético
utilizando REALPHY [10].

En la Figura 1 se observa que los genomas de B. parapertussis en el arbol
filogenético se separan segun el afio de aislamiento. Por otro lado, los genomas de los
aislados de Alemania de 1993 estan mas cercanos entre si que uno del mismo afio de
Estados Unidos. Esto sugiere que, a pesar de su limitada variabilidad genética, B.
parapertussis presenta ciertas diferencias dependiendo del afio y lugar de origen.
Finalmente, los aislados de Estados Unidos del afio 2012 tienen mutaciones en el gen de
pertactina (prn), algo similar a lo observado con los aislados clinicos de B. pertussis y
también de B. parapertussis en Francia [11]. Las mutaciones en pertactina son consideradas
un mecanismo de evasion de la respuesta inmune inducida por las vacunas acelulares. La
aparicion de cepas de B. parapertussis sin pertactina en lugares donde solo se aplica dicha
vacuna pone en duda la falta de proteccion muchas veces observada [12]. En ese sentido,
algunos trabajos tanto de epidemiologia como de evaluacion en modelos murinos sugieren
cierto grado de proteccion conferido por dicha vacuna que podria explicar esta seleccion de

mutantes entre las cepas circulantes [13,14].
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Figura 1. Relacion filogenética a partir de los genomas de los 19 aislados de B. parapertussis
secuenciados.

Al analizar los genomas de B. parapertussis con el software GET HOMOLOGUES
[15], utilizando el método OrthoMCL [16], se observa que de un total de 4126 genes en
clusteres conteniendo genes homologos, 4007 se encuentran codificados en los 19 genomas
analizados, y 34 en 18 de ellos (Figura 2). Muy pocos se encuentran solo en uno o dos
genomas, lo cual confirma que B. parapertussis ha cambiado muy poco a lo largo del
tiempo. B. pertussis, en cambio, ha tenido una gran variacion a lo largo del tiempo. Por
ejemplo, un andlisis similar fue realizado con 5 genomas de B. pertussis y de 4660 clusteres
conteniendo genes homologos, solo 2896 son compartidos por todos (Figura 3). Esto
demuestra que la poblacién de B. parapertussis es mas homogénea. Se cree que la gran
variacion de B. pertussis a lo largo del tiempo es debida a la presion de seleccion inducida
por las vacunas. El relevamiento de cepas de B. pertussis circulantes a lo largo del tiempo
ha mostrado una inmunoseleccion dinamica dirigida por vacunacion a lo largo de los afios
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[17]. Algo que no ha sucedido con B. parapertussis por la escasa proteccion cruzada de la

vacuna contra la tos convulsa mencionada en los primeros capitulos de este trabajo de

Tesis.
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Figura 2. Analisis del pangenoma a partir de 19 genomas de B. parapertussis. Se muestra el nimero
de clusteres compartido por todos los aislados o por un nimero determinado de ellos
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Figura 3. Anélisis del pangenoma a partir de 5 genomas de B. pertussis. Se muestra el nimero de
clusteres compartido por todos los aislados o por un numero determinado de ellos.

5.3.2. Proteinas de B. parapertussis ausentes en el genoma de B. pertussis

La comparacién entre las secuencias de los genomas de B. pertussis y las cepas de

linaje humano de B. parapertussis sugiere que ambas especies derivan de un ancestro
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comun similar a B. bronchiseptica Sin embargo, de acuerdo con Diavatopolous y
colaboradores[18], B. pertussis y B. parapertussis pueden haber derivado de distintos
clones de B. bronchiseptica y la adaptacion al entorno humano puede haber ocurrido como
dos eventos independientes separados en el tiempo, tal como se menciona en el Capitulo 1
de esta Tesis. La transicion de aquel ancestro con capacidad de infectar muchas especies de
mamiferos a las especies actuales restringidas a humanos, fue acompafiada por la pérdida
de un gran niumero de genes y, generacion de pseudogenes y elementos de insercion. Dado
que como parte de este trabajo de tesis se obtuvo la primera caracterizacion proteémica de
B parapertussis, se realizo también una busqueda de aquellas proteinas identificadas en B.
parapertussis que estdn ausentes o anotadas como pseudogenes en el genoma de B.
pertussis. Con este fin, se emple6 el software GET HOMOLOGUES [15], utilizando el
método OrthoMCL [16]. El pangenoma obtenido con esta técnica para estas dos cepas
contiene 4301 clusteres de genes homologos, de los cuales 291 son tnicos de B. pertussis,
mientras que 1157 solo se encontraron en el genoma de B. parapertussis.

Ciento cuarenta y cinco (145) proteinas de B. parapertussis identificadas en el
estudio de protedmica descripto en el Capitulo 2 no tienen ortdlogos codificados en el
genoma de B. pertussis Tohama I (Tabla 1).

Entre ellas, se identificaron cuatro proteinas que contienen dominios de proteinas de
estrés universal o USP (BPP1099, BPP1590, BPP3176, BPP4064). Estas proteinas se
acumulan en distintas condiciones de stress, como estrés osmotico, oxidativo e incluso en
limitaciones nutricionales [19]. En estudios recientes de Brucella abortus se ha observado
el aumento de este tipo de proteinas en la fase intracelular de persistencia de este patdogeno
[20]. Este dominio ha sido relacionado también con la sobrevida de Mycobacterium

smegmatis dentro de macrofagos y con su virulencia en modelos murinos [21]. Estas
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proteinas se consideran involucradas en la patogenicidad porque sustentan la resistencia
bacteriana a las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno generadas como parte de la
defensa del hospedador. Otras proteinas relacionadas con el estrés oxidativo que se
encontraron en el proteoma de B. parapertussis y que no estan presentes en el genoma de B.
pertussis son osmC (BPP1969), una chaperona (BPP2690) y el citocromo c¢5 (BPP4111).
Se ha visto que el citocromo c5 en Neisseria gonorrhea aumenta la tolerancia y resistencia
al oxigeno y al estrés oxidativo. Los patogenos de mamiferos deben sobrevivir a la
presencia de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno durante la colonizacion del
hospedador, la expresion de este grupo de proteinas sugiere que B. parapertussis es una
especie mas resistente a condiciones de estrés lo cual podria explicar en parte la gran
persistencia de esta especie en el hospedador.

Otra proteina interesante encontrada solo en B. parapertussis es gshA (BPP4089).
Esta enzima cataliza la conversion de glutamato y cisteina en glutation [22]. Este hallazgo
sugiere que, a diferencia de B. pertussis, B. parapertussis podria sintetizar glutation, una
factor esencial para el crecimiento de B. pertussis incluida en la formulacion del medio SS
[23]. Con el fin de investigar si B. parapertussis puede crecer sin necesidad de una fuente
externa de glutation, se us6 medio SS formulado con o sin glutation para cultivar B.
pertussis 'y B. parapertussis y se tomaron muestras a lo largo del cultivo. Las curvas de
crecimiento (Figura 4), mostraron que B. pertussis no es capaz de crecer en medios SS sin
la adicion de glutation; ya que no se observo aumento en la densidad dptica a partir de las 5
hs; mientras que el crecimiento de B. parapertussis no mostrd diferencias significativas en
medios SS formulados con o sin glutation. Estos resultados sugieren que, a diferencia de B.
pertussis, B. parapertussis sintetiza glutation o no lo necesita. El glutation le confiere a la

bacteria resistencia a multiples formas de estrés como estrés osmotico, oxidativo y
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toxicidad por cationes metalicos divalentes [24]. Por otro lado, gshA también ha sido
descrita como una proteina involucrada en la resistencia de la bacteria al estrés acido y es
considerada un factor de virulencia de Pseudomonas aeruginosa [25,26]. En resumen, estos
resultados muestran nuevamente que B. parapertussis podria tener una defensa mas robusta
que B. pertussis frente a las situaciones de estrés que podria explicar la ventaja de
competitiva de B. parapertussis en infecciones mixtas [27]. Esta ventaja competitiva
también podria sustentarse en que, segin nuestros resultados, B. parapertussis expresa una
bacteriocina, linocina M18 (BPP1410) que no expresa B. pertussis. Las bacteriocinas son
toxinas que inhiben el crecimiento de otras bacterias y permiten la competencia por

diversos nichos ecologicos [28].
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Figura 4. Curva de crecimiento de B. parapertussis en SS y SS sin glutation (circulos negros y
blancos, respectivamente), y de B. pertussis en SS y SS sin glutation (tridngulos negros y blancos,
respectivamente). Se muestran las medias + DE de valores obtenidos por duplicados de un
experimento representativo de dos ensayos independientes.

Recientemente, se ha encontrado que B. parapertussis es capaz de sobrevivir y
persistir dentro de macréfagos humanos y que esto podria constituir una estrategia de

persistencia importante dentro del hospedador [29]. En este estudio identificamos dos
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proteinas involucradas en la ruta de degradacion de itaconato, BPP3645 y BPP3643. No se
encontr6 ningun ortélogo de de estos genes en B. pertussis. La degradacion del itaconato se
ha descrito en otras especies como Salmonella typhimurium y Yersinia pestis, como
beneficiosa para la supervivencia bacteriana dentro de los macrofagos, ya que el itaconato
producido por estas células afecta el crecimiento bacteriano al inhibir el ciclo del glioxilato
[30-32]. Aunque no realizamos estudios comparativos de la sobrevida intracelular de B.
pertussis y B. parapertussis, estudios previos no detectaron diferencias significativas entre
ambas cepas [25, 29]. Sin embargo, es posible que B. pertussis y B. parapertussis difieran
en su forma de interaccion con el macrofago, lo que eventualmente desencadenaria
diferentes patrones de activacion en el hospedador y diferentes formas de inmunoevasion
para cada cepa. Algo que no hemos detectado en los estudios anteriores [33] y que debera
estudiarse mas detalladamente.

TctABC es una familia de proteinas llamadas transportadores tripartitos de
tricarboxilatos (TTT) [34]. El TctC es el componente peripldsmico del transportador. En
varios genomas, incluidos los de B. pertussis y B. parapertussis [35], existe un mayor
numero de genes que codifican para los diferentes TctC que genes de TctA y TctB, lo que
sugiere que varios TctC pueden interactuar con el mismo complejo TctA-TctB permitiendo
asi el transporte de una gran cantidad de metabolitos. En este estudio protedmico
encontramos nueve transportadores TctC diferentes cuyos genes codificadores estan
ausentes en el genoma de B. pertussis; estos son: BPP0290, BPP0629, BPP0911, BPP0983,
BPP1384, BPP2202, BPP2719, and BPP3797. La presencia de un mayor numero de estos
transportadores en B. parapertussis podria indicar un metabolismo mas versatil debido a la

posibilidad de transportar un rango mas amplio de metabolitos.
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En este estudio protedmico, también se identificaron cuatro autotransportadores
expresados solo en B. parapertussis, BPP0104, BPP0452, BPP1617, and BPP1815. Los
autotransportadores son proteinas tipicamente involucradas en muchos mecanismos
patogénicos, como la adhesion y la evasion del sistema inmune del huésped. Muchos de los
factores de virulencia clasicos del género Bordetella como pertactina, BrkA y Vag8
pertenecen a la familia de los autotrasportadores [36,37]. Entre estas proteinas encontradas,
solo BPP0104 y BPP0452 tienen homologia con proteinas con funciones relevantes
informadas en otros patdogenos: BPP0452 es similar a una proteina de Mycobacterium
abscessus denominada fluffing. Estas proteinas confieren aglutinacion entre las células
bacterianas promoviendo la formacion de biofilm y la resistencia a los antimicrobianos
[38]. Por otro lado, BPP0104 es una adhesina putativa homologa a autotransportadores de
bacterias del género Pseudomonas y una invasina de Mycobacteroides abscessus. Debido a
la relacion entre los autotransportadores y la virulencia estos genes son particularmente
interesantes y seran motivo de estudio para evaluar su rol eventual en el ciclo infeccioso de
la B. parapertussis

Un factor de virulencia descripto como clave en la patogénesis de B. parapertussis
es el antigeno O [12,39]. Esta estructura antigénica estd ausente en B. pertussis y, como era
de esperarse, aqui encontramos la expresion de varias proteinas codificadas por el operdén
involucrado en su produccion, WbmQ (BPP0128), WbmL (BPP0133), WbmlI (BPP0136),
WbmH (BPP0137), WbmG (BPP0138) y WbmF (BPP0139), cuyos genes no estan
presentes en el genoma de B. pertussis. También encontramos Pagl. (BPP3320), una
enzima con actividad deacilasa de lipido A. Se ha observado que la deacilacion del lipido A
reduce la activacion de la sefializacion via TLR4 [40]. Esto es consistente con un estudio

previo que muestra que la produccion de citoquinas por células de linea HEK293 que
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expresan TLR4/MD2 humano es significativamente mas débil cuando se estimula con LPS
de B. parapertussis en comparacion con LPS de B. pertussis [41]. En el mismo trabajo se
muestra que el LPS de B. bronchiseptica es a su vez mas endotoxico que el de las otras dos
especies, por lo que se sugiere que la modificacion del LPS podria ser parte de la
adaptacion de B. parapertussis al humano. La seleccion de un LPS menos endotdxico
podria favorecer la persistencia durante la infeccion ya que existiria una menor
estimulacion de la respuesta inflamatoria.

Varias transposasas se encontraron solamente en B. parapertussis. Entre ellas,
BPP0078, BPP2054, BPP2252, BPP2470, BPP3113 y BPP3139. Por otro lado, un gen que
codifica la trasposasa relacionada con IS481, un elemento de inserciéon importante en B.
pertussis [42], no se encuentra en el genoma de B. parapertussis. La transposicion de
elementos del ADN es un mecanismo clave para generar diversidad genética. Los
elementos transponibles son responsables de las inserciones, deleciones e inversiones de los
fragmentos del genoma, y estan implicados en la evolucion del genoma de B. parapertussis
y B. pertussis y en la diferente disposicion de elementos géneticos en los genomas de estas
especies durante la adaptacion al ser humano [36,43].

Las fimbrias son proteinas filamentosas muy inmunogénica que actuan como
adhesinas. En el caso de B. pertussis, se han descrito dos serotipos fimbriales diferentes:
Fim2 y Fim3. Ambos genes estan presentes en el genoma de B. parapertussis, pero ninguna
de estas proteinas se encontr6d en nuestro estudio protedmico. Estos resultados concuerdan
con informes anteriores que indican que B. parapertussis no produce Fim2 ni Fim3 [44].
En el proteoma de B. parapertussis, en cambio, identificamos otra proteina fimbrial,
BPP1684, con identidad de secuencia relativamente baja con Fim 2 y Fim3 (74% y 57%,
respectivamente). Este marco de lectura abierto ya habia sido identificado previamente
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[36]. El gen que codifica esta proteina no esta presente en el genoma de B. pertussis.
Haciendo un arbol filogenético con las proteinas fimbriales codificadas en los genomas de
B. pertussis Tohama 1y B. parapertussis 12822 se puede observar la divergencia evolutiva

entre la proteina BPP1684 y las demas (Figura 5).
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Figura 5. Arbol filogenético de las fimbrias de B. pertussis y B. parapertussis.

Las proteinas fimbriales de B. pertussis son antigenos incluidos en algunas
formulaciones de vacuna acelular. Estudios previos mostraron que los anticuerpos
inducidos por estas vacunas acelulares, compuestas de antigenos purificados B. pertussis,
no protegen contra B. parapertussis [12]. COmo ya se menciond, esta falla de la vacuna se
atribuy¢ principalmente a la presencia del antigeno O en la superficie de B. parapertussis
que afectaria el acceso de los anticuerpos a los antigenos vacunales compartidos por ambas
especies y a la divergencia antigénica de Prn y FHA entre ambas especies [45]. Hasta el
momento no se ha descripto divergencia antigénica en las fimbrias de ambas especies ni el
grado de apantallamiento que el Antigeno O puede ejercer sobre las fimbrias de B.
parapertussis. Debido a los resultados de protedmica que indican que B. parapertussis no

expresa ningin homologo de las fimbrias incluidas en la vacuna acelular en uso (Fim2 y

266



Fim3 de B. pertussis) sino que expresa una fimbria diferente como poca homologia con
Fim2 y Fim3 de B. pertussis decidimos evaluar la reactividad cruzada de proteinas
fimbriales de ambas especies. En particular estudiamos si los anticuerpos inducidos por
fimbrias de B. pertussis reconocen a B. parapertussis. Para ello, B. pertussis Tohama I, B.
parapertussis CN2591 y la cepa de B. parapertussis mutante de antigeno O (BppAwbm),
fueron cultivadas en medio SS y usadas como antigeno en ensayos de ELISA de células
enteras, incubadas con suero de conejo contra las proteinas fimbriales de B. pertussis o

suero normal de conejo para ser usado como control negativo.
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Figura 6. Reconocimiento de B. parapertussis por anticuerpos anti-Fim de B. pertussis. Las placas
se sensibilizaron con células enteras B. pertussis (Bp), B. parapertussis (Bpp) o una cepa de B.
parapertussis mutante de antigeno O (BppAWbm). (*p <0,05). Los titulos de anticuerpos se
expresan como la media + DE de ensayos realizados por triplicado. Se muestran los resultados de
un ensayo representativo de dos independientes

En la Figura 6 se puede ver que los sueros anti-Fim de B. pertussis no reconocen a

B. parapertussis, y que esta falta de reconocimiento no se debe un eventual apantallamiento

267



por el antigeno O porque no se observa un aumento de reconocimiento en la cepa mutante
defectiva para antigeno O.

Estudios previos han demostrado que los anticuerpos contra fimbrias son
protectores contra B. pertussis por su actividad aglutinante que eventualmente previene la
unién a las células epiteliales [4]. Por tal motivo se llevaron a cabo ensayos funcionales
para estudiar las posibles consecuencias de las diferencia encontradas en las fimbrias
presentes en ambas cepas. En primer lugar se llevaron a cabo ensayos de aglutinacion
incubando B. pertussis, B. parapertussis o B. parapertussis deficiente en la produccion de
antigeno O (BppAwbm) con diluciones seriadas del suero anti-Fim de B. pertussis. Los
resultados mostraron que el suero anti-Fim de B. pertussis es capaz de aglutinar a B.
pertussis pero no puede aglutinar a B. parapertussis cepa salvaje ni a B. parapertussis
defectiva en antigeno O (Figura 7), confirmando la falta de reconocimiento cruzado entre

las fimbrias de ambas especies observada en la Figura 6.
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Naive serum Anti-Fim (1/10) Anti-Fim (1/100)

Bp

Bpp

BppAwbm

Figura 7. Actividad aglutinante de sueros anti-Fim de B. pertussis contra B. parapertussis. GFP-B.
pertussis, GFP-B. parapertussis o GFP-B. parapertussis Awbm cultivadas en medio SS (DOgso: 1)
se incubaron durante 1 hora a 37°C con suero normal de conejo (control negativo), o suero de
conejo anti-Fim en diluciones seriadas. La aglutinacion se analizé por un microscopia de
fluorescencia. Se muestran paneles representativos de dos ensayos independientes.

Por ultimo se evalud la capacidad de sueros anti-Fim de B. pertussis de impedir la
adhesion de B. pertussis y B. parapertussis a células del epitelio respiratorio. Para ello,
células bronquiales 16HBEo- fueron incubadas con B. pertussis, B. parapertussis o B.
parapertussis deficiente en la produccion de antigeno O (BppAwbm), con una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 20 bacterias por célula en presencia de suero de conejo

anti-Fim de B. pertussis o suero normal de conejo.
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Suero normal
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Figura 8. Efecto de suero anti-Fim de B. pertussis en adhesion de B parapertussis a células
epiteliales respiratorias. La linea celular epitelial bronquial humana 16HBE14o0 se infect6 con B.
pertussis, B. parapertussis o B. parapertussis Awbm (MOI 20) en la presencia de suero de congjo
anti-Fim de B. pertussis o suero normal de conejo. Después de 4 h, las células se lavaron dos veces
para eliminar las bacterias no adheridas, se fijaron y se observaron en microscopio de fluorescencia,
(A) Iméagenes representativas de B. pertussis, B. parapertussis o B. parapertussis Awbm unidas a
células epiteliales en presencia de suero anti-Fim y suero normal. (B) Cantidad de bacterias
adheridas por célula. Los datos representan la media + DE de triplicados. Se muestran los resultados
de un ensayo representativo de dos ensayos independientes. (* P <0.05).

Como puede observarse en la Figura 8, la adhesion de la cepa salvaje o la cepa
defectiva en el antigeno O de B. parapertussis no se vio afectada por la presencia de
anticuerpos anti-Fim de B. pertussis mientras que, tal como se esperaba, la adhesion B.
pertussis fue significativamente menor en presencia de anti-Fim. Estos resultados son

acordes a observado en Figura 7 y Figura 8, y confirman que no hay reactividad cruzada.
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Estos resultados muestran por primera vez que los anticuerpos inducidos por fimbrias de B.
pertussis no reconocen a B. parapertussis aportando al conocimiento de las bases
moleculares de la falta de proteccion de la vacuna acelular contra B. parapertussis y alertan
una vez mas sobre la necesidad de contar con mejores formulaciones vacunales para el

control de la tos convulsa.

5.3.3. Bisqueda de proteinas expresadas en B. pertussis, sin ortélogos en el genoma de
B. parapertussis.

Debido a que el andlisis anterior arrojo una lista de proteinas Unicas tanto para una
especie como para la otra, y a que este grupo cuenta con diversos proteomas también de B.
pertussis, se decidid hacer una bisqueda de esos genes Unicos de B. pertussis que se hayan
encontrado expresados en alguno de los estudios protedmicos de B. pertussis [42,46]. De
los 291 genes encontrados sin ortdlogos en B. parapertussis, 63 fueron identificadas en al
menos una de protedmicas mencionadas. Muy poca informacion pudo inferirse sin
embargo, porque la mayoria de dichas proteinas son de funcion desconocida o no
relacionada con la virulencia (como proteinas relacionadas a la edicion de ADN). La
proteina mas importante que encontramos en las protedmicas de B. pertussis, ausente en B.
parapertussis, es la toxina pertussis clave en la inmunomodulacion de la respuesta del
huésped [47] y muy vinculada con sintomas de la enfermedad causada por esta especie,
como la linfocitosis y la hipertension pulmonar. Mdas andlisis y estudios complementarios

son necesarios para determinar posibles funciones de las demas proteinas identificadas.
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5.4. Conclusion

En este trabajo de tesis se obtuvo por primera vez un perfil proteémico de B.
parapertussis. Entre las proteinas identificadas se encontr6 un gran nimero de las proteinas
de esta especie sin homoélogo en B. pertussis que podrian ayudar a comprender la
persistencia de este patdgeno en la poblacion. Se cree que B. parapertussis ha evolucionado
a partir de un ancestro de B. bronchiseptica y se ha adaptado al huésped humano mas
recientemente que B. pertussis. Por lo tanto, B. parapertussis ha evolucionado en presencia
de inmunidad contra B. pertussis [73], lo que finalmente condujo a la diversidad antigénica
entre estas especies. En este estudio, ademas de la ya conocida presencia de antigeno O y
ausencia de toxina pertussis en B. parapertussis, se identificaron varias proteinas
expresadas solo por B. parapertussis potencialmente implicadas en la virulencia,
persistencia y antigenicidad caracteristica de esta especie. Entre ellas, algunas que podrian
estar implicadas en mecanismos de inmunoevasion, en la resistencia a multiples
condiciones de estrés, en el uso de diversas fuentes de nutrientes, en la supervivencia
intracelular, en la evasion a la inmunidad inducida por vacunacién e incluso en la ventaja

competitiva de B. parapertussis en la colonizacion del nicho.
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Tabla 1. Lista de proteinas identificadas en proteoma de B. parapertussis sin

ortologos codificados en el genoma de B. pertussis Tohama I

Gen

Locus

Descripcion

BPP0020

BPP0020

Probable two-component response regulator

BPP0059

BPP0059

Histidine triad protein

BPP0078

BPP0078

Transposase

BPP0099

BPP0099

Putative exported protein

BPP0104

BPP0104

Putative adhesin

BPP0110

BPPO110

Putative methyltransferase

BPP0121

BPP0121

NAD dependent epimerase/dehydratase family protein

BPP0122

BPP0122

DegT/DnrJ/EryC1/StrS aminotransferase family protein

BPP0123

BPP0123

Putative asparagine synthetase

wbmQ

BPP0128

Putative formyl transferase

wbmlL

BPP0133

Transport permease protein

wbml

BPP0136

Putative asparagine synthetase

wbmH

BPP0137

Nucleotide sugar epimerase/dehydratase

wbmG

BPP0138

Nucleotide sugar epimerase/dehydratase

wbmF

BPP0139

Nucleotide sugar epimerase/dehydratase

BPP0163

BPP0163

Putative exported protein

nhaA

BPP0213

Na(+)/H(+) antiporter NhaA

BPP0214

BPP0214

Uncharacterized protein

BPP0217

BPP0217

Acetyltransferase (GNAT) family protein

BPP0219

BPP0219

Metallo-beta-lactamase superfamily protein

BPP0235

BPP0235

Uncharacterized protein

BPP0290

BPP0290

Putative exported protein

BPP0357

BPP0357

Transcriptional regulator

BPP0360

BPP0360

LysR family regulatory protein

BPP0376

BPP0376

Transcriptional regulatory protein

BPP0378

BPP0378

Uncharacterized protein

BPP0402

BPP0402

Putative branched-chain amino acid binding protein

BPP0405

BPP0405

Putative exported protein

BPP0436

BPP0436

LysR family regulatory protein

BPP0452

BPP0452

Autotransporter

BPP0480

BPP0480

Uncharacterized protein

BPP0481

BPP0481

Putative TetR-family transcriptional regulator

BPP0570

BPP0570

TetR family regulatory protein
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etfA

BPP0615

Electron transfer flavoprotein alpha-subunit

BPP0621

BPP0621

Uncharacterized protein

BPP0629

BPP0629

Putative lipoprotein

BPP0640

BPP0640

Luciferase-like monooxygenase

BPP0645

BPP0645

Uncharacterized protein

BPP0695

BPP0695

Putative GntR-family transcriptional regulator

BPP0745

BPP0745

Putative exported protein

BPP0O777

BPPO777

Uncharacterized protein

88t

BPP0885

Gamma-glutamyltranspeptidase

BPP0911

BPP0911

Putative exported protein

BPP0914

BPP0914

Putative enoyl-CoA hydratase/isomerase

BPP0921

BPP0921

Putative membrane protein

BPP0927

BPP0927

Uncharacterized protein

BPP0931

BPP0931

Putative GntR-family transcriptional regulator

BPP0935

BPP0935

Putative enoyl-CoA hydratase

BPP0936

BPP0936

Putative exported protein

BPP0939

BPP0939

Uncharacterized protein

BPP0940

BPP0940

Probable short chain dehydrogenase

BPP0971

BPP0971

Putative isochorismatase

BPP0983

BPP0983

Putative exported protein

BPP0984

BPP0984

Uncharacterized protein

BPP0985

BPP0985

Uncharacterized protein

BPP1031

BPP1031

Putative exported protein

BPP1038

BPP1038

Adenine deaminase

BPP1048

BPP1048

Uncharacterized protein

BPP1099

BPP1099

Putative universal stress protein

BPP1122

BPP1122

Putative exported protein

dnaX

BPP1221

DNA polymerase III subunit Tau

BPP1244

BPP1244

Putative peptidase

BPPI1245

BPP1245

Uncharacterized protein

aroG

BPP1356

Phospho-2-dehydro-3-deoxyheptonate aldolase

amaB

BPP1366

N-carbamoyl-L-amino acid amidohydrolase

BPPI1371

BPP1371

Putative exported protein

BPP1372

BPP1372

Probable 3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenase

BPP1373

BPP1373

Probable LysR-family transcriptional regulator

BPP1376

BPP1376

Putative extracellular solute-binding protein

BPP1384

BPP1384

Putative exported protein

BPP1392

BPP1392

Probable short-chain dehydrogenase

BPP1393

BPP1393

Putative lipoprotein

BPP1409

BPP1409

Uncharacterized protein
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linM18

BPP1410

Bacteriocin

BPP1579

BPP1579

Uncharacterized transporter BPP1579

BPP1585

BPP1585

Uncharacterized protein

BPP1590

BPP1590

Putative universal stress protein

BPPI1617

BPP1617

Autotransporter

BPP1633

BPP1633

Putative lipoprotein

bph?2

BPP1734

DNA-binding protein Bph2

BPP1739

BPP1739

Putative cyclopropane-fatty-acyl-phospholipid synthase

bapB

BPP1815

Autotransporter

kdgT

BPP1892

2-keto-3-deoxygluconate permease

BPP1939

BPP1939

Putative permease component of ABC transporter

BPP1946

BPP1946

Putative membrane protein

BPP1959

BPP1959

Uncharacterized protein

osmC

BPP1969

Osmotically inducible protein C

purN

BPP1986

Phosphoribosylglycinamide formyltransferase

BPP2054

BPP2054

Transposase

BPP2077

BPP2077

Uncharacterized protein

BPP2082

BPP2082

Carbonic anhydrase

BPP2114

BPP2114

Putative GntR-family transcriptional regulator

BPP2129

BPP2129

Putative ABC transport system, ATP-binding protein

BPP2166

BPP2166

Probable aldehyde dehydrogenase

BPP2176

BPP2176

Putative acyl-CoA carboxylase

BPP2202

BPP2202

Putative exported protein

BPP2203

BPP2203

Putative GntR-family transcriptional regulator

BPP2252

BPP2252

Transposase

BPP2259

BPP2259

Uncharacterized protein

BPP2344

BPP2344

Putative thiolase

BPP2358

BPP2358

Probable GntR-family transcriptional regulator

BPP2470

BPP2470

Transposase

pntB

BPP2497

NAD(P) transhydrogenase subunit beta

BPP2690

BPP2690

Uncharacterized protein

BPP2704

BPP2704

Putative membrane protein

BPP2719

BPP2719

Putative exported protein

BPP2737

BPP2737

Putative transcriptional regulatory protein

BPP2783

BPP2783

Carboxymethylenebutenolidase

BPP2886

BPP2886

Transposase

gast

BPP2935

Glutathione S-transferase

BPP2982

BPP2982

Probable ATP-binding component of ABC transporter

BPP3042

BPP3042

Probable ATP-binding ABC transporter protein

BPP3061

BPP3061

Uncharacterized protein
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BPP3103

BPP3103

Uncharacterized protein

BPP3113

BPP3113

Transposase

BPP3139

BPP3139

Transposase

BPP3176

BPP3176

Uncharacterized protein

BPP3223

BPP3223

Putative inner membrane protein

prpB

BPP3233

2-methylisocitrate lyase

BPP3266

BPP3266

Putative coenzyme A transferase subunit

prpE

BPP3277

Propionate--CoA ligase

BPP3320

BPP3320

Lipid A deacylase

BPP3342

BPP3342

Putative branched-chain amino acid transport system
protein

risS

BPP3360

Sensor kinase protein

BPP3438

BPP3438

Putative membrane protein

BPP3584

BPP3584

Putative ABC transport ATP-binding subunit

BPP3587

BPP3587

Probable hydrolase

BPP3645

BPP3645

Uncharacterized protein

BPP3661

BPP3661

Putative oxidoreductase

BPP3672

BPP3672

Putative outer membrane protein

BPP3772

BPP3772

Putative exported protein

BPP3791

BPP3791

Proline-rich inner membrane protein

BPP3797

BPP3797

Putative exported protein

BPP3870

BPP3870

Uncharacterized protein

bphl

BPP3905

Histone protein

prmA

BPP3915

Ribosomal protein L11 methyltransferase

BPP4006

BPP4006

UPF0271 protein BPP4006

BPP4018

BPP4018

Putative exported protein

BPP4064

BPP4064

Putative universal stress protein

gshA

BPP4089

Glutamate--cysteine ligase

BPP4111

BPP4111

Putative cytochrome ¢

BPP4122

BPP4122

Putative binding-protein-dependent transport protein

BPP4262

BPP4262

Probable ATP-binding ABC transporter protein

BPP4326

BPP4326

Putative membrane protein

gluQ

BPP4372

Glutamyl-Q tRNA(Asp) synthetase
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6. DISCUSION GENERAL

A pesar de las altas tasas de vacunacidn, la tos convulsa continia siendo una
enfermedad de alta incidencia en diversas regiones del mundo y ha sido declarada
reemergente por la OMS en la década del "90. Esta es una enfermedad muy contagiosa con
altas tasa de morbilidad y mortalidad causada por B. pertussis y B. parapertussis. Si bien la
incidencia de B. pertussis es mayor, B. parapertussis también estd implicada en el proceso
de reemergencia. Se ha documentado la circulacion de B. parapertussis en forma
asintomatica [1] y la presencia de esta especie en brotes epidémicos a lo largo de todo el
mundo con una incidencia variable. Incluso en algunos casos ha sido la especie
preponderante [2,3]. Uno de los factores mas importantes vinculados a la reemergencia y al
aumento de la incidencia de B. parapertussis en los casos de tos convulsa es el reemplazo
de la vacuna de células enteras por una vacuna acelular formulada a partir de antigenos
purificados de B. pertussis. Estas vacunas, aunque menos reactogénicas y por ello aptas
para el uso en adultos, brindan una proteccion menor contra B. pertussis y casi ninguna
contra B. parapertussis. Varios factores estan involucrados en esta falta de proteccion
contra esta ultima especie. Por un lado, B. parapertussis expresa el antigeno O, ausente en
B. pertussis, que ejerce un efecto de apantallamiento sobre antigenos comunes a ambas
especies incluidos en las formulaciones vacunales [4]. El antigeno O es una estructura que
se encuentra modificando al lipopolisacdrido en la superficie de la bacteria y se ha
postulado que interfiere con la interaccion de los anticuerpos con su proteina blanco en la
superficie bacteriana. La falta de reconocimiento evita la opsonizacion de la bacteria, lo

cual es indispensable para inducir actividad celular bactericida en las células inmunes y
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evitar el establecimiento de la infeccion y los nichos de persistencia intracelular de B.
parapertussis [5,6]. Por otro lado, también existen diferencias en los epitopes
inmunodominantes de los antigenos comunes a ambas especies incluidos en las
formulaciones vacunales [7], y dado que la vacuna estd formulada exclusivamente con
antigenos de B. pertussis, esta podria ser también causa de falta de proteccion cruzada.
Cabe recordar que los antigenos comunes a ambas especies incluidos en las vacunas
acelulares son pertactina, fimbria y hemaglutinina filamentosa.

Se han intentado varias estrategias para mejorar las vacunas acelulares contra la tos
convulsa, pero pocas de dichas aproximaciones contemplan la necesidad de proteger al
vacunado también contra las infecciones producidas por B. parapertussis. Un ejemplo de
ello es el autotransportador BrkA, que fue propuesto como un nuevo antigeno vacunal
contra B. pertussis, pero es un pseudogen en B. parapertussis, por 1o que no seria util para
prevenir la tos convulsa ocasionada por esta especie [8]. Una vacuna que se ha probado con
éxito en modelos murinos de infeccion de B. parapertussis es BPZE1, formulada a partir de
una cepa de B. pertussis atenuada que se suministra viva por via intranasal. La cepa BPZEI
resulta de la inactivacion genética o eliminacion de tres factores de virulencia; no produce
citotoxina traqueal ni toxina dermonecrética, y produce toxina pertussis genéticamente
detoxificada. También se han propuesto formulaciones que incluyen vesiculas de
membrana externa de B. pertussis y B. parapertussis como vacunas contra la tos convulsa,
que podrian proteger contra ambas especies [9,10]. El problema de estas dos ultimas
vacunas experimentales es que contienen LPS en su formulacién y no podrian usarse para
adultos. Teniendo en cuenta que la vacunacion de adultos ha sido clave para reducir la
mortalidad infantil, la formulacion de vacunas acelulares mas efectivas contra ambas

especies sigue siendo prioritaria para el control de esta enfermedad.
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Para la busqueda de nuevos candidatos para la introduccion de mejoras en las
formulaciones vacunales contra B. pertussis, nuestro grupo recurrié a una combinacion de
protedmica comparativa ¢ inmunoproteémica con el fin de detectar antigenos expresados
durante la infeccion, blancos de opsoninas presentes en el fenotipo infectante. En primer
lugar, su caracterizo el proteoma de la bacteria creciendo en una condicion que simula el
entorno al que se tiene que adaptar el microorganismo durante la infeccion, como la
limitacion en hierro; y luego se evalud la inmunogenicidad in vivo de las proteinas que se
encontraron aumentadas en dicha condicién [11]. Tres antigenos fueron identificados a
partir de dicho estudio. Los tres fueron evaluados como antigenos vacunales. Dos, de ellos
resultaron ser antigenos protectores contra B. pertussis capaces de aumentar
significativamente la proteccion de las formulaciones vacunales actuales [12,13] y estan
actualmente en fase preclinica en babuinos.

En este trabajo de Tesis usamos una estrategia similar y recurrimos a técnicas de
protedmica para estudiar la adaptacion fenotipica de B. parapertussis al estrés mas
importante que esta bacteria enfrenta in vivo, la limitacion en hierro, y buscar nuevos
candidatos vacunales entre las proteinas expresada en este fenotipo. Dos técnicas fueron
utilizadas para el estudio de la adaptacion de B. parapertussis a la baja disponibilidad de
hierro. Por un lado la electroforesis bidimensional y comparacion de geles para
identificacion de proteinas diferencialmente expresadas en condiciones de limitacion de
hierro, seguida de ensayos de inmunodeteccién con sueros de pacientes infectados para
seleccionar aquellas proteinas efectivamente expresadas durante la infeccion que fueran
inmunogénicas in vivo. Por otro lado, y siendo que este es el primer estudio del proteoma
de B. parapertussis, llevamos a cabo un analisis mas exhaustivo con técnicas de protedmica
libre de geles para evaluar globalmente la adaptacion a la limitacion de hierro. El empleo de
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protedmica shotgun permitié la identificacion de un gran numero de proteinas lo que
representd un avance en la comprension de la biologia de esta especie. El uso de los datos
generados por la protedmica shotgun en combinacién con herramientas de gendmica,
posibilitdé ademas avanzar en el estudio comparativo con la otra especie estrechamente
relacionada, B. pertussis, con quien comparte el nicho.

Observamos que en limitacion en hierro aumenta la expresion de un gran nimero de
proteina relacionadas con la captacion de hierro a partir de diversas fuentes. Si bien se
desconoce la funcién de muchas de ellas, este estudio ha confirmado que B. parapertussis
expresa un gran repertorio de sistemas de captura de hierro de alta afinidad. La limitacion
en hierro también llevd a notables cambios en el metabolismo de la bacteria, como la
reduccién de proteinas del ciclo de Krebs, la biosintesis de aminoacidos y el aumento de la
biosintesis de un polimero de reserva como es el PHA. Ademas de los cambios observados
en el metabolismo y los procesos celulares, la adaptacion a la baja disponibilidad de hierro
modificé la abundancia de algunos factores de virulencia. Tal es el caso de la toxina
adenilato ciclasa (CyaA) cuyo nivel se encontré aumentado en limitacion de hierro. Este
dato es particularmente curioso si se compara con lo observado para B. pertussis, que
disminuye la expresion de dicha toxina en la misma condicion de cultivo [14]. Ademas de
sefialar diferencias a nivel regulatorio, esta discrepancia podria estar relacionada a distintos
mecanismos de patogénesis entre las bacterias. CyaA es una toxina clave en la
inmunomodulacién [15,16], pero su efectividad en B. parapertussis ha sido recientemente
puesta en discusion [17], por lo que su aumento en limitacion de hierro puede responder a
la necesidad de una mayor concentracion de toxina para la persistencia de la bacteria en
condiciones de infeccidn, ya sea por la baja eficiencia como por la ausencia del efector

sinérgico que es la toxina pertussis, que si estd presente en B. pertussis. Algo
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particularmente interesante es la disminucion de antigeno O que observamos en limitacion
en hierro. El antigeno O tiene una funcion protectora a distintos niveles [4-6,18], y
encontrar que en las condiciones de infeccion disminuye su abundancia fue inesperado. Un
fenotipo similar fue observado recientemente en B. bronchiseptica expuesta a suero o
sangre, lo que reafirma que existe mecanismos regulatorios en respuesta a sefales del
entorno, como podria ser la baja disponibilidad de hierro, que llevan a una disminucién del
antigeno O a pesar de su importante funcién [19]. Siendo que el Antigeno O es una
estructura muy inmunogénica es posible que su disminuciéon en condiciones de infeccion
favorezca la persistencia de la bacteria dentro del hospedador. Un mecanismo similar ha
sido previamente reportado en infecciones cronicas de B. bronchiseptica [20].

Como se menciond mas arriba, la informacion obtenida con esta técnica de
protedmica masiva nos permitié especular sobre algunas caracteristicas particulares de B.
parapertussis, contrastando la informacion obtenida por protedmica con los datos
gendmicos de B. pertussis. Los datos obtenidos apuntan a que B. parapertussis tiene una
mayor capacidad de tolerancia a condiciones de estrés. También tiene un mayor nimero de
autotransportadores cuyo rol aun hay que investigar pero que podrian estar relacionadas con
algunos procesos durante la colonizacidon del tracto respiratorio como la adhesion o la
invasion de células del hospedador. Entre las proteinas no codificadas en el genoma de B.
pertussis, destaca la identificacion de BPP1684, una proteina fimbrial que solo habia sido
mencionada al secuenciarse el genoma de B. parapertussis. Debido a que las fimbrias
expresadas por diversas cepas de B. pertussis, Fim2 y Fim3, se encuentran codificadas en el
genoma de B. parapertussis pero no fueron identificadas en este estudio protedmico,
creemos que un cambio en la proteina fimbrial expresada por B. parapertussis podria ser

parte de una estrategia de seleccion durante la evolucion de esta especie y su competencia
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por el nicho ya colonizado por B. pertussis, el hombre. Las diferencias antigénicas entre las
fimbrias de ambas especies ya habian sido sugeridas en algunos trabajos [21,22], pero esta
es la primera vez que se encuentra la proteina BPP1684 expresada en B. parapertussis.

De los resultados obtenidos por protedmica comparativa combinada con estudios de
reactividad con sueros de individuos infectados con B. parapertussis, se seleccionaron tres
antigenos para su estudio como candidatos vacunales contra esta especie, la proteina de
unidon a hierro, AfuA, el transportador de iones ferrosos en pH 4acido, IRP1-3, y un
transportador de aminoacidos ramificados, Liv]. AfuA e IRP1-3 son dos de los antigenos
previamente identificados por inmunoprotedmica de B. pertussis que mostraron ser
protectores contra esta especie [12,13]. En este trabajo de Tesis se observd que ambos
transportadores también aumentan su abundancia celular en B. parapertussis en respuesta a
la baja disponibilidad de hierro. Por otro lado, Liv] de B. parapertussis fue identificada por
primera vez en este estudio protedmico. Se observd que es una proteina antigénica y
expresada in vivo, levemente sobre-expresada en condiciones de limitacion de hierro. El
analisis bioinformatico de la conservacion a nivel de secuencia de estos tres antigenos entre
B. pertussis y B. parapertussis mostr6 un muy alto porcentaje de identidad en comparacion
con los otros componentes vacunales (Prn, Fim, FHA). La conservacion de estos genes en
la evolucion de ambas cepas puede deberse a que son proteinas con funciones metabolicas
relevantes para la colonizacion y persistencia en el hospedador. IRP1-3 es el tnico receptor
de hierro de alta afinidad funcional a pH 6 o menor. AfuA es el receptor de lactoferrina,
una de las principales fuentes de hierro en el sitio de infeccion de ambas especies. La
importancia de estos transportadores en la colonizacion les agrega valor como candidatos
vacunales porque disminuye las posibilidades de la inmunoseleccion de mutantes

defectivos dirigida por vacunacion. Liv], por su parte, es un transportador de alta afinidad
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de leucina, isoleucina y valina. Este transportador es esencial para la virulencia de algunos
patogenos como Streptococcus pneumonia [23] o Campylobacter jejuni [24] y se ha
identificado como inmunogeno en varias especies, como Shigella flexneri [25], B.
bronchiseptica [26], y B. pertussis [27,28].

Al igual que lo observado previamente en B. pertussis, AfuA e IRP1-3 de B.
parapertussis son proteinas reguladas por hierro y que se encuentran en membrana externa.
Usando anticuerpos obtenidos por inmunizacién con ambos antigenos recombinantes de B.
pertussis observamos que dichos anticuerpos reconocen a su homologo en la superficie de
B. parapertussis. En el caso de AfuA, encontramos que el apantallamiento del Antigeno O
sobre este antigeno es muy bajo pero en el caso de IRP1-3 existe un cierto apantallamiento
que afecta la interaccion antigeno-anticuerpo. Los anticuerpos producidos por inmunizacion
con ambos antigenos recombinantes clonados a partir de ADN de B. pertussis demostraron
tener actividad opsonizantes contra B. parapertussis aunque tal como se esperaba el nivel
de opsonofagocitosis inducido por IRP1-3 fue mucho menor y la proteccion conferida
contra B. parapertussis no fue significativa lo cual puede deberse al apantallamiento por el
antigeno O. AfuA, en cambio, demostrd ser un antigeno protector también contra B.
parapertussis probablemente debido a que es un buen blanco de opsoninas tal como se
demuestra en el significativo aumento del nivel de fagocitosis de B. parapertussis mediada
por anticuerpos anti-rAfuA. Hasta donde sabemos, AfuA es el primer antigeno que induce
este tipo de anticuerpos contra ambas especies y el primer candidato vacunal de
formulaciones acelulares que portectoras contra ambas especies simultaneamente.

El tercer antigeno, Liv], fue clonado a partir de ADN de B. parapertussis. La
proteina recombinante mostrd ser capaz de inducir una fuerte respuesta humoral y una
respuesta Th1/Th2 balanceada, pero no mostré capacidad protectora contra B. parapertussis.
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Los anticuerpos anti-rLivJ, aunque opsonizantes, mostraron actividad opsonofagocitica baja in
vitro, tal vez por tratarse de anticuerpos de baja afinidad. Esta reducida actividad bioldgica de
los anticuerpos podria explicar la falta de proteccion. Otra posible explicacion para la falta de
proteccion seria que la cantidad de antigeno en la superficie de la bacteria sea menor en las
condiciones de infeccion disminuyendo la opsonizacién y la posterior fagocitosis. En este
sentido, se ha observado que dependiendo de las condiciones de entorno Liv] de E. coli queda
retenida en superficie o es secretada al medio extracelular [29]. Si bien en nuestras
condiciones experimentales detectamos una gran densidad de antigeno en superficie
bacteriana, a juzgar por el grado de opsonizacion, no se puede descartar que la situacion in
vivo sea diferente y las condiciones de entorno induzcan la secrecion de esta proteina.
Debido a que no se obtuvo actividad protectora contra B. parapertussis, no se estudio el
potencial de Liv] como inmunogeno contra B. pertussis. De cualquier manera el andlisis de este
antigeno como potencial candidato vacunal aun continta en paralelo con otras estrategias de
formulacion como es el empleo de mejores adyuvantes.

Si bien es necesario encontrar una mejor composicion antigénica en las
formulaciones acelulares contra la tos convulsa, otro aspecto muy importante es el
adyuvante. El hidroxido de aluminio induce una respuesta inmune con gran contribucion
Th2 que protege contra los sintomas de la enfermedad pero es deficiente en el control de la
colonizacion [30]. Se ha demostrado en modelo murino y luego en babuinos que la
induccion de una respuesta con contribucion Thl y Th7 es indispensables para evitar la
colonizacion y la persistencia de ambas especies en el hospedador [30-32]. La inmunidad
celular es critica para eliminar reservorios y fuentes de contagio. Los ultimos resultados
obtenidos en modelos primates presentados en el 12th International Symposium on

Bordetella (Bruselas, abril de 2019) indican que babuinos inmunizados con vacuna acelular
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y luego infectados no presentan sintomas de tos convulsa pero presentan colonizacion
nasofaringea por largo tiempo y contagian a sus compaieros de jaula por periodos tiempo
mas prolongados que los babuinos no inmunizados [33]. Esto estd relacionado con que la
infeccion induce una respuesta inmune con una gran contribucion Th1/Th17 en animales no
vacunados, algo que no ocurre si el animal ha sido inmunizado con vacuna acelular. Los
animales no vacunados presentan todos los sintomas de la enfermedad pero eliminan
bacterias mas eficientemente que los animales vacunados que han montado una repuesta
con un sesgo Th2. Actualmente es muy limitada la cantidad de adyuvantes que estan
aprobados para vacunacion humana. Entre ellos, los mds atractivos parecen ser AS04 y
ASO1B, que contienen monofosforil lipido A, un potente activador de TLR4 junto con sales
de aluminio [34,35] y CpG 1018 [36] porque inducirian una respuesta Thl. De cualquier
manera, hay algunos adyuvantes mas prometedores que en estan fase preclinica y que junto
con una mejor seleccion antigénica podria mejorar notablemente las formulaciones

vacunales acelulares actuales.
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