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Capítulo I 1

Introducción
Durante la mayor parte de la historia humana las enfermedades infecciosas 

constituyeron la principal causa de muerte, aparte de las ocasionadas por la guerra. 
Con la invención de las vacunas (197,328), por un momento pareció haberse 
derrotado a las enfermedades infecciosas pero a pesar de ello aún quedan dolencias 
de vieja data por erradicar. Una de ellas es pertussis, tos convulsa o coqueluche, que 
es una enfermedad infecciosa aguda de las vías respiratorias causada principalmente 
por Bordetella pertussis. Esta enfermedad no sólo no se ha podido erradicar, pese al 
uso masivo de vacunas desde 1940, sino que en la actualidad ha reemergido 
(96,97,132,304). Mundialmente se registran por año 60 millones de casos de 
pertussis, de los cuales 500.000 resultan ser fatales, ocupando el octavo lugar como 
causa de muerte en niños. Varias son las causas que podrían explicar dicha 
reemergencia, estando la mayoría de ellas asociadas a deficiencias en la vacuna: baja 
efectividad, corta duración de la inmunidad conferida e inmunoselección de variantes 
del agente causal con diferencias inmunogénicas respecto de la cepa vacunal, 
variantes que incluso pueden implicar un cambio en la sensibilidad a los antibióticos 
recomendados como terapia (92,94,196,260,267,287,427). Esta situación además se 
ve agravada porque otras especies del género menos estudiadas, contra las cuales la 
vacuna no protegería de forma eficiente, también pueden producir infecciones 
respiratorias en el hombre. B. parapertussis, por ejemplo, causa infecciones en 
humanos con sintomatología similar a pertussis. B. bronchiseptica, primeramente 
descripto como un patógeno de animales, también puede producir enfermedades 
respiratorias en el hombre y de hecho el número de casos reportados se ha 
incrementando considerablemente desde 1980 (95,123,159,160,285).

Este incremento significativo de las infecciones causadas por Bordetella ha 
determinado la necesidad de intensificar la búsqueda de mejores estrategias de 
prevención de las infecciones causadas no sólo por B. pertussis sino por las otras 
especies del género que tienen relevancia epidemiológica. Para ello es necesario 
contar con un conocimiento acabado acerca de la interacción Bordetella - hospedador 
durante todo el ciclo infeccioso, incluyendo los estadios crónicos por ser los principales 
focos de contagio de la enfermedad. Sin embargo, el conocimiento disponible es 
escaso sobre todo en las otras especies del género diferentes de B. pertussis que hoy 
representan un grave problema en el área de salud. B. bronchiseptica por ejemplo, 
requiere de especial atención ya que este microorganismo ahora no sólo es 
considerado como patógeno del hombre con incidencia creciente, sino que las 
infecciones causadas por este microorganismo presentan la particularidad de ser 
persistentes, con la consecuente diseminación de la bacteria entre la población 
susceptible. Estas bacterias capaces de persistir contribuyen a la existencia de focos 
silenciosos de contagio dificultando la erradicación efectiva de la enfermedad.

Al igual que para otros microorganismos, la etapa de persistencia de Bordetella en 
el hospedador ha sido la menos estudiada, pero no por ello la menos importante. Es 
sabido que para que se induzcan enfermedades crónicas las bacterias deben realizar
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Capítulo I 2

procesos de implantación, multiplicación, destrucción de las defensas y/o inducción de 
lesiones en el hospedador y en todas esas etapas el patógeno debe evadir la 
respuesta inmune del hospedador. Para desarrollar cada uno de estos procesos las 
bacterias necesitan de múltiples factores (factores de virulencia), entre los que se 
puede mencionar a componentes de superficie, adhesinas, toxinas y ciertas 
propiedades más complejas, como la movilidad, el sistema de secreción tipo III, la 
invasión intracelular, etc. La expresión de cada uno de ellos debe estar regulada en el 
tiempo en forma precisa, ya que no todos son necesarios simultáneamente en una 
determinada etapa de la infección. Más aún, se ha propuesto que la capacidad de 
variar propiedades fenotípicas en respuesta a señales del entorno permitiría a la 
bacteria optimizar la interacción con el hospedador y así establecer una infección 
productiva. Es gracias a esta capacidad que se cree que ciertos patógenos, entre los 
que se puede mencionar a algunas especies del género Bordetella, pueden persistir en 
el hospedador por largos períodos, contribuyendo a la existencia de estadios crónicos 
de la infección. El cambio del perfil de expresión de diversos factores además 
favorecería a la evasión de la respuesta inmune.
En el caso de B. bronchiseptica se ha propuesto que el cambio de expresión es esencial 
para desarrollar el ciclo infeccioso (32,254,397,400). En concordancia con esta 
hipótesis se ha observado que en casos de infecciones en los cuales se determinó el 
fenómeno de persistencia, las bacterias aisladas en los estadios tempranos de la 
enfermedad expresaban adhesinas y toxinas que no estaban en las bacterias que 
lograron persistir aún cierto tiempo después de que los síntomas de la enfermedad 
habían desaparecido (159,160). Ensayos in vitro demostraron por otra parte, que la 
expresión de los factores de virulencia está regulada por un sistema de transducción de 
señales de dos componentes denominado BvgAS (21,42,101), que en respuesta a 
señales externas puede alternar entre tres fases fenotípicas diferentes (denominadas 
virulenta, intermedia y avirulenta). Sin embargo, se desconoce la naturaleza de las 
señales que inducen el cambio de expresión de los diversos factores in vivo. 
Actualmente se considera a la fase denominada avirulenta como la más apta para 
persistir en condiciones de escasez de nutrientes, y por lo tanto se la postula como 
forma de supervivencia en el medio ambiente, entre un hospedador y el siguiente 
(84,81) o en nichos intracelulares, a salvo de la respuesta inmune humoral del 
hospedador. Sin embargo, el rol de la fase avirulenta a lo largo del ciclo infeccioso de
B. bronchiseptica no ha sido completamente determinado.

Para esclarecer estos aspectos hemos dirigido este trabajo de Tesis hacia el análisis 
tanto in vitro como in vivo de la colonización y sobrevida de cepas salvajes de B. 
bronchiseptica y de mutantes defectivos en la expresión de factores bacterianos 
regulados por BvgAS construidos por nosotros.

Para una mejor comprensión de nuestro trabajo a continuación haremos una breve 
descripción de las infecciones microbianas respiratorias en general, de sus etapas y de
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Capítulo I 3

los factores en ellas implicados, para luego abordar específicamente la interacción 
Bordetella bronchiseptica - hospedador.

Infección bacteriana
La interacción entre bacterias patogénicas y organismos superiores es un proceso 

dinámico muy complejo que transcurre a través de una serie de eventos que 
involucran la participación de múltiples factores bacterianos y de numerosos 
mecanismos de defensa generados por el hospedador. Un desequilibrio en esta 
relación entre el microorganismo y el hospedador desencadena un proceso infeccioso. 
El grado de severidad de la infección varía de acuerdo a la agresividad del 
microorganismo y al estado inmunológico del hospedador para hacer frente a dicha 
infección. Algunos agentes infecciosos son de por sí altamente agresivos, 
independientemente del nivel de defensas del individuo. Otros microorganismos, si 
bien no producen una infección seria en un paciente previamente sano, se hacen 
potencialmente agresivos cuando encuentran un individuo con sus defensas 
disminuidas.

De esta forma, la acción de un microorganismo puede conducir a un breve y 
autolimitado desbalance en la homeostasis del hospedador de forma que la infección 
sea de corta duración. Si bien estos casos suelen ser considerados como un triunfo del 
hospedador sobre el patógeno, los patógenos aprovechan las cortas infecciones 
agudas para diseminarse, infectando a otros hospedadores susceptibles de forma de 
perpetuarse en el tiempo. Algunos microorganismos pueden establecer una infección 
crónica o persistente, para ello deben evadir la respuesta del hospedador y a su vez 
evitar causarle un daño letal al mismo, de forma de mantener un entorno en el cual el 
patógeno pueda sobrevivir. Los microorganismos desarrollan así lo que se ha definido 
como "patogenicidad equilibrada" (110) durante la cual el patógeno y el hospedador 
conviven durante largos períodos de tiempo. Los patógenos denominados 
oportunistas, es decir bacterias consideradas no - patógenas en condiciones normales, 
también pueden conducir a infecciones persistentes cuando ocurre un "accidente 
ecológico", en el cual un microorganismo adaptado a un ambiente dado encuentra 
inesperadamente, en otro ambiente o en otro hospedador, condiciones que le 
permiten iniciar un proceso infeccioso.

La relación entre la persistencia de un patógeno y la capacidad de diseminación de 
la enfermedad en la población puede describirse con la siguiente relación matemática 
(242):

R0= B N (a  + b + v)'1

En la cual R0 es el número de infecciones secundarias causadas por cada infección 
primaria, B es la tasa de transmisión del patógeno, N es la densidad de la población 
susceptible, a es la tasa de mortalidad inducida por el patógeno, b es la tasa de 
mortalidad independiente del patógeno y v es la tasa de recuperación del hospedador
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Capítulo I 4

infectado. De acuerdo con esta ecuación, la persistencia del patógeno disminuye por 
un lado los valores de a debido a que las infecciones persistentes generan un estado 
de convivencia con el hospedador, causando daños menores y por otro el de v ya que 
el paciente no se recupera hasta que no elimine totalmente al microorganismo. En las 
infecciones crónicas además la transmisión del patógeno (B) se ve favorecida debido a 
que usualmente generan pacientes con síntomas leves o asintomáticos, que en 
consecuencia no reciben tratamiento, permitiendo que continúen diseminando al 
microorganismo por largos períodos de tiempo. Por otra parte, la persistencia de un 
patógeno en el hospedador se ve favorecida cuando las posibilidades de transmisión 
disminuyen es decir cuando decrece el número de hospedadores susceptibles (A/).

Un claro ejemplo de este comportamiento es el de Salmonella entérica serovar 
Typhi, donde los pocos pacientes que presentan infección crónica son un reservorio 
importante y una fuente de contagio muy eficiente, infectando a 16 millones de 
personas anualmente (185).

Para desencadenar un proceso infeccioso agudo o crónica, el patógeno debe 
desarrollar una serie de etapas en las que en todo momento debe evadir la respuesta 
que el hospedador desarrolla frente a su presencia (61,330,462). Estas etapas 
consisten en: colonización (implantación, adhesión y multiplicación), destrucción de 
las defensas y / o inducción de lesiones en el hospedador, invasión / persistencia y 
transmisión a individuos susceptibles o reinfección.

Como primera etapa en la infección, el patógeno ingresa al hospedador, se adhiere 
y coloniza los tejidos que encuentra en la vía de acceso al hospedador (ej. el tracto 
genital, el tracto digestivo, el tracto respiratorio y la conjuntiva). Una vez dentro del 
hospedador, el microorganismo se adhiere al tejido del mismo a través de dos etapas 
sucesivas, según se ha propuesto recientemente (186). En primer lugar se produce 
una primera adhesión que se caracteriza por ser débil y por ocurrir a través de 
interacciones inespecíficas y reversibles. Luego, se produce la adhesión definitiva o 
anclaje, que resulta irreversible y está mediada por la presencia de interacciones 
específicas adhesina-receptor. Este receptor para la adhesina de la bacteria 
generalmente consiste en un residuo glucosídico o peptídico que está presente en la 
membrana de la célula eucariota del hospedador y la adhesina bacteriana consiste en 
un compuesto macromolecular. La existencia de ambos componentes otorga al 
proceso de adhesión una alta especificidad y como consecuencia trae aparejada la 
presencia de tropismo celular e incluso de selectividad de la especie o de la raza del 
hospedador.

Dentro de las adhesinas la principal familia está representada por
sialoglicoconjugados entre las que podemos mencionar a las lectinas microbianas que 
se encuentran en un gran número de patógenos de mucosas, como B. pertussis, 
Haemophiius influenzae y Escherichia coli (150,204,371,441). En conjunto estas 
proteínas se designan como "proteínas microbianas de unión a glicosaminoglicanes" 
(Gac-p) las cuales interactúan con carbohidratos de los proteinoglicanos sin ligarse a
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proteínas. En la Tabla 1.1 se detallan a modo de ejemplo algunas de las adhesinas 
descriptas para diferentes patógenos.

Tabla 1.1. Adhesinas y sus receptores de diferentes patógenos.

Microorganismo Enfermedad Adhesi na/Receptor
Célula o tejido del 
hospedador donde 
ocurre la adhesión

Bordetella pertussis Coqueluche.
Hemaglutinina filamentosa, 
pertactina, fimbrias/?. Epitelio respiratorio.

Hemaglutinina filamentosa/CR3 Macrófagos.

Virus influenza Influenza. Hemaglutinina viral/ácido 
neuramínico. Epitelio respiratorio.

Virus Epstein-Bar Fiebre Glandular. Proteína de envoltura 
viral/CR2. Células B.

VIH SIDA. gpl20/CD4. Células T CD4+

Chlamydia spp Conjuntivitis,
uretritis.

glicosaminoglicano similar a 
heparina(GAG)/receptor de 
GAG.

Conjuntiva, epitelio 
uretral.

Mycoplasma
pneumoniae

Neumonía atípica. Pie del micoplasma/ácido 
neuramínico. Epitelio respiratorio.

Neisseria gonorrhoeae Gonorrea. Pili tipo IV/residuos de 
glucosamina. Epitelio uretral.

Vibrio cholerae Cólera.
Pili (N-metilfenilalanina)/ 
Carbohidratos con fucosas o 
mañosas.

Epitelio intestinal.

Escherichia coli 
(EPEC) Diarrea.

Intimina/?.
Fimbria Tipo I/Carbohidratos.

Epitelio intestinal.

Escherichia coli 
(UPEC) Pielonefritis.

Fimbria P/Gal(al-4)Gal.
Pili P/Globobiosa presente en 
ceramida.

Tracto urinario.

Escherichia coli 
(EHEC)

Colitis hemorrágica, 
SUH. Intimina/?. Epitelio colónico.

Salmonella
typhimurium

Gastroenteritis. Fimbrias tipo I y II/receptor de 
EGF. Epitelio intestinal.

Salmonella typhi Fiebre entérica. Fimbria tipo I/?. Epitelio intestinal.
Streptococcus
mutants

Caries. Glicosil
transferasa/glicoproteína Dientes.

Streptococcus
pneumoniae

Neumonía.
Proteína de
membrana/N.acetilhexosamina-
galactosa.

Epitelio mucoso.

Listeria
monocytogenes

Diferentes
enfermedades. Internalina/?.-

Yersinia spp Diarrea.
Invasina, Ail (membrana 
asociada a membrana), 
Adhesi na de Yersinia/?.

Epitelio intestinal.

Staphylococcus
aureus

Diferentes
enfermedades.

Proteína de
membrana/Extremo N-terminal 
de fibronectina.

Epitelio mucoso.

Plasmodium
falciparum

Malaria. merozoito/glicoporina A, B. Eritrocitos.

Babesia Babebiasis en gatos.
Adhesión mediada por 
complemento al receptor de 
C3b.

Eritrocitos.

Giardia lambdia Diarrea. Taglina/manosa-6-P. Epitelio yeyunal o 
duodenal.

Entamoeba histolytica Disentería. Lectina/conjugados de N- 
acetilglucosamina. Epitelio colónico.

Ref. Mims Pathogenesis of Infections Diseases. Fourth Edition. Stephen Ed. 1995, Academic Press. NY.
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Además de adhesinas específicas, ha sido descripto que muchas bacterias pueden 
secretar sustancias de alta viscosidad que facilitan la adhesión no específica. Sería el 
caso de la cápsula de alginato producida por Pseudomonas aeruginosa en los 
pulmones de los pacientes que sufren Fibrosis quística (80) y de la producción de una 
membrana de polisacáridos (biofilm) por parte de Staphylococcus epidermidis cuando 
coloniza catéteres endovenosos (318). Por otra parte es muy frecuente encontrar 
múltiples adhesinas en un mismo patógeno que pueden cumplir funciones 
complementarias (otorgándole tropismo por diferentes tejidos), o sinérgicas, 
permitiendo una mayor adhesión a un tejido particular (368).

Una vez adherido de manera específica al tejido blanco, el patógeno se multiplica. 
Para ello utiliza los nutrientes del medio circundante dentro del hospedador. En 
principio es posible suponer que los fluidos corporales son excelentes medios de 
cultivo, pero sin embargo, existe limitación en el hierro biodisponible ya que este ión 
se encuentra secuestrado por moléculas específicas del hospedador (Ej: transferrinas, 
lactoferrinas). En estas condiciones numerosas bacterias sintetizan y secretan 
complejantes de hierro con alta afinidad (sideróforos) que compiten por este ión con 
los quelantes propios del hospedador (56). De esta forma las bacterias son capaces de 
captar el hierro circulante y utilizarlo para su crecimiento. La deleción de estos 
mecanismos de adquisición de hierro genera cepas que se denominan avirulentas y 
que no son capaces de inducir infección (178,184,426).

El siguiente paso de una infección es la diseminación del patógeno en el 
hospedador, etapa que requiere en general de un proceso de invasión de la célula a la 
que previamente se había adherido. Esta capacidad del patógeno de ingresar a una 
célula puede dar lugar a la infección de un solo tejido, o ser el primer paso de la 
diseminación del patógeno al resto del organismo. Para ello, algunos patógenos 
expresan ciertas adhesinas que estimulan la internalización a la célula blanco, por 
ejemplo la bacteria Gram negativa Listeria monocytogenes, a través de dos proteínas 
InlA y ActA es capaz de introducirse en células epiteliales, inducir la polimerización de 
actina de la célula y utilizarla para movilizarse entre diferentes células epiteliales 
(401).

Otros patógenos bacterianos utilizan la inducción de un daño tisular como factor de 
invasión y es este daño el que produce la enfermedad. La lesión tisular se produce en 
la mayor parte de los casos producto de la liberación de toxinas. Dentro de estas 
toxinas están las exotoxinas que son sustancias extracelulares (enzimas) cuyos 
efectos suelen ser agudos, pudiendo llevar a la muerte del hospedador (ej: botulina, 
toxina colérica, toxina diftérica). Las exotoxinas son producidas en su mayoría por 
bacterias Gram positivas. En cambio, las endotoxinas son componentes tóxicos de la 
membrana celular de las bacterias Gram negativas, siendo el ejemplo más importante 
el lipopolisacárido (35,340,459). La consecuencia más grave de la acción de las 
endotoxinas para el hospedador es el shock séptico, que causa hipotensión, fiebre y 
coagulación intravascular diseminada, llegando generalmente a la muerte. Algunos 
ejemplos de las toxinas más importantes han sido resumidos en la Tabla 1.2.

Tesis Doctoral 2004 Julieta Fernández



Capítulo I 7

Tabla 1.2. Clasificación de los principales grupos de toxinas bacterianas conocidas hasta el 
momento.

Clase de toxina Ejemplo Modo de acción Referencia

Endotoxina
Componente lipídico del LPS 
(lípido A) de bacterias Gram 
negativas

Inducción de IL-1, TNF-a, 
mediada por LBP-CD14-TLR-4 14,39

Exotoxina Hemolisinas Formadoras de poros en la 
membrana o fosfolipasas

279,280,
303

ADP-ribosilasas.
(toxinas colérica y pertussis y

Inactivación de proteínas G 
mediante ADP-ribosilación de 240, 251, 

308
toxina de Salmonella). las mismas.

Moduladoras de Adenilato ciclasas.
Aumento de la cantidad 
citosólica de AMPC.actividad enzimática (AC-Hly de B. pertussis, factor 

edematoso de Anthrax)
309.

Proteín fosfatasas 
(YopH de Yersinia spp)

No determinado 79,460

Proteasas de IgA, peptidasa de 
C5a. Proteólisis de IgA o C5a 220,320.

Enzimas convertidoras Toxina botulínica y tetánica. Bloqueo de neurotransmisión 
por clivaje de sinaptobrevina 380

Toxina shiga Degradación de ARNr 319,321.
Inductoras de 
vacuolación

VacA de Helicobacter pylori Desconocido 93,324

La última etapa de un proceso infeccioso es la búsqueda de un nuevo hospedador 
por parte del patógeno. En este proceso de reinfección, el patógeno es capaz de 
trasladarse desde un hospedador a otro, causando la propagación de la enfermedad. 
Este es un paso importante del proceso infeccioso ya que permite perpetuar la 
existencia del patógeno más allá del ciclo de vida del hospedador. El pasaje desde un 
hospedador a otro en ocasiones requiere de una estadía previa en el exterior del 
hospedador. Las diferentes situaciones en que puede encontrarse el patógeno marcan 
la necesidad de una regulación precisa de los diferentes factores involucrados en cada 
estadio. Esta regulación se encuentra mediada por factores de origen bacteriano o 
ambientales o ambos. Los primeros incluyen factores involucrados en señalizaciones 
entre bacterias como el fenómeno de quorum sensing (108,180). La concentración de 
componentes bacterianos particulares hasta un nivel crítico inducen la expresión de 
determinados genes en toda la población bacteriana. Esta inducción posee la 
particularidad de ser simultánea en toda la población actuando de esta manera como 
un todo y no como bacterias particulares. Esto le permite a toda la población 
responder ante eventos que suceden en el medio ambiente como un aumento 
importante de la población total, con la consecuente limitación en las fuentes de 
carbono y energía. En general los componentes utilizados para la señalización de 
quorum sensing son específicos para cada especie, pero en ocasiones es posible 
observar actividad entre diferentes especies del mismo género (106).

Los factores de origen ambiental pueden ser fisicoquímicos, como temperatura, pH 
u osmolaridad, o moleculares como la presencia de determinados iones o moléculas 
más complejas (138,154). Los mecanismos a través de los cuales las bacterias son 
capaces de sensar la presencia de alguno de los factores ambientales pueden ser 
clasificados según su ubicación celular. Uno de estos mecanismos está representado
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por los sistemas de transducción de señales de dos componentes que tienen un 
sensor a nivel de membrana que detecta señales externas al microorganismo y un 
regulador de respuesta citoplasmático. Ambos se activan mediante una cascada de 
fosforilación y de esta forma activan y / o reprimen la expresión de diferentes genes 
(179). Entre los sistemas de dos componentes más estudiados se encuentran el 
sistema PhoP/PhoQ de Salmonella (290) y el sistema BvgAS de Bordetella (449).

Vibrio cholerae presenta activadores transcripcionales ubicados en la membrana 
plasmática que también responden a señales ambientales, el sistema ToxRS (291).

A continuación (Tabla 1.3) se resumen los principales mecanismos de 
reconocimiento descriptos hasta el momento.

Tabla 1.3. Mecanismos de reconocimiento de señales extracelulares por parte de patógenos 
bacterianos.
Mecansimo de reconocimiento 

de señales Ejemplo Referencia

Mecanismos transmembrana

Sistemas de dos componentes
PhoPQ (Salmonella spp) 290
BvgAS (Bordetella spp) 449
SrrAB (Staphylococcus aureus) 338

Proteínas activadoras de 
membrana

ToxRS (Vibrio spp) 291
PsaEF (Yersinia spp) 464
CCadC/LysP (E. cotí) 447

Mecanismos intracelulares.
Proteínas tipo AraC 137
UreR (Uropatógenos Gram negativos) 107
VirF (Yersinia spp) 78
ToxT (V. cholerae) 104

La expresión regulada de los diferentes factores bacterianos no sólo es necesaria 
para el ciclo infección-reinfección sino también a lo largo de todo el proceso infectivo 
ya que no en todo momento el patógeno necesita del mismo grupo de factores. Las 
estrategias de regulación permiten al patógeno el logro de un ciclo infeccioso efectivo.

El delgado equilibrio presente entre los dos protagonistas, patógeno y hospedador, 
puede perdurar en el tiempo originándose una infección crónica o persistente. De 
hecho es en esta fase en donde el microorganismo se disemina silenciosamente, 
producto de procesos adaptativos tendientes a no generar un daño en el hospedador 
que resulte al final perjudicial para el patógeno. A su vez en estos estadios de la 
enfermedad, la respuesta inmune por parte del hospedador, al menos, no es 
suficiente para eliminar al patógeno. El periodo crónico de la enfermedad resultaría así 
de una evolución conjunta de los dos participantes de la interacción patógeno - 
hospedador. Un patógeno que perjudica gravemente la salud de su hospedador sólo 
podrá reproducirse y necesitará de la presencia de un número considerable de 
hospedadores susceptibles. En cambio, el patógeno que es capaz de persistir de 
manera crónica dentro del hospedador no necesita de la presencia de un número 
importante de individuos susceptibles y utiliza al portador asintomático como
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reservorio hasta el momento adecuado en que puede diseminarse hacia otro 
individuo. Esta estrategia de supervivencia del patógeno requiere de una alta 
especialización de distintos factores necesarios para las diferentes etapas del ciclo 
infeccioso y por ello una regulación muy estricta de la expresión de los mismos.

Estrategias de evasión de la respuesta inmune desarrolladas por el patógeno
El éxito de un patógeno en causar una infección depende del resultado de todos los 

pasos antes descriptos. Para ello el patógeno debe superar la defensa desarrollada por 
el hospedador como consecuencia de la presencia y actividad del patógeno.

La respuesta de un hospedador ante un patógeno puede clasificarse en:
a) respuesta inmune innata, que se desencadena ante la presencia de antígenos 

extraños y microorganismos, y no resulta modificada ante sucesivos contactos. 
Comprende barreras anatómicas (mucosas y piel intacta y factores mecánicos como 
peristaltismo a nivel gastrointestinal y movimiento de cilias a nivel respiratorio), 
moléculas secretadas (que incluyen ácidos orgánicos, proteínas secuestrantes de 
hierro como lactoferrina y transferrina, y moléculas circulantes como complemento y 
citoquinas) y componentes celulares como células fagocíticas (neotrófilos y 
macrófagos), células NK (Natural Killer) y eosinófilos.

b) respuesta inmune adquirida, que es inducida por exposición a antígenos y se ve 
incrementada ante sucesivos contactos con el mismo antígeno. En ella intervienen 
anticuerpos específicos, linfocitos T citotóxicos, y citoquinas producidas por los 
linfocitos T (como IFN-y e IL-4).

Cuando un organismo se encuentra en contacto con una bacteria patógena, las 
primeras líneas de defensa son los mecanismos de la respuesta inmune innata. Uno 
de los componentes de esta respuesta son los epitelios que tapizan las superficies del 
cuerpo, que establecen una barrera física entre el interior del organismo y el medio 
exterior. Estos epitelios forman la piel y las mucosas que recubren el tracto 
gastrointestinal, el tracto respiratorio, el tracto genitourinario y la conjuntiva. En este 
último caso, existen diversos mecanismos de defensa antibacteriana, uno de ellos es 
la producción de lactoferrina, una proteína que secuestra hierro, elemento esencial 
para el desarrollo bacteriano, también se encuentran enzimas como la lisozima y la 
lactoperoxidasa que actúan eliminando a las bacterias o evitando su crecimiento. 
Además, el mucus contiene ¡nmunoglobulinas secretorias (mayormente IgA) 
producidas por las células del tejido submucoso a partir del contacto con las bacterias 
que colonizan las superficies. El pH ácido de estómago y las enzimas digestivas 
presentes en el duodeno son una importante barrera para la mayoría de los 
microorganismos que ingresan por la vía digestiva. Las mucosas a su vez, se 
encuentran normalmente colonizadas por microorganismos no-patógenos que también 
actuarían como defensa no sólo porque compiten con los patógenos por los nutrientes 
presentes en el medio y por la adhesión a las células epiteliales, sino que muchos
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también producen sustancias bactericidas, como las colicinas sintetizadas por E. coli 
(399).

Otra barrera importante para el establecimiento de un patógeno en un hospedador 
son los movimientos peristálticos a nivel gastrointestinal, y el movimiento ciliar del 
epitelio ciliado a nivel respiratorio. En este último caso se suma la producción de tos 
como forma de depuración de las vías aéreas cuando el movimiento ciliar se 
encuentra disminuido o impedido. Ambos mecanismos ejercen fuerzas mecánicas que 
dificultan la interacción de los patógenos con los epitelios y perjudican así la adhesión 
de los microorganismos a la célula blanco.

Además de las enzimas y proteínas que se encuentran a nivel de los epitelios, 
existen varias moléculas que participan de la respuesta inmune innata, como las que 
forman el sistema de complemento y las citoquinas. El sistema de complemento está 
formado por más de 25 proteínas producidas por diferentes tejidos y células. Estas 
proteínas son activadas en forma de cascada por una gran variedad de sustancias, 
con el fin último de destruir a un microorganismo causando la lisis del mismo, o 
logrando que sea eliminado por una célula fagocítica. Además, varias citoquinas 
participan de la respuesta inmune innata, atrayendo a las células fagocíticas al sitio de 
infección y regulando la actividad de las mismas.

Las células que participan de la respuesta inmune innata son numerosas, y cada 
una tiene una función particular. Los neutrófilos (polimorfonucleares: PMN) son las 
células fagocíticas más importantes en la destrucción de bacterias y son las primeras 
células que acuden al sitio de una infección. Los PMN deben entrar en contacto con la 
bacteria para poder fagocitarla, esto lo logran a través de receptores que reconocen 
los lipopolisacáridos de la pared bacteriana o mediante unión a moléculas del 
hospedador que se encuentran opsonizando al patógeno. Luego entran en juego una 
gran variedad de mecanismos intracelulares para eliminarlo, que incluyen el estallido 
respiratorio (moléculas que producen la oxidación de los componentes bacterianos y 
su destrucción), la acción de enzimas proteolíticas y la acción de lisozima, entre otras. 
Además de los PMN, existen varias células que participan de la respuesta inmune 
innata, como las células NK (Natural Killer), importantes en la defensa contra virus, 
los eosinófilos, que actúan contra parásitos, y los macrófagos derivados de monocitos 
circulantes, que actúan a nivel de tejidos.

Una segunda línea de defensa, íntimamente relacionada con la respuesta innata, es 
la respuesta inmune específica o adquirida, que puede tardar varios días en responder 
a una infección primaria. La respuesta inmune adquirida se caracteriza por la 
producción de anticuerpos específicos por parte de los linfocitos B, que se conoce 
como respuesta inmune humoral, y por la respuesta mediada por células en la cual los 
linfocitos T citotóxicos reconocen al patógeno y lo destruyen. La respuesta a una 
segunda infección es a menudo más rápida que a la infección primaria debido a la 
activación de las células T y B de memoria. El funcionamiento en conjunto de los 
diferentes tipos celulares del sistema inmune es posible gracias a la acción de las 
citoquinas, lográndose de esta manera una respuesta inmune coordinada.
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Por su parte, ciertos patógenos microbianos son capaces de evadir o suprimir casi 
todos los componentes del sistema inmune humano descriptos anteriormente. Nataro 
y colaboradores (314) han sugerido una clasificación de las estrategias utilizadas por 
los patógenos para evadir las defensas del hospedador como a) aislamiento, b) 
evasión de la respuesta inmune humoral, y c) evasión de la respuesta inmune celular. 
Aislamiento. Algunas infecciones sobre todo las de tipo crónico se caracterizan por la 
presencia de una barrera física entre el patógeno y el hospedador, que puede ser un 
biofilm formado por el microorganismo o por el órgano que infecta. Asimismo, algunas 
bacterias se encuentran aisladas en abcesos, regiones poco perfundidas o hueso. Este 
aislamiento es una barrera a la penetración de la respuesta humoral y un obstáculo 
para la llegada efectiva de las células fagocíticas. Ejemplos de este mecanismo son la 
placa dental bacteriana, el biofilm formado por P. aeruginosa en los pulmones de 
pacientes fibroquísticos, y la osteomielitis causada por S. aureus.
Evasión de la respuesta inmune humoral. Los patógenos extracelulares deben evitar la 
acción del complemento y los anticuerpos, incluyendo inhibición de la opsonización, 
lisis mediada por complemento y citotoxicidad celular mediada por anticuerpos. 
Ciertos microorganismos tienen moléculas que pueden unirse a los anticuerpos, 
evitando su acción o mecanismos que inhiben directamente la producción de 
anticuerpos por parte de los linfocitos B. Los mecanismos mediante los cuales los 
patógenos evaden la respuesta inmune humoral son muy variados y los patógenos 
adaptados a la persistencia utilizan generalmente más de un mecanismo, algunos 
ejemplos se encuentran en la Tabla 1.4.

Una estrategia de evasión de la respuesta humoral muy utilizada por diversos 
patógenos, especialmente los que logran estadios de persistencia en el hospedador, 
es la variación antigénica. Ésta consiste en cambiar el perfil de antígenos que se 
expresan en las distintas etapas de una infección. Esta variación puede ocurrir a 
través de mutaciones o recombinaciones a nivel génico que permiten la variación de la 
estructura de determinados antígenos en general presentes en la superficie bacteriana 
(165,219,367) o a través de sistemas de traducción de señales que median la 
alternancia entre dos estados fenotípicos diferentes (Tabla 1.3).
Evasión de la respuesta inmune celular. Todos los patógenos (en particular los que 
son intracelulares) deben ser capaces de evadir la respuesta inmune celular del 
hospedador para lo cual han desarrollado diversos mecanismos. Entre ellos se puede 
mencionar inhibición de alguna de las etapas involucradas en la fagocitosis (contacto, 
envoltura, formación del fagosoma, fusión del lisosoma con el fagosoma, digestión y 
muerte). De esta forma muchas bacterias y parásitos pueden sobrevivir y 
multiplicarse dentro de las células fagocíticas, dentro del fagosoma, o escapando hacia 
el citoplasma. Otra estrategia desarrollada por los patógenos es causar la muerte de 
las células de defensa por ejemplo a través de la inducción del fenómeno de 
apoptosis. La muerte puede ser causada por exotoxinas liberadas por el 
microorganismo antes de ser fagocitado, o cuando se encuentra dentro del fagosoma.

En la Tabla 1.4 se describen algunos ejemplos de evasión de la respuesta celular.
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Tabla 1.4. Mecanismos de evasión de la respuesta inmune celular
Mecanismo del hospedador Mecanismo del patógeno Bacteria o producto 

bacteriano purificado

Anticuerpo

Inhibición de adhesión
H. pylori, N. gonorrhoeae, N. 
meningitidis, H. influenzae, S. 
pneumoniae, V. cholerae

Inhibición de la producción L. monocytogenes, N. 
meningitidis, 5. aureus

Producción policlonal
Endotoxina de S. entérica 
serovar Typhi, M. leprae, T. 
pallidum

Células presentadoras de 
antígenos

Interferencia de la adquisición de 
antígenos

H. pylori, S. entérica serovar 
Typhi

Interferencia en el procesamiento 
de antígenos

L. monocytogenes, S. flexneri, S. 
entérica serovar Typhimurium

Interferencia en la presentación 
del antígeno

E. coli, L. monocytogenes, M. 
tuberculosis, S. entérica serovar 
Enteriditis, S. aureus

Complemento Inhibición de la unión E. coli, N. meningitidis, N. 
gonorrhoeae, P. aeruginosa

Citoquinas

Clivaje P. aeruginosa, 5. aureus, L. 
monocytogenes

Inhibición de la unión Y. pestis

Mecanismo desconocido EPEC, EHEC, lactobacilli, M. 
bovis, V. cholerae

Células dendríticas Inducción de apoptosis L. monocytogenes

Linfocitos

Inducción de apoptosis LPS de bacterias Gram negativas

Inhibición de la proliferación

B. pertussis, EPEC, EHEC, L. 
monocytogenes, M. leprae, S. 
entérica serovar Typhi, S. 
entérica serovar Typhimurium, S. 
entérica serovar Entérica

Macrófagos
Inducción de apoptosis

B. pertussis, EPEC, EHEC, L. 
pneumophila, M. tuberculosis, S. 
entérica serovar Typhimurium, S. 
entérica serovar Entérica, S. 
aureus

Inhibición de la inducción de 
apoptosis M. bovis BCG, M. tuberculosis

Células NK Inhibición funcional S. entérica serovar Typhimurium

Fusión fagosoma - lisosoma Inhibición de la fusión
B. pertussis, L. pneumophila, M. 
avium, S. entérica serovar 
Typhimurium, Y. enterocolitica

Polimorfonucleares

Inducción de apoptosis B. pertussis, E. coli

Inhibición funcional
LPS de E. coli, K. pneumoniae, V. 
cholerae, S. flexneri, Y. pestis, Y. 
enterocolitica

Células T

Inducción de apoptosis Toxina A de C. difficile, M. 
tuberculosis, 5. flexneri

Inhibición funcional
L. monocytogenes, P. 
aeruginosa, K. pneumoniae, T. 
Pallidum

Linfocitos B Inducción de apoptosis Verotoxinas de E. coli, S. flexneri
Ref. Persistent bacterial infections. Nataro J.P., Blaser M.J. Cunningham-Rundles, S Ed. 2000 ASM Press, 
Washington, D. C.

La coevolución de los diferentes mecanismos de evasión bacteriana junto a los 
desarrollados por el hospedador para evitar ser infectados han permitido la aparición 
de enfermedades del tipo crónico. Estas patologías se destacan por la casi ausencia de
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sintomatología y una transmisión moderada de la enfermedad que le permite al 
patógeno sobrevivir a lo largo del tiempo.

Interacción Bordetella spp - hospedador
El género Bordetella pertenece a la subclase (3 de las Proteobacterias y se 

caracteriza por estar formado por diferentes especies que siguiendo las etapas antes 
mencionadas inducen procesos infecciosos en una diversidad de hospedadores. Las 
bacterias del género Bordetella se presentan como cocobacilos pequeños (0,2 pm por 
0,7 pm), Gram negativos, aerobios estrictos con metabolismo no fermentativo, 
asociados a infecciones en humanos y animales. Dentro de este grupo se encuentran 
también los géneros Achromobacter y Alcaligenes, que junto a Bordetella forman un 
grupo de organismos muy relacionados entre sí al que se ha denominado complejo 
Alcaligenes - Achromobacter - Bordetella (AAB) (444).

Hasta el momento, han sido reportadas ocho especies dentro del género Bordetella. 
El contenido de GC de las diferentes especies se encuentra entre 61 y 68% y su 
temperatura de crecimiento óptimo se encuentra comprendido en el rango de 35 a 
37° C. Todas las especies aglutinan los eritrocitos de una gran variedad de mamíferos. 
Son patógenos principalmente de mamíferos, siendo el humano el único hospedador 
conocido para B. pertussis. Varias de las especies se pueden distinguir fácilmente a 
través de pruebas bioquímicas, entre las que se pueden mencionar prueba de ureasa, 
catalasa, oxidasa, movilidad y posibilidad de reducir el nitrato (Tabla 1.5).

B. pertussis es el agente etiológico de la tos convulsa o coqueluche, una 
enfermedad altamente contagiosa que se caracteriza por episodios de tos paroxística 
o tos quintosa. Es un patógeno obligado del hombre y no hay evidencia hasta el 
momento de nichos animales o ambientales para esta bacteria. B. parapertussis 
produce en humanos una sintomatología más leve que B. pertussis (37) y en ovejas 
una neumonía crónica (70). A diferencia de lo que ocurre con B. pertussis y B. 
parapertussis, B. bronchiseptica presenta un amplio rango de hospedadores posibles, 
causando enfermedad respiratoria en diversos mamíferos incluyendo a perros, 
roedores, caballos y cerdos. Recientemente se ha detectado la presencia de B. 
bronchiseptica en humanos, con un claro aumento de su incidencia en dicho 
hospedador en los últimos años (147,160,461).

A pesar de las diferencias presentadas respecto al rango de hospedadores y de la 
variedad en los síntomas de la enfermedad, se ha sugerido considerar a estos tres 
patógenos como subespecies de B. bronchiseptica con diferentes adaptaciones. 
Distintos métodos incluyendo hibridaciones ADN-ADN, comparación de las secuencias 
de ARN ribosomal 16S y 23S, de las subunidades (3 de la ARN polimerasa y de la 
girasa (GyrB), además de los genes involucrados en la virulencia, así lo demuestran 
(19,311,312,313,463) De aquí en más mencionaremos a las tres especies en su 
conjunto como pertenecientes al grupo B. bronchiseptica como ha sido sugerido por 
otros autores (325,444) o indistintamente como el grupo de las Bordetel/as clásicas 
por ser las más estudiadas.
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Los miembros del grupo B. bronchiseptica están muy cercanos entre sí 
genéticamente, sin embargo se pueden observar diferencias entre los genomas que 
podrían indicar la manera en que se han diferenciado evolutivamente estas especies 
(413). Quizás el ejemplo más sorprendente se trate de la diferencia en los tamaños de 
los genomas de estas bacterias (Tabla 1.5). Se ha determinado a través de 
electroforesis de campo pulsante y más recientemente mediante secuenciación que el 
genoma de B. pertussis es varios cientos de kilobases menor respecto al resto de los 
aislamientos del grupo B. bronchiseptica (325). Esto sugiere que la adaptación de B. 
pertussis a un único hospedador podría estar relacionada con esta gran reducción del 
tamaño de su genoma. La falta de material genético se podría correlacionar con los 
requerimientos más exigentes para el cultivo in vitro de B. pertussis y su sensibilidad 
aumentada a condiciones ambientales respecto al resto del género (334,390). Esta 
reducción, con la consecuente pérdida en la versatilidad metabólica, ya ha sido 
reportada para otras bacterias como Rickettsia spp, Mycoplasma spp y Chlamydia spp 
(16,393).

Tabla I.5.. Principales características de las especies del género Bordetella
0. pertussis 0.

parapertussis
B.

bronchiseptica
0.

holmesii 0. hfnzii 0. avium 0. trema tum 0. petrii

Hospedador Humanos Humanos,
oveja

Mamíferos, 
incluyendo al 
humano

¿Humanos? Aves,
humanos

Aves y 
reptiles ¿Humanos? Desconocido

Enfermedad Tos
convulsa

Tos convulsa 
leve

Rinitis atrófica 
en credos, tos 
ferina en perros 
y gatos, 
infecciones 
respiratorias en 
humanos

Septicemia,
enfermedad
respiratoria

Septicemia
Enfermedad 
respiratoria 
en el pavo

Desconocido Desconocido

Lugar de 
aislamiento

Tracto
respiratorio

Tracto
respiratorio

Tracto
respiratorio,
sangre

Tracto
respiratorio,
sangre

Tracto
respiratorio,
sangre

-
Heridas, 
infecciones 
de oído

-

Contenido 
G+C (% en 
moles)

66-68 66-68 66-68 61,5-62,3 65-67 62 64-65 63,8

Tamaño del
genoma
(kpb)a

4086 4773 5338 ND ND ND ND ND

Crecimiento 
en agar 
MacConkey

- + + 7+ + + + ND

Catalasa + + + + + + + ND
Oxidasa + - + - + + - ND
Asimilación 
de Otrato + + + + + + - ND
Movilidad - - + ND ND + ND ND

En general existe muy poca evidencia de adquisición de grandes fragmentos de 
ADN y de hecho las diferencias observadas entre las distintas subespecies se deberían 
a eventos independientes de inactivación génica y pérdida de fragmentos de ADN 
sobre todo por parte de B. pertussis y B. parapertussis. La presencia de secuencias de 
inserción rodeando las zonas afectadas apoyan esta hipótesis y sugieren que las 
deleciones y rearreglos genómicos resultaron de la recombinación entre dichas 
secuencias. Este alto grado de rearreglos observados en estas dos especies no tiene 
precedentes entre bacterias del mismo género (325).
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Estudios más acabados sobre los genomas de B. pertussis y B. bronchiseptica y su 
funcionalidad se espera provean suficiente información para estimar el proceso 
adaptativo de las diferentes especies.

En los últimos años, cinco nuevas especies han sido incluidas en el género 
Bordetella: B. avium, B. hinzii, B. holmesii, B. petrii y B. trematum (Tabla 1.5) 
(23,439,440,456). B. avium es el agente causal de enfermedad del tracto respiratorio 
de las aves de corral, especialmente de pavos. Estudios recientes también la 
describen como agente causal de infecciones en aves salvajes (343). Los análisis feno 
y genotípicos demuestran que B. avium es una especie relacionada pero en forma 
lejana con el resto del grupo B. bronchiseptica. Al igual que otras especies del género, 
B. avium sintetiza un conjunto de factores de virulencia regulables por un sistema de 
traducción de señales de dos componentes y presenta un fuerte tropismo hacia el 
epitelio traqueal ciliado (23).

B. hinzii también se ha podido aislar del tracto respiratorio de aves de corral y en 
humanos en donde causaría septicemias (206) y ha sido aislada en pacientes 
¡nmunocomprometidos (76,134,135). B. holmesii se aisló de sangre de pacientes 
adultos jóvenes y ocasionalmente en esputos o en lavados nasofaríngeos. En algunos 
casos también se la ha asociado a síntomas coqueluchoides en humanos 
(273,421,456,465). El primer aislamiento de B. holmesii se obtuvo en 1983 y a partir 
de ese momento el número de aislamientos ha ido aumentando considerándose por 
ello como un patógeno emergente (273,456).

B. petrii es el primer integrante del género Bordetella que no fue aislado a partir de 
una infección en humanos o en algún otro animal. Esta bacteria fue aislada de un 
biorreactor en condiciones anaerobias (443). La facultad de crecer en medios 
anaeróbicos presentada por B. petrii es interesante ya que introduce un punto de 
unión entre el grupo clásicamente aerobio de las Bordetellas y el presentado por las 
especies de Achromobacter, anaerobias facultativas, integrante del complejo AAB.

B. trematum es la especie que más recientemente se ha incorporado al género. 
Esta especie ha sido aislada de infecciones de oído o heridas en humanos, pero nunca 
a partir de infecciones del tracto respiratorio. Aún es poco es lo que se conoce acerca 
de este patógeno (439).

A continuación haremos una descripción del estado de conocimiento de la infección 
causada por B. bronchiseptica ya que sobre esta especie desarrollamos nuestro 
trabajo. La elección del modelo de estudio B. bronchiseptica - hospedador se basó en:
i) que sobre esta especie, ahora también considerada patógeno del hombre, es menos 
lo que se conoce comparado con B. pertussis ¡i) que para ella existe un modelo 
natural de infección animal lo que facilita la interpretación de los resultados y iii) 
porque presenta un claro período de persistencia en el hospedador que 
molecularmente es poco conocido.
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Ciclo infeccioso de Bordetella bronchiseptica
B. bronchiseptica al igual que las otras especies del género es un cocobacilo Gram 

negativo aerobio que no utiliza a los hidratos de carbono como fuente de carbono. Es 
la única especie dentro del grupo de las Bordeteilas clásicas que en determinadas 
condiciones ambientales es móvil. Se caracteriza por sobrevivir en condiciones de 
escasez de nutrientes, logrando persistir por largos períodos de tiempo en buffer 
fosfato y en agua de fuentes naturales sin agregado de nutrientes (334). Esta alta 
supervivencia en el medio ambiente es un problema desde el punto de vista 
epidemiológico, ya que el medio ambiente actuaría como reservorio de este patógeno 
dificultando la erradicación de las infecciones que causa.

Esta bacteria produce enfermedades respiratorias en una gran variedad de 
animales domésticos y en ganado porcino pero se ha reportado también que este 
microorganismo puede causar infección en humanos (95,285). Las infecciones 
humanas por B. bronchiseptica se caracterizaron originalmente por presentarse en 
personas en contacto con animales infectados, sin embargo la frecuencia de 
aislamientos ha aumentado considerablemente en las últimas décadas aún en 
personas sin contacto con animales. Este aumento se observa principalmente en 
pacientes inmunocomprometidos, por un lado debido al advenimiento de los pacientes 
infectados con VIH y a los avances de la medicina que permiten una mayor sobrevida, 
en general, de pacientes inmunodeprimidos. Sin embargo, también se han reportado 
casos en pacientes inmunocompetentes (408).

Al igual que otros patógenos, el proceso infeccioso de esta bacteria comienza con la 
colonización y culmina en fenómenos de persistencia y/o diseminación a otros 
hospedadores. Esto es, la bacteria ingresa a las vías aéreas del hospedador mediante 
gotitas o aerosoles que contienen al patógeno y una vez dentro del hospedador se 
adhiere a la mucosa nasofaríngea causando un inflamación leve en la zona. Esta fase 
de adhesión constituye, como en toda infección, la etapa inicial y crítica de la 
colonización. Además de presentar tropismo por el epitelio traqueal, B. bronchiseptica 
se adhiere a otros tipos celulares como los macrófagos alveolares, las células 
dendríticas y diferentes líneas de células epiteliales no ciliadas (59,163,271,349,437).

Una vez adheridas, las bacterias proliferan y luego se diseminan en el tracto 
respiratorio inferior. Se adhieren al epitelio ciliar y liberan toxinas causando ciliostasis, 
daño en el epitelio respiratorio e inhibición de funciones de células del sistema inmune 
del hospedador. En el modelo murino de infección intranasal de B. bronchiseptica, se 
ha podido observar que el pulmón infectado presenta una inflamación perivascular y 
peribronquial generalizada, con un gran número de células infiltrativas, predominando 
entre ellas los polimorfonucleares (156). Éstos están distribuidos en todo el pulmón y 
en algunas áreas se presentan en franco proceso necrótico (156). Varios estudios 
indican que B. bronchiseptica es capaz de invadir y sobrevivir dentro de células 
epiteliales y fagocíticas (25,163,164,375,382). En este medio intracelular quizás sea 
donde B. bronchiseptica persista y desarrolle la infección crónica característica de esta
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especie (265,269). El tipo de respuesta inmune desarrollada en este modelo animal 
avala el comportamiento intracelular B. bronchiseptica.

Para el desarrollo de cada una de las etapas de infección la bacteria requiere de una 
serie de factores, muchos de los cuales ya han sido identificados y caracterizados. A 
continuación describiremos los aspectos más sobresalientes de cada uno de ellos.

Factores de virulencia del género Bordetella
Las bacterias del género Bordetella expresan una serie de factores, denominados 

factores de virulencia, involucrados en la interacción patógeno -hospedador. Entre los 
factores de virulencia se encuentran adhesinas, como hemaglutinina filamentosa, 
fimbrias y pertactina y toxinas como adenilato ciclasa - hemolisina, toxina 
dermonecrótica, toxina pertussls (sólo en B. pertussis) y lipopolisacárido, así como 
sistemas más complejos como el sistema de secreción tipo III.

La primera etapa de una infección es la adhesión del patógeno al epitelio del 
hospedador. Para ello los patógenos expresan adhesinas que facilitan esta interacción. 
A continuación se describen las adhesinas presentes en las bacterias del género 
Bordetella.

Adhesinas

Hemaglutinina filamentosa (FHA). Esta proteína (220 kDa) es considerada la 
adhesina más importante en el proceso infeccioso de Bordetella. Está asociada a la

Figura 1.1. Representación simplificada de los dominios presentes en FHA y su posterior 
maduración. A. Esquema del trasncripto primario de FHA de 367 kDa. Se encuentran 
indicados el péptido señal (rojo), la región homologa a hemolisina (violeta), las regiones 
repetitivas (verde), la secuencia RGD (amarillo), la región inmunodominante (azul) y el 
dominio C - terminal (Gris) con sus regiones ricas en prolina (rosa). B. Esquema del 
producto final de la maduración de 220 kDa, en donde el dominio C- terminal ha sido 
removido y el péptido señal reemplazado por un extremo de piroglutamina (rosa).
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superficie de la bacteria y además es secretada al medio extracelular para facilitar la 
adhesión del patógeno a las células epiteliales ciliadas (87). Presenta una estructura 
filamentosa de 2 nm de diámetro y 45-50 nm de longitud que consiste en 19 hojas p 
plegadas que formarían un barril p que atraviesa la membrana externa (261). El 
modelo actualmente aceptado es que esta estructura se forma por el plegamiento de 
la cadena polipeptídica formando una horquilla dividida en tres partes. Las regiones C 
y N terminal de la cadena polipeptídica forman la cabeza de la horquilla, la región RGD 
(debe su nombre a la presencia de un triplete arginina - glicina - aspártico) forma la 
cola y el resto forma la región central, que mantiene la integridad de la estructura 
(261).

El gen estructural de esta adhesina, fhaB tiene aproximadamente 10.1 kb y codifica 
para una proteína precursora de FHA de 367 kDa, FhaB. Este precursor sufre una 
serie de modificaciones antes de que la proteína madura, que corresponde a las dos 
terceras partes del extremo N terminal de FhaB sea secretada al exterior (Fig. 1.1) 
(98,353).

La secreción es dependiente de la expresión de una proteína accesoria, FhaC, cuyo 
gen se encuentra río abajo de fhaB en un cluster de genes accesorios involucrados en 
la secreción tanto de FHA como de las fimbrias (253,457). La secreción de FHA 
requiere de una región de 115 aminoácidos presente en el extremo N- terminal de 
FhaB que posee homología con regiones presentes en las hemolisinas de otras 
bacterias, como Serrada marcescens y Proteus mirabilis (98). Por otra parte FhaC 
presenta homología con una proteína que facilita la exportación de una adhesina de 
Haemophyíus influenzae, HMWA (26). Los precursores de ambas adhesinas, además, 
presentan una región homologa formada por 22 aminoácidos iniciales, seguida de un 
segmento catiónico y un fragmento hidrofóbico. Esta región actuaría como un péptido 
señal de inusual tamaño (71 aminoácidos) que es removido antes de la exportación 
(194). La proteólisis del péptido señal se realiza en un sitio consenso para la 
denominada peptidasa de región líder (Lep), lo cual sugiere que FhaB atraviesa la 
membrana interna por un mecanismo sec dependiente (234). El tercio C - terminal de 
FhaB actuaría como chaperona en este proceso de secreción, estabilizando a la 
proteína, previniendo el plegado incorrecto de la misma y permitiendo el 
reconocimiento por parte del sistema Sec (354). Esta región también podría estar 
involucrada en el anclaje de la proteína a la capa de peptidoglicano, debido a que 
presenta una zona rica en prolina que cumpliría esta función en proteínas de 
membrana externa de bacterias Gram positivas, como la proteína M de estreptococos 
(105).

Por otra parte, la liberación de FHA al medio extracelular parece requerir de la 
presencia de una proteasa de membrana denominada SphBl (88). Ha sido reportado 
que bacterias deficientes en la expresión de esta proteasa no liberan FHA al medio 
extracelular, aunque sí es posible detectar la presencia de estructuras pertenecientes 
a FHA en la membrana (88). Además, la actividad de SphBl jugaría un rol importante
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durante el proceso infeccioso de Bordetella, permitiendo la liberación de la bacteria 
para colonizar otras zonas del epitelio (87).

Varios son los dominios de FHA que están involucrados en el pegado a las 
superficies del hospedador. Estos incluyen unión a fagocitos mediada por integrinas, 
unión a azúcares sulfatados de la matriz extracelular y de las células epiteliales y 
adhesión a células epiteliales ciliadas (403). La región responsable de esta adhesión 
es un dominio tipo lectina que se denomina CRD (por la sigla en inglés Carbohydrate 
Recognition Domain) y se encuentra entre los residuos 1141 y 1279 de FHA. Este 
dominio tiene afinidad particular por carbohidratos y glicolípidos (especialmente 
lactosilceramidas) y participa en la unión de la bacteria a las células ciliadas y a los 
macrófagos (339). FHA también puede unirse a heparina y a glicolípidos sulfatados no 
cargados (281). La región que permite esta adhesión comprende los aminoácidos 
442-863 ubicados en el extremo amino terminal de la proteína, que también es 
responsable de la actividad hemaglutinante de FHA (168).

El dominio RGD ya mencionado participa en la unión a receptores de la familia de 
las integrinas (190,192,370). Estos receptores se encuentran en la superficie de los 
macrófagos alveolares y en las células ciliadas del epitelio respiratorio y contienen un 
dominio glucosídico con afinidad por los glicolípidos unidos a lactosa (57,339,353). Se 
ha demostrado que este dominio RGD facilitaría la unión de FHA al receptor CR3 
presente en la superficie de los macrófagos, y la formación de un complejo formado 
por la integrina LRI y su proteína asociada CD47 junto CR3 presentes en la membrana 
del leucocito (191,352,374). La acción cooperativa de FHA y fimbrias permitiría la 
unión de la bacteria a los macrófagos, su posterior internalización y persistencia 
intracelular, sin activar el mecanismo de estallido respiratorio. Además la unión a CR3 
permitiría que una menor cantidad de toxinas liberadas eliminen eficientemente a 
neutrófilos y macrófagos, redundando en un ahorro de recursos para el patógeno 
(407,430).

FHA es capaz de unirse también a la proteína C4BP que es conocida como un 
regulador de la activación del sistema de complemento. C4BP actúa inhibiendo la vía 
clásica del complemento, evitando la formación del complejo de anclaje en la 
membrana del patógeno (38). La manera en que Bordetella utiliza esta unión es aún 
desconocida, pero demuestra la complejidad de la interacción de esta bacteria con el 
sistema inmune del hospedador.

Si bien la participación de FHA en la patogénesis de Bordetella ha sido 
históricamente circunscripta a su rol de adhesina, durante los últimos años se han 
logrado avances con respecto a otras actividades de esta molécula (86). La capacidad 
de Bordetella para inhibir la proliferación de los linfocitos T a antígenos exógenos ha 
sido demostrada recientemente, y FHA participaría en este mecanismo (46). Además, 
la interacción de esta proteína con los receptores de macrófagos inhibiría la liberación 
de IL-12 y estimularía la liberación de IL-10, IL-6 y TNF-a (274). FHA también sería 
capaz de inducir un franco proceso apoptótico en monocitos y células epiteliales de 
pulmón, probablemente a través de TNFR1, uno de los receptores de TNF-a (1). Por

Tesis Doctoral 2004 Julieta Fernández



Capítulo I 20

otra parte, la respuesta humoral lograda en las infecciones con mutantes defectivos 
de FHA es significativamente superior a la observada durante la infección con la cepa 
salvaje (85). Esta posible actividad inhibitoria de la respuesta inmune por parte de 
FHA le permitiría a la bacteria resistir los mecanismos de defensa del hospedador, por 
lo que FHA tendría una participación fundamental en la persistencia de la bacteria en 
el hospedador.

Fimbrias (Fim). Las fimbrias o aglutinógenos son estructuras filamentosas de 
naturaleza proteica que se extienden desde la superficie bacteriana y participan en la 
adhesión de Bordetella. Las fimbrias están formadas por subunidades mayores y 
menores. Las subunidades mayores, Fim2 y Fim3 se disponen en forma apilada para 
formar la estructura helicoidal característica de las fimbrias. Estas subunidades son 
proteínas de 22 kDa y 22,5 kDa codificadas en dos loci no ligados, fim2 y fim3, 
respectivamente (247,278). Existe otro locus, fimX, que es expresado sólo en bajos 
niveles y recientemente fue identificado un nuevo locus fimN en B. bronchiseptica 
(201,355).

Los genes fim están sujetos a variación de fase por corrimiento del marco de 
lectura dentro de una región rica en citocinas ubicadas entre las regiones -10 y -35 de 
los promotores de fim2, fim3, fimX y fimN. En B. pertussis se encuentra además un 
gen truncado, fimA, ubicado en el extremo 5' del cluster fimBCD. Recientemente ha 
sido descripto que B. bronchiseptica es capaz de expresar esta subunidad, sin 
embargo este gen no estaría sometido a variación de fase, ya que no presenta la 
región rica en citocinas (46). De acuerdo a esta variación de fase la bacteria puede 
expresar en cualquier momento Fim2, Fim3, FimX, FimN, o combinaciones de las 
mismas. Por otra parte, todas las fimbrias comparten la subunidad menor, FimD, de 
aproximadamente 40 kDa, que se ubica en el extremo distal de la estructura.

Si bien los genes fim se encuentran dispersos a lo largo de todo el cromosoma de 
Bordetella, las proteínas son ensambladas y secretadas a través de un mismo sistema 
codificado por el cluster fimBCD que se encuentra intercalado dentro del responsable 
de la expresión de otra adhesina, FHA (457). Más aún, tanto fimBCD como fhaC se 
encuentran sometidos a la acción del promotor de fimB y son transcriptos en forma 
acoplada (253). Los productos del cluster fimBCD presentan homología con los 
productos de los genes pap de E. coli, involucrados en la producción del pili de esta 
bacteria (189,253). En base a la homología de secuencia de aminoácidos, se ha 
propuesto que FimB, como su homólogo PapD, actuaría como chaperona responsable 
de evitar la degradación de la fimbrias en el espacio periplásmico. Por su parte FimC, 
permitiría el transporte de las subunidades de la fimbria a través de la membrana y 
participaría del posterior anclaje a la misma, como PapC (457).

Las fimbrias participan en las primeras etapas del proceso infeccioso de Bordetella, 
mediando la adhesión entre la bacteria y las células del hospedador. La subunidad 
menor, FimD, estaría involucrada en la adhesión a células epiteliales y monocitos 
(172), mientras que las subunidades mayores son capaces de adherirse a heparán
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sulfato, condroitín sulfato y dextrán sulfato, oligosacáridos presentes en el tracto 
respiratorio de todos los mamíferos (141).

El cluster fimBCD sería el único locus implicado en la biogénesis de las fimbrias, ya 
que las mutaciones realizadas sobre cualquiera de los genes que lo componen dan 
como resultado bacterias con ausencia completa de estas estructuras. Estos mutantes 
Fim-  han sido utilizados para el estudio ¡n vivo del rol de las fimbrias en la infección y 
se ha determinado que la habilidad de B. pertussis y B. bronchiseptica para 
multiplicarse y persistir en la nasofaringe y tráquea del hospedador estaría 
directamente relacionada con la presencia de esta adhesina (140,271,305). Además, 
las fimbrias estarían involucradas en la generación de la respuesta inmune del 
hospedador, ya que la respuesta humoral desarrollada en las infecciones realizadas 
con estos mutantes es cualitativamente diferente y cuantitativamente inferior a la 
desarrollada con las cepas parentales (271). Estos resultados sugieren que las 
interacciones mediadas por las fimbrias con células epiteliales y con monocitos / 
macrófagos participarían en la naturaleza y magnitud de la respuesta inmune del 
hospedador.

Pertactina (PRN). La PRN es una proteína presente en la membrana externa de 
Bordetella spp. que participa en el proceso de adhesión de la bacteria al hospedador. 
Esta proteína tiene un peso molecular de 68 kDa en B. bronchiseptica (303), 69 kDa 
en B. pertussis (68) y de 70 kDa en B. parapertussis (244). La estructura de la PRN 
de B. pertussis obtenida por cristalografía indica que está formada por 16 cadenas

Figura 1.2. Representación simplificada de la estructura tridimensional de PRN. Las flechas 
indican estructuras de hojas p plegada, pudiendosé observar tres grupos diferentes (verde, 
rojo y amarillo) que terminan formando un cilindro con un leve giro hacia la derecha. Se 
destacan las regiones en donde se encuentra la secuencia arginina -  glicina -  aspártico 
(RGD) y las regiones con secuencias repetitivas de prolina: PRR, (PQP)s y (GGXXP)5.
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beta con una sección transversal en forma de V, siendo la mayor estructura beta 
descripta hasta el momento (Fig. 1.2) (111). La estructura secundaria contiene dos 
regiones inmunodominantes de repeticiones. La primera, (GGXXP)5 se encuentra 
ubicada a continuación del tripéptido RGD, y la segunda, (PQP)5 se encuentra en el 
extremo C-terminal. La segunda región es considerada el epitope más importante de 
esta proteína (68).

El polipéptido precursor de la PRN, p93, tiene 93.5 Kda y es codificado a partir del 
gen prn (68). Este polipéptido sufre la eliminación de un péptido señal de 34 
aminoácidos del extremo N-terminal y de un polipéptido de 30 KDa (p30) del extremo 
C-terminal (262). Ha sido sugerido que el péptido p30 participaría en el mecanismo de 
secreción de la pertactina debido a que ha sido detectada su presencia en la 
membrana externa de la bacteria (67). La comparación de las secuencias del gen prn 
entre las diferentes especies de Bordetella reveló una alta homología entre los 
mismos, siendo la porción correspondiente a p30 la más conservada, sugiriendo que 
esta porción cumpliría una función relevante en estos microorganismos (243).

La PRN es la primera proteína caracterizada en el género Bordetella dentro del 
grupo de proteínas que se autotransportan hacia la membrana externa. Estas 
proteínas son secretadas al espacio periplásmico por un mecanismo Sec dependiente 
y posteriormente se autoprocesan mediante clivaje proteolítico sobre su extremo C- 
terminal (176). Varios patógenos Gram negativos expresan estas proteínas que 
cumplen diferentes funciones, como por ejemplo las proteasas IgA de Nelsseria 
gonorrhoeae y Haemophilus influenzae y la elastasa de Pseudomonas aeruginosa 
(209,335).

En cuanto a la función de esta proteína como adhesina existen datos contrapuestos 
que muestran que mutantes defectivos en la expresión de PRN (B. pertussis PRN- ) no 
presentan alteraciones en la cinética de colonización en los ensayos de infección In 
vivo (356). Esta diferencia con otros estudios que marcan su rol como adhesina puede 
deberse en parte a que la pertactina no es la única adhesina expresada por 
Bordetella, por lo que su deficiencia puede verse sobrepuesta por otras adhesinas 
como lo son FHA o las fimbrias.

La importancia de la pertactina reside además en que actúa como antígeno 
inmunoprotector (68,175,303,317). Esta particularidad ha permitido que PRN haya 
sido utilizada como antígeno vacunal en inmunizaciones realizadas en ratones 
(317,357). Asimismo, varios ensayos clínicos de vacunas humanas sugieren que la 
inclusión de la pertactina es fundamental en el desarrollo de vacunas acelulares 
(152,435). Por otra parte, esta proteína presenta regiones polimórficas que han 
dirigido la atención de numerosas investigaciones hacia la relevancia de las mismas en 
la protección inmune (52,66,132,216,304). Estos trabajos han revelado una 
divergencia entre la pertactina presente en las bacterias circulantes en la población y 
la presente en las cepas vacunales hoy en uso (304,306). Estas divergencias 
parecerían ser una de las causas del aumento de incidencia de Bordetella que viene
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registrándose desde hace varios años en diferentes países, incluyendo a la Argentina 
tal como lo ha descripto nuestro grupo (123).

Otras proteínas autotransportadoras: BrkA, TcfA y Vag8. Las proteínas 
autotransportadoras constituyen una familia compuesta por proteínas que son 
exportadas al exterior de la célula a través de un mecanismo común pero que 
presentan funciones tan diversas como adhesinas, proteasas, proteínas con actividad 
protectora frente a la respuesta del hospedador, entre otras (176,256).

Todas estas proteínas son sintetizadas como un precursor polipeptídico que es 
sometido a clivaje proteolítico liberando un extremo C-terminal de 30 KDa. El dominio 
C-terminal de la proteína forma barriles de hoja p-plegada en la membrana externa 
de la bacteria y la exportación se realiza sin la participación de proteínas accesorias, 
de allí el nombre de proteínas autotransportadoras.

La secuencia de pasos propuesta para la secreción de estas proteínas indica que la 
secuencia consenso presente en el extremo N-terminal permite la translocación del 
precursor polipeptídico a través de la membrana citoplasmática. El clivaje de la 
proteína se realiza en el espacio periplásmico y el extremo C-terminal se inserta en la 
membrana externa donde forma un poro a través del cual se exporta el extremo N- 
terminal. Este extremo sufre luego o bien un clivaje autoproteolítico o bien 
dependiente de otra proteasa, según el caso, pero la proteína permanece anclada a la 
membrana (102).

Entre los ejemplos de esta familia de proteínas autotransportadoras podemos citar 
a la proteasa de inmunoglobulina A de Neisseria gonorreae (220) y Haemophilus 
influenzae (335), a la citotoxina vacuolante, VacA, de Helicobacter pylori (89), IcsA de 
Shigella flexneri, involucrada en la reorganización de la polimerización de actina de la 
célula eucariota (95), EspP, serin proteasa extracelular de E. coíi, el factor de 
colonización traqueal (127), pertactina (67) y la proteína de resistencia la suero, BrkA 
(120), de B. pertussis.

La proteína BrkA participa en la protección de Bordetella contra la respuesta 
inmune innata y adquirida presente en las mucosas luego de una infección. Esta 
proteína impide la lisis mediada por la vía clásica del complemento, conocida como 
acción bactericida del suero nativo del hospedador y en menor medida previene la lisis 
por péptidos microbicidas (121). Sin embargo, la relevancia que esta protección posee 
durante un proceso infeccioso in vivo es aún discutida, ya que en ensayos in vitro se 
ha observado que B. pertussis no es capaz de resistir la acción bactericida del suero 
aún en presencia de esta proteína autotransportada (169).

Vag8 es una proteína autotransportadora de 95 kDa que contiene la secuencia RGD 
involucrada en procesos de adhesión (125). A diferencia de las otras proteínas 
autotransportadoras de Bordetella, su dominio C- terminal no es clivado durante el 
proceso de secreción. Ensayos in vivo de infección en ratones utilizando mutantes 
defectivos en esta proteína arrojaron resultados contradictorios según la construcción 
genética empleada. Mientras que una inserción con un transposon en el gen vag8
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genera un mutante con dificultades de colonización, la deleción de una porción interna 
del gen no presenta diferencias significativas de colonización respecto a la cepa 
parental (125). Al presente, la participación de esta proteína en el proceso infeccioso 
de Bordetella aún no ha sido esclarecida.

El factor de colonización traqueal (Tcf) es una proteína autotransportadora 
expresada exclusivamente por B. pertussis. Ensayos de colonización en el modelo 
murino empleando un mutante defectivo en la expresión de Tcf (126,127) muestran 
que la ausencia de esta proteína, previamente denominada vag34 produce una 
disminución en la colonización y persistencia de la bacteria en la tráquea de los 
ratones (127).

La escasa información disponible acerca de los roles que presentan cada una de las 
proteínas autotransportadas descriptas (BrkA, Tcf y Vag8) indica que la investigación 
de estos factores debe ser profundizada a fin de determinar su relevancia en el 
proceso de patogénesis de Bordetella.

Toxinas
Luego de adherirse, un patógeno debe multiplicarse e invadir las células 

eucarióticas. Durante estas etapas las bacterias liberan una serie de toxinas que 
producen daños al hospedador. Las toxinas expresadas por las especies del género 
Bordetella se describen a continuación.

Adenilato ciclasa-Hemolisina (AC - Hly). La AC - Hly es una proteína bifuncional 
secretada por Bordetella que pertenece al grupo de toxinas RTX (repetición en 
toxina), que también incluye a las hemolisinas de E. coli y Actlnobaclllus 
pleuropneumoniae y a las leucotoxinas de Pasteurella haemoytica y A. 
actinmycetemcomltans (453). La AC -Hly es un monómero de 1706 aminoácidos con 
un peso molecular que oscila entre 175 y 220 kDa (139,144). Se caracteriza por ser 
sintetizada y secretada sólo en el estado virulento de la bacteria (ver más abajo) y 
por ello es considerada un marcador de la existencia de dicho estado.

El gen cyaA, que codifica para la toxina AC-Hly, forma parte de un operón junto a 
varios genes cuyos productos están involucrados en la secreción y activación de esta 
proteína (144,145,232). La secreción de la toxina sólo ocurre cuando se expresan los 
genes cyaB, cyaD y cyaE. La expresión de cyaC es necesaria para activar a la AC - Hly 
y está involucrado en una modificación postraduccional de la toxina, más 
específicamente cataliza la adición de un residuo del ácido palmítico en la Lys9 8 3 de la 
cadena peptídica (27,166).

La actividad adenilato ciclasa está localizada en los primeros 400 aminoácidos del 
extremo amino terminal y es activada por calmodulina (Fig. 1.3) (144,231). La alta 
afinidad que presenta por la calmodulina llevó en un principio al concepto erróneo de 
que esta molécula estaba involucrada en la translocación de la toxina dentro de la 
célula eucariota, pero evidencias posteriores descartaron esta posibilidad (177). Sin 
embrago, la calmodulina es indispensable para que la enzima incremente su actividad
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hasta 100 veces (153,299). El sitio catalítico adenil ciclasa está formado por dos 
subdominios, T25 y T18 que pueden ser obtenidos in vitro mediante proteólisis 
controlada. Es posible formar un complejo ternario activo al asociar los dos 
subdominios mencionados con calmodulina (230). T25 (residuos 1-224) contiene el 
sitio catalítico, mientras que T18 (residuos 225-399) posee el sitio de unión a 
calmodulina (299).

Figura 1.3. Esquema simplificado de los dominios presentes en el factor de virulencia 
adenilato ciclasa hemolisina (AC - Hly). Se indican con diferentes colores cada uno de los 
principales dominios de esta toxina: unión a ATP (amarillo), unión a calmodulina (naranja), 
dominios hidrofóbicos (verde), sitios de fijación de calcio (azul) y sitio de activación por 
acilación (rosa).

Los aminoácidos restantes de la toxina forman el dominio hemolisina (residuos 
400-1706) (Fig. 1.3), que es capaz de formar canales selectivos en las membranas de 
los eritrocitos, causando hemolisis. Este dominio interviene también en la adhesión e 
internalización de la toxina dentro de la célula eucariota (362). Esta multiplicidad de 
funciones ha llevado a dividir este dominio en cuatro subregiones: 1) una región 
formadora del poro que contiene cuatro regiones hidrofóbicas; 2) una región en donde 
es adicionado un residuo de ácido graso; 3) 38-42 copias del nonapéptido glicina- 
aspártico, característico de las toxinas RTX, siendo éste el dominio de pegado a Ca+2 
de la proteína y 4) el péptido señal de secreción sin procesar (299) (Fig. 1.3).

El ingreso de adenilato ciclasa-hemolisina a la célula hospedadora no ocurre a 
través de una vía endocítica mediada por receptores (148) sino que utiliza un sistema 
especializado, dependiente de calcio y temperatura (360). Este consta de tres etapas: 
inserción, translocación, y clivaje (Fig. 1.4).
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Figura 1.4. Representación esquemática del mecanismo de translocación y actividad 
citotóxica de AC- Hly.

En la inserción la toxina es integrada a la membrana plasmática, posiblemente a 
través de gangliósidos presentes en la superficie de la célula eucariota. Para que el 
proceso de inserción sea exitoso es necesaria la modificación transcripcional realizada 
por CyaC y la integridad de la región C-terminal. La inserción del monómero de AC- 
Hly permite la salida de K+, este proceso es necesario para la posterior 
oligomerización de la toxina responsable de la actividad hemolítica presente en 
eritrocitos de carnero (151). El poro a través del cual será traslocada la toxina es 
formado por la oligomerización de al menos tres monómeros de CyaA que se 
encuentran insertos en la membrana. La posterior traslocación a través de la 
membrana plasmática requiere la presencia de concentraciones milimolares de calcio 
y temperaturas superiores a los 15°C (299,322). La región rica en glicina y aspartato 
que caracteriza a las toxinas RTX posee una alta afinidad por los iones calcio y 
presenta cambios conformacionales al producirse la unión del ión, lo que sugiere su 
participación en este proceso (362). Un trabajo reciente sugiere la carga electrostática 
de los residuos 224-242 de AC-Hly también cumpliría un rol en la traslocación de la 
toxina (203). Estos resultados afirman los obtenidos por otros autores, sugiriendo que 
el campo eléctrico a través de la membrana es la fuerza impulsora utilizada para 
entrar a las células blanco (322). Una vez dentro de la célula, la AC - Hly es clivada 
por una proteasa intracelular, liberando de esta forma el dominio ciclasa catalítico
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presente en un fragmento de 45 kDa. Así, luego de ser activado por la calmodulina, 
comenzará la formación de AMPc.

Tanto la actividad hemolítica como la de ciclasa son esenciales para el inicio de la 
infección de Bordetella (158,212). Se ha observado que mutantes defectivos en la 
expresión de AC-Hly presentan menor virulencia en el modelo de infección murino 
(450). Además se observaron diferencias en la respuesta inmune desarrollada por 
ratones enfrentados a las cepas mutantes, presentando menor número de células 
inflamatorias a nivel pulmonar (210). Más aún, los períodos de colonización de B. 
pertussis en el tracto respiratorio del ratón se vieron significativamente acortados 
cuando los animales habían sido inmunizados activa o pasivamente con la proteína 
purificada o con anticuerpos anti-AC-Hly (162). La participación de AC - Hly en la 
evasión de la respuesta inmune del hospedador ha sido estudiada en numerosos 
trabajos. Ensayos en modelos animales demostraron que inmunizaciones con esta 
proteína protegen al hospedador contra una infección de Bordetella (161,162,316). 
Además, AC-Hly participaría también en las etapas posteriores a la colonización 
modulando la respuesta del hospedador. Ensayos in vivo utilizando animales 
deficientes en distintos componentes del sistema inmune, demostraron la importancia 
de esta proteína en la evasión de la respuesta inmune innata (170). En particular esta 
toxina actuaría sobre los neutrófilos polimorfonucleares, sobre los cuales tendría 
además una actividad proapoptótica. Esta capacidad de inducir apoptosis se extiende 
a varios tipos de células eucariotas y ha sido demostrada tanto en ensayos ¡n vitro 
como in vivo (158,211,213). Este mecanismo de inducción de la muerte celular 
programada sería una de las estrategias desarrollada por Bordetella para escapar de 
la acción antibacteriana de los macrófagos (157). Sin embargo queda aún por 
esclarecer la importancia que presenta la inducción de apoptosis de las células del 
huésped durante el desarrollo de la infección.

Toxina dermonecrótica (TDN). La toxina dermonecrótica, también denominada 
Toxina termolábil por su sensibilidad al calor (se inactiva al exponerla 10 minutos a 
56°C) es una proteína de localización estrictamente citoplasmática sintetizada por las 
diferentes especies del género Bordetella (90). Debe su nombre a que causa lesiones 
necróticas al ser inoculada en forma intradérmica en ratones, conejos, y otros 
animales de laboratorio (248). Las TDN de B. pertussis y B. bronchiseptica están 
formadas por una única cadena polipeptídica de aproximadamente 140 kDa 
(183,471).

Estudios in vitro realizados con TDN purificada mostraron la capacidad de esta 
toxina de inducir en las células eucarióticas un aumento de la replicación del ADN 
celular, de la síntesis proteica y del ensamblaje de las fibras de actina, dando como 
resultado un aumento en la división celular junto a la presencia de células 
multinucleadas (181,182). Estas alteraciones celulares se deben a la acción sobre la 
organización de las fibras de actina, proceso regulado por la GTPasa Rho. Estas 
GTPasas funcionan como reguladores globales del citoesqueleto de actina y actúan
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como interruptores moleculares en varias funciones celulares. La toxina 
dermonecrótica desamida un residuo de glutamina de la GTPasa en un proceso en el 
que participa la porción C-terminal de la TDN y cataliza la transglutaminación de ésta 
y otras GTPasas (382). Por otra parte, la porción N-terminal de la toxina sería 
responsable de la unión específica a un receptor de membrana de la célula eucariota 
(270). A través de este mecanismo la TDN modifica los procesos de migración, 
morfogénesis y fagocitosis de la célula eucariota, manteniendo permanentemente a 
las GTPasas en su forma activa e impidiendo que se hidrolice el GTP (167,268).

A pesar de ser considerada un factor de virulencia, mutantes defectivos en la 
expresión de esta toxina no presentan diferencias con la cepa parental en ensayos de 
infección en modelos murinos. Sin embargo, recientemente se observó que sólo las 
cepas de B. bronchiseptica productoras de TDN eran capaces de producir neumonía y 
atrofia nasal en cerdos, indicando que esta toxina participaría de forma sustancial en 
el proceso infeccioso de Bordetella (60).

Toxina citotraqueal (TCT). Esta toxina es la responsable de la destrucción de las 
células ciliadas del epitelio respiratorio durante la infección por Bordetella. Está 
constituida por un fragmento de peptidoglicano de 921 Da de peso molecular formado 
por un disacárido unido a un tetrapéptido (75). La producción de esta toxina se debe 
simplemente al resultado del crecimiento normal de la bacteria, y por lo tanto no se 
encuentra regulada. La TCT pertenece a la familia de los muramilpéptidos tanto por 
homología estructural como funcional. Si bien todas las bacterias Gram negativas 
producen una capa de peptidoglicano, la liberación de fragmentos en forma de 
muramilpéptidos durante la fase exponencial de crecimiento ha sido descripta 
solamente en Bordetella (363) y Neisseria gonorrhoeae (396). La destrucción de las 
cilias y del epitelio respiratorio causada por la TCT produce ciliostasis y tos 
persistente. La actividad tóxica se encuentra restringida a la región peptídica de la 
molécula, como ha sido demostrado en ensayos utilizando células derivadas de 
tráquea de hámster, mientras la porción glucídica es irrelevante para esta función 
(257). La toxicidad es inducida por un mecanismo indirecto, a través de la inducción 
de un aumento en la producción de IL-1 (174). Esta interleuquina activa a la enzima 
óxido nítrico sintasa, produciendo grandes cantidades de radicales NO (173). Estos 
radicales destruyen enzimas dependientes de iones y eventualmente inhiben la 
función mitocondrial y la replicación del ADN de las células que se encuentran en 
contacto con la bacteria (174). Esta toxina también actúa sobre otras células, 
inhibiendo la función de los neutrófilos a bajas concentraciones y produciendo efectos 
tóxicos a concentraciones altas (91).

Las grandes cantidades de TCT producidas por Bordetella serían suficientes para 
causar un aumento desmesurado de óxido nítrico que llevaría a la destrucción de la 
célula eucariota (128). Esto genera un beneficio evidente en el ciclo infeccioso de 
Bordetella, proveyendo una vía eficiente de propagación por inducción de tos en el 
hospedador. Si bien desde el punto de vista evolutivo esta toxina puede ser solamente
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un producto secundario a la síntesis de peptidoglicano, la TCT es considerada un 
componente fundamental en la patogénesis de Bordetella.

Toxina pertussis (PTX). Dentro del género Bordetella, B. pertussis es la única que 
sintetiza y secreta esta toxina. Si bien el operón que la codifica se encuentra en B. 
bronchiseptica y B. parapertussis, una cantidad importante de mutaciones en la región 
promotora de estos genes provoca su silenciamiento en estas especies (19). PTX tiene 
un peso molecular de 106 kDa y está formada por seis polipéptidos, denominados SI 
- S5 presentes en una proporción 1:1:1:2:1 (420). Cada subunidad es sintetizada con 
una secuencia señal N-terminal, lo que sugiere que el transporte hacia el espacio 
periplásmico ocurre a través de un mecanismo análogo al sistema Sec de E. coli. Una 
vez clivado el péptido señal, la toxina es ensamblada en el espacio periplásmico y 
transportada a través de la membrana externa por un sistema de secreción tipo IV 
(62,115). Este sistema involucra nueve proteínas accesorias (PtlA-I) (114,451) 
homologas a proteínas involucradas en exportación de proteínas y/o ADN, siendo el 
sistema VirB de Agrobacterium tumefadens el mejor descripto hasta el momento. A 
su vez se ha reportado recientemente que la secreción de PTX al medio extracelular 
durante el crecimiento in vitro sería dependiente del metabolismo del glutatión (410) 

PT es una ADP ribosiltransferasa y pertenece a la familia de las toxinas A-B entre 
las que se pueden citar a la toxina diftérica, la toxina colérica, la exotoxina A de 
Pseudomonas y la enterotoxina de E. coli (240,251,308). La porción A de PT está 
compuesto por la subunidad SI y es responsable de la ADP-ribosilación de proteínas G 
inhibitoria (251,252,420). La porción B está formada por las subunidades S2, S3, S4 y 
S5 en una proporción 1:1:2:1 respectivamente y es la responsable de la unión de la 
toxina a las células blanco. El mecanismo de unión a las células linfocitarias sería 
compartido en algunos aspectos con el utilizado por el virus VIH-1, ya que esta 
porción es capaz de inhibir la entrada y replicación del virus en estas células (10). 
Luego del proceso de adhesión, la porción A de la toxina es traslocada al citosol de la 
célula blanco, en un proceso independiente de la endocitosis celular. La unión de ATP 
al oligómero B de la toxina causa la liberación de la subunidad SI en el citosol, que es 
activada luego de sufrir la reducción de su puente disulfuro (205). La actividad 
ribosilante de SI utiliza NAD+ como donador de ribosil-ADP y a proteínas G como 
aceptores (252). Los efectos bioquímicos que se suceden como resultado de la ADP 
ribosilación de las distintas proteínas G incluyen hipersecreción de insulina, liberación 
de ácidos grasos, inhibición de la quimiotaxis, respuesta oxidativa y liberación del 
contenido lisosomal en neutrófilos y macrófagos, así como estimulación de la síntesis 
y secreción de TNFa, IL-1 y IL-6 (44,53,55,278,405,425). Esta toxina ha sido 
descripta también como adhesina frente a macrófagos humanos y a células epiteliales 
de tracto respiratorio (429). El proceso de adhesión se produciría a través de dominios 
que reconocerían carbohidratos presentes en las subunidades S2 y S3 (441). Esta 
función sería redundante con la que cumplen otra adhesinas como FHA. Sin embargo, 
ensayos in vivo han demostrado que para que se produzca la redundancia entre
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ambos factores, PTX y FHA, es necesaria la actividad enzimática de PTX y no la 
actividad adhesiva observada in vitro (12). Esto indicaría que existe más bien una 
complementación entre la actividad adhesiva de FHA y la actividad enzimática de PTX.

La mayor parte de los síntomas presentes en la tos convulsa han sido atribuidos a 
la acción de la toxina pertussis (331), así la infección causada por B. pertussis ha sido 
considerada muchas veces como una infección mediada por PTX. Sin embargo, el rol 
de esta toxina en la colonización, infección y / o transmisión de este patógeno no ha 
sido aún completamente determinado.

Lipopolisacárido (LPS). El LPS constituye el componente estructural mayoritario de 
las membranas externas de las bacterias Gram negativas. La fracción de LPS 
representa entre un 10-15% del total de moléculas presentes en la membrana 
externa y se estima que ocupa un 75% de la superficie bacteriana.

El LPS es una molécula anfifílica formada por el lípido A, a través del cual se inserta 
en la membrana plasmática externa de la bacteria, un core o núcleo de naturaleza 
oligosacarídica y un extremo distal constituido por un polisacárido lineal denominado 
antígeno O.

Todas las especies de Bordetella expresan diferentes moléculas de LPS, hecho que 
sugiere que este factor jugaría un rol fundamental en la especificidad de especie 
presentada dentro del género (436). A diferencia de la mayoría de las bacterias Gram 
negativas, B. pertussis no presenta antígeno O, debido a que carece de los genes 
necesarios para su síntesis (286,341). Otras diferencias encontradas se refieren al 
número de grupos acilo que sustituyen la parte glucocídica del lípido A. B. 
bronchiseptica es la única del género que posee seis sustituyentes, al igual que otras 
bacterias Gram negativas como E. coli, mientras que el resto de las especies presenta 
sólo cinco (418). A su vez las longitudes de los mismos varían entre cada una de las 
especies. En cuanto a la estructura del core, ésta sólo ha sido descripta en su 
totalidad para una cepa de B. pertussis (64) y de manera parcial para B. 
bronchiseptica (63). La particularidad que presenta este core es la presencia de una 
única molécula de un azúcar característico de esta estructura, el ácido 2-ceto-D- 
mano-octulosónico (KDO). Esto la diferencia de otros géneros en donde puede haber 
hasta tres moléculas presentes en el core de su LPS (34,351,387).

Cuando se somenten los LPS a corridas electroforéticas en geles de poliacrilamida 
se puede observar una banda denominada B, compuesta por el lípido A y el core 
interno, y una banda A. La banda A está compuesta por la estructura de la banda B 
sustituida por un trisacárido formado por N-acetil-N-metil-fucosamina (FucNAcMe), 
ácido 2,3-dideoxi-di-N-acetilmanosaminurónico (2,3-diNAcManA) y N- 
acetilglucosamina (GIcNAc) (65,235). De esta manera queda completa la estructura 
del LPS presente en B. pertussis, en ocasiones denominado lipooligosacárido (LOS) 
dada su falta de antígeno O. Ésta porción del LPS es un homopolímero de ácido 2,3- 
dideoxi-di-N-acetil-galactosaminorúnico y está presente en el resto de las especies del 
género, incluyendo a B. bronchiseptica (103).
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En otras bacterias Gram negativas, los genes involucrados en la biosíntesis del LPS 
se encuentran generalmente agrupados según la porción que sintetizan pudiendo 
actuar con promotores comunes o no (387). En Bordetella esto se observa sólo en 
aquellos genes involucrados en la síntesis de las porciones glucosídicas más externas 
tales como el trisacárido y el antígeno O. Junto a estos genes, con un sentido de 
transcripción inversa al resto, se encuentran dos genes involucrados en la síntesis del 
core (waaA y waaC). Por otro lado alguno de los genes intervinientes en la síntesis del 
lípido A (IpxA y pagP) o del core (waaF) no se encontrarían formando un grupo de 
genes con funciones comunes. El resto de los genes necesarios para completar la 
síntesis del LPS aún no han sido descriptos. La reciente publicación del genoma de B. 
bronchiseptica muestra la existencia de marcos de lectura que presentan homología 
con genes conocidos en otras bacterias, por lo que se requerirán futuras 
investigaciones a fin de determinar la participación de los mismos en la síntesis del 
LPS (325).

A diferencia de los componentes proteicos del género Bordetella, el rol del LPS en la 
patogénesis y en la protección de la enfermedad comenzó a estudiarse tardíamente 
(11,193,342,454). West y colaboradores (2000) fueron los primeros en utilizar en 
ensayos in vivo un mutante de B. bronchiseptica con una estructura de LPS alterada 
(454). La mutación se realizó sobre el gen que codifica para la fosfoglucomutasa, pgp 
que impide la síntesis de la banda A y del antígeno O de esta bacteria. Se pudo 
observar que la ausencia de estas estructuras en el modelo de infección en ratones 
impide la colonización efectiva de los pulmones, siendo eliminada la bacteria nueve 
días después del momento de la inoculación. El gen pgp sin embargo podría estar 
involucrado en otros procesos independientes de la síntesis del LPS por lo que la 
asignación de un rol para esta molécula no fue claro. Harvill y colaboradores (2000) 
construyeron cepas de B. bronchiseptica, B. pertussis y B. parapetussis que 
presentaba un LPS compuesto sólo por la estructura lípido A - core. Estos mutantes 
presentaron una disminuida capacidad para colonizar la tráquea y los pulmones del 
modelo murino, pero fueron capaces de persistir por al menos 50 días en la cavidad 
nasal (171). Por otro lado, la ausencia de la mayor parte de las estructuras 
glucosídicas del LPS no permiten la efectiva colonización del hospedador (Nuestro 
laboratorio:397). Así, una bacteria cuyo LPS se encuentra compuesto de manera 
exclusiva por el lípido A y los dos primeros azúcares del core (KDO y heptosa) no es 
aislada del modelo animal más allá del quinto día posterior a la inoculación. Esta 
deficiencia en el proceso de infección se debería a una fuerte disminución en la 
capacidad que presenta esta bacteria para adherirse a células epiteliales de pulmón 
(Nuestro laboratorio:397). Sin embargo no sería ésta la única función del LPS durante 
el proceso de infección. Recientemente ha sido descripto que el LPS de B. 
bronchiseptica es capaz de inducir en ensayos in vitro la apoptosis de diferentes tipos 
celulares (epitelio pulmonar, monocitos y neutrófilos), en un fenómeno dependiente 
de la estructura del LPS expresada por la bacteria y del tipo de célula eucariota 
utilizada (398). Por otra parte, el LPS de Bordetella, como el de otras bacterias Gram
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negativas, actúa como una potente endotoxina durante el proceso infeccioso, 
produciendo efectos pirogénicos, mitógenos y tóxicos, además de estimular la 
producción de factor de necrosis tumoral por parte de los macrófagos (446).

El conocimiento actual de las funciones que cumpliría el LPS a lo largo del proceso 
infeccioso de Bordetella parece indicar que esta molécula tiene una participación 
compleja en la patogénesis del microorganismo. Investigaciones futuras se espera 
profundicen los estudios del rol de este factor en la interacción patógeno -hospedador.

Sistemas más complejos que participan en la virulencia

Sistema de secreción tipo III. Las bacterias Gram negativas utilizan diferentes 
mecanismos para secretar sustancias hacia el medio extracelular. Estas vías de 
secreción han sido clasificadas en cinco grupos principales: secreción tipo I, II, III, IV 
y los autotransportadores. Dicha clasificación se basa en la naturaleza molecular de 
las maquinarias de transporte y las reacciones que éstas catalizan (237). Sin 
embargo, estos grupos se pueden aún subdividir en dos grandes clases dependiendo 
del mecanismo que se utilice para el transporte a través de la membrana plasmática. 
Las vías Sec-dependientes, que utilizan el sistema de secreción denominado Sec, en el 
que las proteínas a secretarse presentan una secuencia señal o péptido líder en el 
extremo amino terminal; y las Sec-independientes en las que los sustratos se pueden 
translocar directamente desde el citosol hasta el exterior celular sin que exista un 
intermediario periplásmico, ni una secuencia señal en el amino terminal (223,422).

El sistema de secreción tipo III (SSTIII) constituye un área de intensa investigación 
en los últimos años. Es una vía Sec-independiente en la que la secreción ocurre en un 
solo paso desde el citosol hasta el exterior celular. Este sistema desempeña un papel 
central en la patogenicidad de muchas bacterias Gram-negativas (188) y ha sido 
identificado en una gran variedad de patógenos de humanos, animales y plantas, 
incluyendo especies de Bordetella, Chlamydia, Erwinia, E. coli, Pseudomonas, 
Ralstonia, Rhizobia, Salmonella, Shlgella, Xanthomonas y Yersinla. La maquinaria de 
secreción está conservada entre los diferentes patógenos, sin embargo las proteínas 
secretadas difieren completamente, por lo que el mismo mecanismo de transporte 
puede generar una amplia gama de enfermedades (188). A través de este sistema la 
bacteria puede transferir determinantes de virulencia directamente al interior de la 
célula susceptible mediante una estructura similar a una aguja de inyección 
(136,72,333). Este proceso es inducido por el contacto de la bacteria con la superficie 
de la célula blanco a través de mecanismos aún no del todo caracterizados (224). Las 
proteínas liberadas a través de este sistema alteran la fisiología normal de la célula 
eucariota, dando como resultado cambios que le permiten a la bacteria, por ejemplo, 
evadir la respuesta inmune (236). Las proteínas a ser secretadas presentan una gran 
diversidad estructural y funcional. Si bien estas proteínas carecen de una señal de 
secreción definida, existen evidencias de que algunas de ellas presentan una señal en 
el dominio amino terminal (188). A pesar de esto, no ha sido posible identificar
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secuencias conservadas en esta región y algunos datos sugieren que es más bien una 
propiedad fisicoquímica, como la anfipaticidad, la que es crítica para la secreción 
(249). La hipótesis de la señal de secreción en el amino terminal ha sido cuestionada 
y otros autores han propuesto que la señal se localiza en la región 5' codificante del 
RNA mensajero (13).

Por otro lado, en todos los SSTIII estudiados existen proteínas chaperonas que 
comparten características comunes, como bajo peso molecular, pl ácido y una alta 
predicción de estructura a-hélice. La exportación de algunos sustratos es facilitada por 
dichas chaperonas manteniendo a las proteínas en una conformación adecuada para 
la secreción, previniendo además la agregación prematura en el citosol (323). Sin 
embargo, el papel directo de las chaperonas como posible señal de reconocimiento en 
la secreción, así como su rol en la organización de la jerarquía de translocación de los 
efectores, aún no ha sido demostrado.

El sistema de secreción tipo III (SSTIII) ha sido recientemente descripto en algunos 
miembros del género Bordetella, como B. bronchiseptica y en los aislamientos ovinos 
de B. parapertussis (469). Si bien B. pertussis presenta los genes que codifican para 
este sistema, hasta el momento no ha sido reportada su expresión (208,325).

Si bien las proteínas efectoras del SSTIII de B. bronchiseptica aún no se han 
caracterizado en su totalidad, se han atribuido al sistema algunas funciones. Este 
sistema induce citotoxicidad en varías líneas celulares (437,469), defosforilación de 
proteínas de la célula hospedadora (469) y activación de MAP quinasas, ERK1 y ERK2 
(470). A su vez, durante las infecciones con B. bronchiseptica en células epiteliales de 
rata (L2) es posible observar una agregación citoplasmática aberrante del factor de 
transcripción NF-kB (470). Este factor no es traslocado durante la infección con esta 
bacteria aún ante un estímulo como la presencia de TNF-a. Esta agregación, con la 
consecuente inhibición de la entrada de NF-kB al núcleo sería responsabilidad de 
efectores del sistema III de esta bacteria. Estos resultados son coincidentes con los 
reportados recientemente por Kuwae y colaboradores (2003) (227). Estos autores 
describen la caracterización de un muíante de B. bronchiseptica defectivo en la 
expresión de la proteína BopB, homologa a YopB de Yersinia que trasloca a las 
proteínas secretadas por este sistema (227). Este muíante, a diferencia de la cepa 
parental, es incapaz de inducir necrosis en las células L2 y tiene disminuida la 
capacidad de producir hemolisis.

En ensayos in vivo se ha observado que el sistema tipo III contribuye a la 
colonización de la tráquea tanto en modelos murinos como en ratas (469,470). Las 
células inflamatorias que ingresan al pulmón durante la infección desarrollan un 
proceso apoptótico cuando la cepa utilizada posee el SSTIII activo. El número de 
células apoptóticas decrece significativamente si la cepa utilizada es un muíante 
defectivo en el gen bscN, homólogo al gen de Yersinia que proveería la energía para la 
secreción. Este muíante además, induce una respuesta humoral contra los principales 
antígenos de B. bronchiseptica más elevada que durante una infección normal 
(469,470). Sin embargo, se han descripto resultados que en principio parecen
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contradictorios al observado en el modelo animal. En ensayos in vitro se ha observado 
que este sistema produce la muerte de diferentes células, ya sea derivadas de 
macrófagos o epiteliales, de manera independiente de la presencia de caspasa-1, 
enzima que participa en el proceso de apoptosis (414). A su vez no se ha observado 
la activación de caspasas intermedias y la morfología de la célula afectada obedece a 
un patrón de muerte necrótica y no a apoptosis. A pesar de que el mecanismo por el 
cual se logra la muerte de las células del hospedador debe ser aún determinado de 
manera fehaciente, es claro que el sistema tipo III se encontraría involucrado en la 
modulación de la respuesta inmune y podría contribuir en las etapas crónicas 
características de las infecciones de B. bronchiseptica (470).

Otros factores bacterianos
Las distintas especies del género Bordetella expresan una serie de factores que no 

han sido relacionados con la patogénesis de estas bacterias. Por ello se denominan 
factores de avirulencia. La información disponible sobre los mismos es menor que 
la referida a los factores de virulencia quizás como consecuencia de la poco relevancia 
que parecen tener los mismos en la infección.

Ureasa. La ureasa es una enzima que cataliza la degradación de la urea a amonio y 
dióxido de carbono. En muchas bacterias el amonio liberado por esta reacción es 
utilizado como fuente de nitrógeno, mientras que en otras actúa como factor de 
virulencia debido a la capacidad de aumentar la concentración de amonio hasta 
niveles tóxicos o por el cambio de pH que ocurre en el medio circundante (276). La 
estructura de las ureasas bacterianas descriptas hasta el momento, con la excepción 
del género Helicobacter, están formadas por tres subunidades, UreA, UreB y UreC 
dispuestas con la conformación (aPy)3 con un centro que contiene níquel. Además de 
los genes estructurales ureA, ureB y ureC, se requiere de la expresión de varios genes 
accesorios para la expresión de la enzima en su forma activa. Estos genes se 
encuentran ubicados en posiciones adyacentes a los genes estructurales y 
participarían en la asimilación del níquel y en la activación de la enzima. Si bien el 
número de genes accesorios es variable entre diferentes especies, Helicobacter pylori 
presenta siete genes accesorios y Klebsiella aerogenes sólo cuatro. Muchos de estos 
genes accesorios presentan alta homología entre sí (298).

Las ureasas de muchas bacterias participan en la patogénesis de varias 
enfermedades, como formación de cálculos urinarios, úlceras gástricas y encefalopatía 
(297). Asimismo, la ureasa es expresada por varios patógenos respiratorios como 
Haemophilus inftuenzae y Mycobacterium tuberculosis. Dentro del género Bordetella 
sólo B. bronchiseptica y algunas cepas de B. parapertussis presentan actividad 
ureasa. El cluster de genes que permiten la expresión de la ureasa en B. 
bronchiseptica codifica para tres proteínas estructurales UreA, UreB y UreC y cuatro 
proteínas accesorias UreD, UreE, UreF y UreG que participarían en la asimilación del 
níquel (276). En este mismo cluster y orientado en dirección opuesta al resto de los
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genes se encuentra un gen que codifica para un activador transcripcional, BbuR. Si 
bien mutantes defectivos en BbuR no presentan actividad ureasa, se desconoce de 
qué forma participa este activador transcripcional en la expresión de la enzima. Por 
otra parte, la ureasa es un factor regulado negativamente por el sistema de dos 
componentes BvgAS (ver más abajo). La regulación global de la expresión de esta 
enzima y la relación entre ambos mecanismos no han sido aún determinadas.

La actividad ureasa participaría en la supervivencia intracelular de B. 
bronchiseptica. Ensayos in vitro indican que mutantes defectivos en la expresión de 
esta enzima presentan disminuida su capacidad para sobrevivir intracelularmente 
(275). Sin embargo, no se observaron diferencias entre cepas con y sin actividad 
ureasa en ensayos de colonización de cobayos y de ratones (277,301). Si bien estos 
resultados indicarían que la enzima ureasa no es necesaria en las primeras etapas de 
la infección, queda aún por analizar el rol de la misma en los estadios de cronicidad 
aún no estudiados hasta el momento.

Mecanismos de adquisición de hierro. El hierro es un mineral esencial para la 
mayoría de los patógenos y un hospedador infectado puede considerarse un ambiente 
con escasez de este mineral. En consecuencia, las bacterias han desarrollado 
mecanismos para lograr incorporar hierro en estas situaciones de escasez. Las 
especies del género Bordetella no son la excepción y expresan varios sistemas de 
adquisición de hierro. Así, B. pertussis es capaz de producir sideroforos alcalígenos 
para la adquisición de hierro (58,307), recuperar hierro complejado a sideroforos 
heterólogos (29,30) e incluso extraerlo de proteínas del hospedador como lactoferrina 
(348), transferrina (347,348), hemoglobina (315), y hemina (2,315). La mayoría de 
estos sistemas han sido identificados también en B. bronchiseptica (30,58,307,315).

El hierro proveniente de las diversas fuentes mencionadas es luego internalizado en 
la bacteria a través de un complejo protéico TonB/ExbB/ExbD conocido como sistema 
Ton. Este complejo interacciona con las moléculas involucradas en la adquisición de 
hierro y provee la energía necesaria para transferir el hierro hacia el interior celular 
(337).

Estos sistemas no sólo responden a la baja concentración de hierro en el medio, 
sino que ha sido descripta también una regulación a través del sistema de dos 
componentes BvgAS que describiremos más abajo. Así, la expresión de los sideroforos 
es reprimida por el sistema BvgAS en algunas cepas de B. bronchiseptica, mientras 
que un gen con homología por receptores de sideroforos en B. pertussis es activado 
por este mismo sistema (17,143).

La participación de algunos de estos sistemas en la patogénesis de Bordetella ha 
sido estudiada (336,350). A este respecto existen datos contradictorios, ya que 
mutantes de B. bronchiseptica defectivos en la expresión de sideroforos alcalígenos no 
presentan dificultades en la colonización del modelo murino de infección (336), 
mientras que en infecciones de cerdos se ha reportado una disminución de la 
virulencia (350). Por otra parte un muíante TonB-  presenta una menor colonización
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del tracto respiratorio de ratones (337). Estos resultados parecen indicar que de la 
multiplicidad de sistemas para la adquisición de hierro sólo algunos se encontrarían 
involucrados en los procesos de patogenicidad de Bordetella.

Proteínas de membrana externa. En B. pertussis han sido descriptas una serie de 
proteínas que se encuentran ubicadas en la membrana externa (OMP) de la bacteria 
que se expresan exclusivamente en la fase avirulenta de la bacteria (ver más abajo), 
y son consideradas marcadores de esta fase (82). Asimismo, el patrón de OMP de B. 
bronchiseptica ha sido caracterizado, presentando un perfil diferencial entre la fase 
virulenta y avirulenta (84,326). Sin embargo, la participación de estas proteínas en el 
ciclo infecciosos de estos patógenos aún no ha sido determinado, limitándose su 
utilización a la caracterización de fenotípica de las bacterias.

Flagelo. Los flagelos bacterianos son largos apéndices filamentosos extracelulares 
responsables del desplazamiento en medios líquidos de la mayor parte de las 
bacterias móviles. Se encuentran anclados en la membrana bacteriana mediante un 
sistema complejo formado por más de 20 proteínas. La porción extracelular está 
formada principalmente por un filamento constituido por subunidades de la proteína 
flagelina. Además de otorgarle a la bacteria la capacidad de moverse y por lo tanto 
encontrar condiciones favorables para su desarrollo o escapar de entornos 
desfavorables, el flagelo cumple varias funciones adicionales. En la colonización por 
parte de microorganismos comensales, los flagelos actúan como medio de locomoción 
y / o como adhesina favoreciendo la interacción con distintas células del hospedador 
(300). Por otra parte, en los casos donde existe competencia entre diferentes especies 
bacterianas la movilidad proporcionada por el flagelo puede otorgarle una ventaja 
específica a la bacteria que lo expresa (300).

En muchas especies patógenas, el flagelo es un factor de virulencia importante. Así, 
ha sido descripta su participación en distintas etapas del proceso de patogénesis como 
adhesión, formación de biofilms, y colonización del hospedador, como en P. 
aeruginosa, E. coli. \/. cholerae, S. typhimurium y H. pylori. (404).

Dentro de las especies del género Bordetella, sólo B. bronchiseptica y B. avium 
resultan móviles. B. bronchiseptica presenta flagelos perítricos que le otorgan 
movilidad a este patógeno. El flagelo de B. bronchiseptica es regulado negativamente 
por el sistema BvgAS, por lo que es considerado un factor de avirulencia (ver más 
abajo).

La estructura, síntesis y regulación de los flagelos de bacterias Gram negativas, así 
como el conocimiento actual acerca del flagelo expresado por B. bronchiseptica se 
encuentran detallados en el Capítulo IV de este trabajo de Tesis.

Enzimas asociadas al metabolismo. Recientemente han sido identificados un gran 
número de genes asociados a la fase avirulenta de B. bronchiseptica (391). Estos 
genes codifican para enzimas asociadas al metabolismo bacteriano. Una de ellas es la
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¡socitrato deshidrogenasa quinasa, enzima que interrelaciona dos vías metabólicas 
centrales, el ciclo del ácido cítrico y el ciclo del glioxilato. También han sido 
identificadas enzimas asociadas con el metabolismo de Acetil-CoA, transportadores de 
aminoácidos a través de la membrana, y enzimas modificadoras de aminoácidos. 
Hasta el momento no ha sido analizada la participación de estos factores en el ciclo de 
vida de la bacteria.

Regulación de la expresión de los factores de virulencia y avirulencia
Como hemos descripto más arriba, el ciclo de vida de un patógeno es un proceso 

durante el cual la bacteria se enfrenta a diversos ambientes en los cuales se 
desarrolla. Es esperable que en cada uno de ellos la bacteria requiera de un conjunto 
de factores particulares por lo que la expresión de los mismos debe estar regulada en 
forma precisa. Varios son los mecanismos de regulación de la expresión de estos 
componentes que se han descripto para distintos patógenos (124,310,358,372). En el 
género Bordetella la mayoría de los factores descriptos anteriormente, a excepción de 
la citotoxina traqueal que es un producto de la síntesis del peptidoglicano y el LPS, se 
encuentran bajo el control de un locus denominado Bordetella virulence gene (bvg, 
antes designado vir por estar asociado con la regulación de la expresión de los 
factores de virulencia). Este locus bvg, que codifica para un sistema de dos 
componentes denominado BvgAS, fue identificado por Weiss y colaboradores (1989) 
(452) cuando observaron que la inserción del transposón Tn5 dentro del mismo, 
abolía simultáneamente la síntesis de PT, FHA, AC-Hly y TDN (denominados factores 
bvg activados). Posteriormente se demostró que la pertactina también es una proteína 
bvg-regulada (68). Se pudo observar además que las bacterias conteniendo 
mutaciones en el locus bvg que eliminan la expresión coordinada de los genes bvg- 
activados poseen menor capacidad para causar la enfermedad y por ello son 
designadas bacterias avirulentas.

Estas mutaciones pueden complementarse mediante la introducción de la región 
bvg salvaje en un plásmido capaz de replicarse en Bordetella, demostrándose de esta 
manera que los genes bvg actúan en trans (222).

Se ha descripto que mutaciones que ocurren espontáneamente a nivel del locus bvg 
pueden llevar a un fenómeno irreversible denominado cambio de fase 
(228,229,239,241). Este término se refiere a la aparición de variantes avirulentas 
genéticamente estables a través de los subcultivos, que no expresan los factores bvg- 
activados. La frecuencia de obtención de estos mutantes es de 10'6 (146). Hasta el 
momento se han podido caracterizar dos tipos de mutaciones espontáneas que llevan 
a dichas variantes de fase: en B. pertussis es el resultado de un corrimiento del marco 
de lectura dentro de una cadena de citosinas (411), mientras que para B. 
bronchlseptlca se debe a pequeñas deleciones (de unos 50 a 500 pb) en el gen bvgS 
(302). El significado de estas mutaciones en relación con la biología y la evolución de 
B. pertussis y de las otras especies de Bordetella aún no se ha esclarecido.
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Otro fenómeno mediado por el locus bvg es la modulación fenotípica que 
consiste en la alternacia reversible entre dos fases fenotípicas diferentes denominadas 
Bvg o virulenta y Bvg-  o avirulenta (77). Este fenómeno ocurre en respuesta a 
ciertas señales del entorno denominadas agentes moduladores tales como 
temperatura, presencia de MgS04 o ácido nicotínico en el medio de cultivo, que son 
sensadas por los productos BvgAS que cogdifica bvg (Fig. 1.5)
(21,22,84,409,431,432).

Figura 1.5 Esquema del funcionamiento del sistema de dos componentes BvgAS de 
Bordetella. Se indican en la figura las diferentes fases moduladas por este sistema y 
asimismo las principales proteínas que las caracterizan.

Recientemente se ha demostrado que BvgS puede sensar señales redox del medio 
ambiente (43). Esto provee una visión interesante respecto al origen evolutivo de este 
sistema en Bordetella. La regulación de genes metabólicos (citocromo d y c oxidasas) 
y genes de virulencia / avirulencia por parte de un mismo sistema sugiere que el
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sistema BvgAS fue utilizado por el ancestro de la bacteria que hoy es patogénica 
(81,113). Los genes cuyos productos están involucrados en el ciclo infeccioso de la 
bacteria podrían haber sido adquiridos posteriormente y ser sometidos a la regulación 
de BvgAS previamente presente, probablemente debido los requerimientos 
simultáneos de la expresión de ciertos factores bacterianos y de las citocromo - 
oxidasas.

En ausencia de cualquiera de las señales descriptas las proteínas BvgAS se 
expresan y regulan positivamente la expresión de los genes que codifican para 
factores de virulencia mencionados (denominados vag por virulence-activated genes). 
Además estas proteínas regulan negativamente la síntesis de algunas proteínas de 
membrana externa (genes denominados vrg por virulence_repressed genes) (22), 
citocromos y en forma particular a la flagelina, la ureasa y sideróforos en B. 
bronchiseptica (7,81,113,143,275). Así, la fase Bvg o virulenta presente cuando 
BvgAS está activo, se caracteriza por la expresión de los genes que codifican para la 
mayoría de los factores asociados a la patogénesis del microorganismo, mientras que 
la fase Bvg-  o avirulenta presente cuando BvgAS está inactivo se caracteriza por la 
ausencia de los productos codificados por los genes vag y por la expresión de los 
genes vrg. Sin embargo, mediante el empleo de diferentes concentraciones de los 
moduladores en condiciones de laboratorio es posible describir no sólo las fases Bvg+ 
y Bvg- , sino además la fase intermedia o Bvg1 (Fig. 1.5). Esta última se caracteriza 
por expresar algunos factores de virulencia, como hemaglutinina filamentosa, 
pertactina y adenilato ciclasa - hemolisina y una proteína cuya expresión es máxima y 
casi exclusiva de esta fase denominada BipA (por la sigla en inglés Bordetella 
intermedíate grotein) (99,101). La caracterización de esta fase intermedia ha 
permitido describir al funcionamiento del sistema BvgAS como un mecanismo tipo 
reóstato y no del tipo interruptor de encendido y apagado observado en otros 
sistemas de dos componentes (82). Se ha sugerido que existe una graduación de 
fases entre la fase virulenta y la avirulenta, además de la fase intermedia descripta 
(99). Así, este sistema permitiría una gradual regulación del conjunto de genes 
durante el transcurso de la infección.

El componente sensor del sistema BvgAS es la proteína BvgS (135 KDa) y el 
regulador transcripcional citoplasmático es la proteína BvgA (20).

La proteína BvgS posee dos dominios transmembrana, un dominio linker y otras 
regiones usualmente relacionadas con el regulador de respuesta BvgA (20,33,411). La 
porción N-terminal de BvgS que se encuentra en el espacio periplásmico (411) junto a 
la región linker consecutiva, son las responsables de sensar y transmitir 
respectivamente la señal externa hacia la parte C-terminal presente en el citoplasma 
de la bacteria (263). La deleción de esta última porción hace que BvgS no sea 
funcional (18). En el espacio citoplasmático BvgS se encuentra dividida en tres 
dominios diferentes, transmisor, receptor y el extremo C-terminal responsable de la 
transferencia final de un grupo fosfato a BvgA. Por lo tanto, BvgS pertenece al grupo 
de proteínas sensoras no ortodoxas que poseen dominios transmisores y receptores
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unidos entre sí. La región receptora, el transmisor y el dominio C-terminal se 
encuentran separados por secuencias ricas en prolina y alanina de unos 15 
aminoácidos de longitud (20). Este tipo de secuencias posibilitan la interacción entre 
diferentes dominios en otras proteínas debido a que forman zonas de alta flexibilidad.

La traducción de la señal se inicia en presencia de condiciones ambientales 
particulares con una fosforilación autocatalizada de BvgS dependiente de ATP en una 
histidina (H729) presente en el dominio transmisor (Fig. 1.6). La transferencia del 
grupo fosfato hacia el dominio C-terminal es dependiente de la presencia del dominio 
receptor. Este último dominio no sólo regula de manera positiva esta transferencia, si 
no que puede revertir la transferencia refosforilándose a sí mismo retardando la 
activación de BvgA (Fig. 1.6). Finalmente, el dominio C-terminal de BvgS traduce la 
señal fosforilando a BvgA. Esta forma fosforilada de BvgA, BvgA~P, es la que posee 
mayor afinidad por los sitios de unión presentes en los promotores de los factores de 
virulencia regulados por este sistema (48,50,202,409).
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Figura 1.6. Esquema del mecanismo de fosforilación de BvgAS. En la figura se indican los 
diferentes dominios de las proteínas BvgA y BvgS así como los aminoácido involucrados en 
los procesos de fosforilación.



Capítulo I 41

BvgA es una proteína citoplasmática de 23 kDa que contiene dos dominios, un
dominio receptor en su extremo N-terminal, y un motivo hélice-turn-hélice (HTH) en
su extremo C-terminal (432). Este motivo es característico de los reguladores de
respuesta y es el que le permite a BvgA unirse al ADN en forma específica en las
regiones promotoras de los genes activados por bvg (49,412). Los últimos 20 
aminoácidos de la región C-terminal no son parte del motivo HTH pero también 
participan de la unión al ADN, posiblemente estabilizando esta interacción (49,200). El 
dominio HTH de BvgA tiene una secuencia similar a la de otros reguladores 
transcripcionales como FixJ de Sinorhizobium meliloti, UhpA y NarL de E. coli (200). 
Además presenta homología con la proteína LuxR de Vibrio fischeri (73) y con el 
extremo C-terminal de algunos factores o bacterianos (400).

Como sitio de unión de BvgA se ha descripto una secuencia TTT(C/G)NTA de siete 
bases y secuencias homologas que se encuentran de manera directa o invertidas en 
los genes regulados por BvgA (202,364). La unión de BvgA~P a estas secuencias 
induciría la oligomerización de BvgA (378). El dímero de BvgA~P presenta una mayor 
afinidad por la secuencia consenso de siete bases (48). Esta secuencia se encuentra 
en general alejada del inicio de transcripción, sin embargo una vez que se une un 
dímero de BvgA~P a la secuencia consenso se unen luego sucesivos dímeros hasta 
alcanzar el sitio de unión de la ARN polimerasa. Esta enzima a su vez interacciona con 
la molécula de BvgA~P adyacente al inicio de transcripción de manera de que este 
proceso se inicie con mayor eficiencia (49).

La transcripción del operón bvgAS es controlada por tres promotores auto- 
regulados, Pi, P3 y P4, y por un promotor independiente de bvg, P2 (366,378). La 
transcripción a partir de P2 es constitutiva, y mantiene un nivel basal de las proteínas 
BvgA y BvgS, aún durante la fase avirulenta de la bacteria. Los promotores Plf P2 y P3 
participan de la transcripción de bvgAS, mientras que P4 produce un ARN antisentido 
complementario al ARN producido por los otros tres promotores. La interacción ARN- 
ARN antisentido podría participar en la estabilización de los transcriptos, evitando la 
formación de estructuras secundarias y favoreciendo la interacción con los ribosomas 
(378).

Los genes regulados por BvgA pueden ser agrupados en cuatro clases según la 
cinética de expresión (Fig 1.7). Los primeros promotores que se expresan son los de la 
clase 2 presentes por ejemplo en la adhesina FHA y en las fimbrias. Mediante 
deleciones, ensayos de protección con ADNasa I y de movilidad retardada en geles se 
han identificado en la región promotora de estos genes secuencias repetidas e 
invertidas de siete nucleótidos TTT(C/G)NTA centradas en posición -88.5 (364). Estas 
secuencias son sitios de unión de alta afinidad para BvgA, que puede unirse a esta 
región aún cuando no está fosforilada. Sin embargo, la afinidad es mayor cuando la 
proteína se encuentra fosforilada (BvgA~P), ocupando la región entre -100 y -71 
pares de bases. Otros dos dímeros de BvgA~P deben unirse a la zona adyacente 
ubicada en -35 para lograr la activación de este gen. Esta unión, a diferencia de la 
anterior, tiene carácter cooperativo y sería independiente de la secuencia nucleotídica
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(47,51). Finalmente, la ARN polimerasa interacciona con uno de estos dímeros a 
través de su subunidad a uniéndose a la otra cara de la hélice de ADN en forma 
cooperativa, logrando de esta forma la transcripción de genes como fha (47,49).

Figura 1.7. Cinética de expresión de diferentes clases de genes regulados por el sistema 
BvgAS.
La curva 1 (verde) representa los genes que tienen un máximo de expresión sólo en fase 
virulenta (ej. cyaA). La curva 2 (rojo) corresponde a los genes que se expresan primero y 
que su expresión persiste en el tiempo (ej. fhaB, bvgR) durante la fase virulenta y la fase 
intermedia. La curva 3 (azul) representa a los genes que sólo se expresan en la fase 
intermedia (ej. bipA). La curva 4 (negro) representa a los genes reprimidos por BvgAS (ej. 
vrgs, flagelo).

Los genes de la clase 1 como cyaA y ptxA, no poseen sitios de unión para BvgA de 
alta afinidad y en su lugar se encuentran múltiples secuencias con leves diferencias 
respecto a las de alta afinidad espaciadas a lo largo de la secuencia upstream de cada 
uno de los genes (155,202). BvgA debe estar fosforilado para unirse a estos sitios y la 
concentración de los dímeros es mucho mayor a la requerida para que se active fhaB 
y por ello se transcriben más tardíamente (48,155,202). Este requerimiento de 
mayores concentraciones de BvgA~P de las necesarias para activar la transcripción de 
los genes tempranos es debido a diferencias en las secuencias repetidas e invertidas 
de siete nucleótidos a los que se une BvgA~P, las cuales coinciden en sólo cinco de los 
siete nucleótidos consenso. Además estas secuencias se encuentran más alejadas del 
promotor y su ubicación determina que la distancia entre monómeros de BvgA~P no 
sea la óptima (473). Así el modelo sugerido activación transcripcional requiere de la 
unión cooperativa de múltiples dímeros fosforilados de BvgA~P a varios sitios de 
relativamente baja afinidad.

Los genes de clase 3 presentan un patrón de expresión más complejo. En el caso 
de un gen que codifica para una proteína característica de la fase intermedia BipA 
(bipA), se han descripto secuencias consenso de unión para BvgA de alta y baja 
afinidad (101). El primero se encuentra upstream del gen y actuaría de igual manera 
que en el caso de fhaB. Sin embargo los sitios de baja afinidad se encuentran
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ubicados downstream del inicio del gen bipA. La unión de BvgA~P a estos sitios 
impediría la transcripción del gen, probablemente impidiendo de manera estérica la 
unión de la ARN polimerasa al sitio de inicio de la transcripción. A través de la 
detección de manera cuantitativa de los moduladores de BvgAS es posible regular la 
relación de concentraciones entre BvgA y BvgA~P. El delicado balance entre estas dos 
formas de BvgA permiten o no la expresión de los genes de la fase intermedia. 
Mientras que la concentración de BvgA~P es alta tanto los sitios de alta como de baja 
afinidad se encuentran ocupados por lo que estos genes no se expresarán. Al 
descender el nivel de la forma activa de BvgA los sitios de baja afinidad son liberados 
y el gen de fase intermedia es expresado. Finalmente, una vez que la cantidad de 
BvgA~P haya descendido notablemente los sitios de alta afinidad serán liberados y el 
gen deja de ser expresado (99,100).

La información disponible acerca de los mecanismos de regulación de la 
transcripción de los genes clase 4 que corresponde a proteínas propias de la fase 
avirulenta (genes vrg) es aún escasa. Sólo en el caso de B. pertussis se ha descripto 
que el mecanismo de inactivación de estos genes es de manera indirecta a través de 
la participación de una proteína reguladora denominada BvgR (284). El gen que 
codifica para este regulador (gen bvgR) se encuentra río abajo del locus bvgAS (284). 
Este gen ha sido descripto recientemente en B. pertussis y su producto de 
transcripción BvgR contiene motivos de reconocimiento de secuencias consenso 
presentes en los promotores de los genes vrg (31). A su vez este gen es regulado 
negativamente por BvgA (282). Es decir que su regulación es diferente a la observada 
en los genes vag (283). Mientras que para los genes vag, la unión de BvgA~P ocurre 
de manera secuencial desde un punto apartado del sitio de unión de la ARN 
polimerasa hacia dicho sitio, en el caso del gen bvgR la unión ocurre primero cerca de 
este sitio y luego en los más alejados. Para visualizar más sencillamente como 
trabajaría toda esta maquinaría en las figuras 1.5 y V .l se muestra un esquema
indicando las relaciones entre el locus bvgAS, el gen bvgR y los genes vag y vrg. La
reciente publicación del genoma completo de B. bronchiseptica ha permitido 
determinar la presencia de este gen en esta especie. Sin embargo, no han sido 
publicados aún resultados acerca de la posible función de este gen represor en la 
patogénesis de B. bronchiseptica.

Las características presentes en los promotores regulados por Bvg sugieren que el 
sistema BvgAS es capaz de controlar en forma diferencial su expresión, cambiando la 
concentración intracelular de BvgA~P. La cinética de activación de los genes de BvgAS 
ha sido estudiada en varios trabajos (218,377). En los mismos se han realizado 
ensayos in vitro en los cuales se determinaron los niveles de expresión de los genes
activados por este sistema en B. pertussis, mediante detección de ARNm e
inmunodetecciones en cultivos que pasaron de condiciones avirulentas a condiciones 
virulentas. En la fase avirulenta existe un nivel basal de BvgA muy bajo, que aumenta 
gradualmente luego de activarse el sistema BvgAS. Mientras que los transcriptos 
correspondientes a BvgAS, FHA, fimbrias y BvgR son detectados inmediatamente y el
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correspondiente a PRN en una hora (218) los que codifican para PT y AC - Hly lo 
hacen en 2 a 4 horas. Los niveles de BvgA deben aumentar unas 50 veces respecto 
del basal para lograr detectar estos últimos transcriptos. Si bien en estos ensayos no 
se ha diferenciado si BvgA estaba o no fosforilada, es esperable que la mayoría de las 
moléculas lo estuvieran, ya que la respuesta de BvgS a las condiciones de virulencia 
es probablemente muy rápida. Estos trabajos indican, por lo tanto, que BvgAS 
modifica la expresión de los factores que regula mediante cambios en la concentración 
intracelular de BvgA~P. En condiciones de semimodulación (Bvg1), los niveles de 
BvgA~P se encuentran en una concentración intermedia entre el máximo alcanzado 
bajo condiciones de virulencia y el mínimo de condiciones de avirulencia. En estas 
condiciones BvgA~P sería capaz de activar a los genes tempranos (fhaB y fim) y al 
gen bipA y de reprimir a los genes vrg, dando lugar a la denominada fase intermedia. 
Al llevar a los cultivos a condiciones de fase virulenta, los genes tardíos (cya y ptx) 
son activados, mientras que el gen bipA es reprimido, debido a la unión de BvgA~P a 
sitios represores de baja afinidad.

En la actualidad sólo se conocen algunas señales que actúan in vitro a través de 
BvgAS pero aún no se podido determinar si este sistema funciona in vivo y menos aún 
cuáles serían las señales que estarían siendo sensadas. Experimentos empleando 
mutantes que expresan constitutivamente las proteínas del sistema BvgAS o por el 
contrario que sean defectivos en la expresión del mismo muestran que la fase 
virulenta (Bvg+) es necesaria y suficiente para que se desarrolle la infección (83) 
mientras que la fase Bvg-  o avirulenta sería incapaz de iniciar la infección 
(83,133,266). En el caso de B. bronchiseptica la fase avirulenta parece ser la más 
apta para el desarrollo de la bacteria en condiciones limitantes de cultivo. Estos datos 
sugieren que la función de BvgAS es sensar si la bacteria se encuentra dentro o fuera 
del tracto respiratorio del mamífero y así actuar en consecuencia. Dado que B. 
bronchiseptica y no B. pertussis ha sido encontrada fuera del hospedador se ha 
sugerido que la fase Bvg-  en B. pertussis es un remanente evolutivo sin una función 
actual (82). Sin embargo, el hecho que no ocurra la evolución hacia una expresión 
constitutiva a través de una simple sustitución de una base en BvgS como es el 
cambio de Histidina por Arginina en la posición 570 hace pensar que este sistema de 
dos componentes tenga una función in vivo (289).

La fase intermedia en B. pertussis y B. bronchiseptica parecen ser similares y 
estarían involucradas en la transmisión en forma de aerosol de las bacterias entre los 
hospedadores (415). Scarlato y colaboradores (1993) han sugerido que cuando 
Bordetella se encuentra con un nuevo hospedador, las adhesinas deben ser 
expresadas en primer lugar para mediar la adhesión a los tejidos epiteliales, mientras 
que las toxinas no son expresadas hasta unas horas después (376). Durante estas 
primeras horas la bacteria puede avanzar hacia un fenotipo Bvg+ completo o volver al 
fenotipo Bvg-  si es eliminado nuevamente al ambiente. El cambio de promotores 
entre los factores de virulencia de manera de alterar la cinética de expresión de
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adhesinas y toxinas impiden la correcta infección de B. bronchiseptica en el modelo 
murino (218).

El sistema BvgAS no es el único sistema de dos componentes descripto para 
Bordetella. La descripción del sistema Ris en B. bronchiseptica ha ampliado el 
conocimineto acerca de los mecanismos de regulación de los factores de virulencia de 
este género. Al igual que BvgAS, el sistema Ris (del inglés regulator of intracellular 
response) está compuesto por un regulador (RisA) y un sensor (RisB) (199). Ambos 
genes del locus se encuentran separados entre sí por una única base en B. 
bronchiseptica y en B. pertussis. El sistema se encuentra involucrado esencialmente 
en la resistencia al estrés oxidativo y regular la expresión de una fosfatasa ácida. Esta 
proteína es la única que se conoce es regulada por Ris. La expresión de esta enzima 
es inducida durante la vida ¡ntracelular probablemente para poder resistir la acción 
oxidativa del contenido lisosomal (199,472). La relevancia de este sistema en el 
proceso global de infección queda aún por ser determinado de manera definitiva.

La comprensión de los mecanismos que gobiernan la expresión de los diferentes 
factores de virulencia ha avanzado en mayor grado al conocimiento obtenido sobre 
cuando y por qué esta regulación ocurre. La hipótesis más aceptada considera a la 
fase avirulenta de Bordetella como la adecuada para la supervivencia fuera del 
hospedador. La ausencia de un nicho fuera de éste para B. pertussis entre otras 
observaciones indican que el modelo propuesto presenta aristas no del todo resueltas. 
La comprensión de la función del sistema BvgAS durante una infección in vivo 
permitirá sin duda avanzar en este aspecto, permitiendo finalmente comprender el 
ciclo infeccioso de las bacterias del género.

Variación de la expresión de diferentes factores bacterianos in vivo
Un aspecto importante de destacar es que algunas especies del género Bordetella 

como B. bronchiseptica pueden persistir en el hospedador por largos períodos de 
tiempo, contribuyendo a la existencia de portadores asintomáticos y a estadios 
crónicos de la infección. En pacientes en los cuales se ha podido determinar el 
fenómeno de persistencia se ha observado que las bacterias que se aislaron en los 
estadios tempranos de la enfermedad expresaban las adhesinas y toxinas necesarias 
para iniciar la infección, pero no así las bacterias que se aislaron luego de cierto 
tiempo que los síntomas de la enfermedad han desaparecido (160). Asimismo, se han 
observado variaciones en la estructura del lipopolisacárido (LPS) (159), uno de los 
principales componentes de la superficie bacteriana. Estas modificaciones presentes 
durante un proceso crónico de infección podrían obedecer a un proceso adaptativo en 
respuesta a la defensa montada por el hospedador ante la presencia del patógeno.

En Bordetella spp es bien conocida la variación in vitro de los factores de virulencia 
de acuerdo con las condiciones del entorno. Como hemos descripto más arriba a 
través del funcionamiento del sistema de dos componentes BvgAS ciertas señales 
externas como la baja temperatura, la presencia de iones sulfato o de ácido nicotínico 
inhiben la expresión de las adhesinas y toxinas y a la vez activan la síntesis de otras
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moléculas (variante avirulenta) (21,22,77,84,431,432). La ausencia de dichos agentes 
activa la síntesis de los factores de virulencia (variante virulenta). Si bien la identidad 
de los moduladores de la expresión in vivo aún se desconoce, se cree que la 
regulación ejercida por el locus bvg tendría un rol importante en el curso de la 
infección, en particular en la persistencia de la bacteria en el hospedador. Así, la fase 
avirulenta de B. bronchiseptica ha sido descripta como la más apta para persistir 
dentro de células eucarióticas en ensayos in vitro (25). Por otra parte, en infecciones 
respiratorias de cobayos se detectaron anticuerpos contra el factor de avirulencia 
flagelina (7). Sin embargo, el rol que cumplen los factores de avirulencia y la fase 
avirulenta en el ciclo infeccioso de Bordetella no ha sido completamente determinado.

Objetivos de este trabajo de Tesis
Este trabajo de Tesis está orientado hacia la profundización del conocimiento sobre 

la etapa de persistencia tanto in vitro como in vivo de Bordetella bronchiseptica y de los 
factores en ella involucrados. Esta etapa si bien es la menos estudiada reviste especial 
interés desde el punto de vista epidemiológico por estar asociada con la diseminación 
bacteriana en la población. Este aspecto de transmisición de enfermedades se ha hecho 
crítico en países como Argentina, en donde las condiciones socio-culturales y sanitarias 
se han empobrecido vertiginosamente en los últimos años. En la actualidad, la 
población es más susceptible a contraer infecciones causadas por microorganismos 
que, por ejemplo, eran considerados primariamente patógenos de animales. De hecho, 
en un relevamiento realizado por nuestro grupo durante los últimos años se ha podido 
detectar la presencia de B. bronchiseptica en pacientes pediátricos (123).

Los estudios moleculares sobre la etapa de persistencia o cronicidad de la 
enfermedad son los que podrán contribuir al desarrollo de estrategias que realmente 
tiendan a erradicarla en forma definitiva.

Los mecanismos por los cuales las bacterias son capaces de desarrollar procesos 
crónicos de infección son diversos y no del todo conocidos, sin embargo todos ellos se 
caracterizan porque la bacteria escapa a la respuesta inmune desarrollada durante la 
etapa aguda de infección. Esta evasión puede lograrse porque el patógeno: 1- 
modifica la respuesta inmunológica del hospedador, 2- se oculta en algún nicho dentro 
del hospedador en el que no está accesible a la respuesta inmune, 3- varía la 
expresión y/o la estructura de sus antígenos, o 4- una combinación de todas estas 
posibilidades. De todos ellos, el cambio de los epitopes expuestos a la acción inmune 
del hospedador que se denomina variación antigénica, parece ser el mecanismo de 
evasión más ampliamente distribuido entre los patógenos. Esta variación puede 
ocurrir a través de mutaciones, recombinaciones a nivel génico o a través de sistemas 
de transducción de señales que median la alternancia entre dos estados fenotípicos 
diferentes. B. bronchiseptica es un ejemplo de patógenos capaces de variar de la 
expresión de antígenos en respuesta a distintas señales del entorno. Al momento de 
iniciar este trabajo de Tesis, este fenómeno de variación había sido propuesto como 
esencial para el desarrollo del ciclo de vida del patógeno. Además, la hipótesis más
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aceptada era que la fase fenotípica caracterizada como de avirulencia era la más apta 
para persistir en condiciones de escasez de nutrientes. Con el fin de analizar estas 
hipótesis nos propusimos estudiar particularmente la participación de la fase
avirulenta y de los factores que se expresan durante la misma, en la supervivencia de 
B. bronchiseptica. Para ello en una primera etapa estudiamos in vitro la supervivencia 
de diferentes cepas de B. bronchiseptica. Trabajamos con una cepa con el sistema de 
regulación de fases intacto, una cepa que se encuentra bloqueada en la fase
avirulenta, y por ende no puede pasar a la fase virulenta y un muíante defectivo en la 
expresión de un único factor de avirulencia. En todos los casos analizamos si las 
distintas bacterias son capaces de persistir por largos períodos y de ser así en qué 
fase fenotípica lo hacen.

Luego, en una segunda etapa, abordamos la temática de variación fenotípica y la 
relevancia de la fase de avirulencia en el marco de la interacción patógeno -
hospedador. Empleamos para ello dos estrategias de estudio diferentes. Una de ellas
consistió en la construcción de bacterias defectivas en la expresión de un único 
marcador de avirulencia y la otra en la construcción de una cepa que expresara 
simultáneamente factores de virulencia y avirulencia. En ambos casos se analizó el 
comportamiento de estas bacterias en su interacción con el hospedador ya sea a 
través de ensayos in vitro empleando células de línea o in vivo empleando el modelo 
de infección intranasal en ratones.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Análisis de la supervivencia de B. bronchiseptica in vitro.
1.1. Construcción de mutantes de B. bronchiseptica defectivos en la 
expresión del gen bvgA (mutante bloqueado en fase avirulenta) y del 
gen flaA que codifica para la flagelina (mutante defectivo en un único 
factor de avirulencia).
1.2. Caracterización fenotípica de los mutantes defectivos
1.3. Estudio de la supervivencia de diferentes cepas de B. 
bronchiseptica en medios líquidos sintéticos o en condiciones de 
escasez de nutrientes.

2. Análisis del comportamiento de un mutante defectivo en la expresión de 
un marcador de avirulencia en la interacción patógeno - hospedador.

2.1. Adhesión, invasión y supervivencia dentro de las células de mucosa 
respiratoria.
2.2. Empleo del modelo de infección intranasal en ratones.
i) Determinación de la dosis letal cincuenta.
ii) Colonización en pulmones.
iii) Persistencia.
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2.3. Estudio del rol de la estructura flagelar en B. bronchiseptica.
Análisis de la función secretora del flagelo. Purificación y análisis funcional de 
proteínas diferenciales observadas en los sobrenadantes de cultivo del muíante 
mediante geles de poliacrilamida. Identificación de proteínas por huella 
peptídica (MALDI-TOF).

3- Construcción de un mutante defectivo en la expresión de una proteína 
regulatoria de la expresión de los factores de avirulencia.

3.1. Caracterización fenotípica de mutantes defectivos en la expresión 
de BvgR.
3.2. Análisis del comportamiento de un mutante defectivo en la 
expresión de bvgR en la interacción patógeno - hospedador.

Significado de esta investigación
La compleja interacción entre un patógeno y su hospedador constituye la base del 
desarrollo de una enfermedad infecciosa. A través del conocimiento molecular de esta 
interacción es posible identificar los factores bacterianos asociados a la virulencia y las 
estrategias de defensa desencadenadas por el hospedador. Esta información resulta 
ser esencial para el diseño de nuevas herramientas médicas preventivas más eficaces. 
Si bien en el caso de Bordetella spp se ha avanzado considerablemente en la 
definición de componentes involucrados en la interacción microorganismo- 
hospedador, resta aún realizar una exploración más acabada del proceso infeccioso 
incluyendo las etapas de persistencia y cronicidad. En el presente trabajo se 
mostrarán los resultados alcanzados sobre el estudio del rol de la variación fenotípica 
en la patogénesis y la persistencia de la bacteria en el hospedador. Los resultados 
obtenidos han revelado nueva información sobre el rol de los productos de los genes 
vrg en la interacción patógeno-hospedador que esperamos contribuyan al 
conocimiento de esta interacción.
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1. Microorganismos y condiciones de cultivo
Las cepas utilizadas en este trabajo se describen en la Tabla II. 1.

Tabla II. 1: Descripción de las cepas y plásmidos utilizados en este trabajo.
Cepa o aislamiento Descripción Referencia

Bordetella
B. bronchiseptlca 9.73 

(Bb9.73)
Cepa obtenida de un conejo. LPS liso. 
BvgAS+. AC-Hly+. PRN+. FHA+. Smr 158

B. bronchiseptlca bvgA~ 
(BbBvgA~)

Cepa muíante defectiva en la expresión 
de bvgA obtenida a partir de Bb9.73 por 
mutagénesis insercional sitio específica. 
LPS liso. No hemolítica. Smr. Kmr

Esta Tesis

B. bronchiseptlca bvgR~~ 
(fíbBvgR- )

Cepa muíante defectiva en la expresión 
de bvgR obtenida a partir de Bb9.73 por 
mutagénesis insercional sitio específica. 
LPS liso. Hemolítica. Smr. Kmr

Esta Tesis

B. bronchiseptlca flaA~ 
(Bbfíá~)

Cepa muíante defectiva en la expresión 
de flaA obtenida a partir de Bb9.73 por 
mutagénesis insercional sitio específica. 
LPS liso. Hemolítica. No móvil en 
condiciones de avirulencia. Smr. Kmr

Esta Tesis

Escherichia coli

E. coli DH5a RecA, A/acU169, O80d/acZAM15 Bethesda Res. Lab.

E. coli SI7-1 RP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7 integrado en el 
cromosoma 395

Plásmidos
pkl8mob Mob Kmr 379
pHC60 Mob TcrGFP derivado de pSW213 71
pgemT-Easy Vector multicopia Ampr Promega

1.1. Bordetella bronchiseptlca. las suspensiones bacterianas se conservaron como 
liofilizados y/o a -20 °C y -80 °C en presencia de glicerol 50% y 25% v/v, 
respectivamente. Los liofilizados bacterianos se resuspendieron en una solución de 
casaminoácidos al 1% p/v y se plaquearon en el medio sintético de Stainer-Scholte 
(SS) (406) sólido suplementado con 15% v/v de sangre desfibrinada de caballo (SSs) 
o en medio sólido Bordet-Gengou (BG) (45) suplementado con 15% v/v de sangre 
desfibrinada de caballo o carnero. Las bacterias se cultivaron durante 48 horas y 
luego se subcultivaron por 24 hrs. en placas SSs o BG a 37° C. La composición de 
ambos medios se describen a continuación.

Stainer-Scholte (SS) Bordet- Gengou (BG)
Glutamato de sodio monohidrato 0,57 M Papas peladas 125 g/l
L-Prolina 0,02 M Glicerina 1% v/v
NaCI 0,43 M NaCI 66 g/l
KH2P04 0,036 M Peptona 44 g/l
KCI 0,02 M Agar - agar 24 g/l
MgCI2 . 6 H20 
CaCI2 . 2 H20

5 mM
1,4 mM

Sangre de carnero 15% v/v

Tris - HCI 0,12 M
Agar-agar (en SSs) 
pH 7.2

1,5 % p/v
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Complemento 20 mi 10X
L-C¡steína 800 mg 

200 mg 
400 mg 
80 mg 
2 mi

FeS04 .7 H20 
Ac ascórbico 
Ac. Nicotínico 
HCI(c)

Cultivo de microorganismos en medio líquido en presencia de agentes moduladores de 
fase. Para el cultivo de la fase virulenta se utilizó el medio de cultivo de Stainer 
Scholte cuya composición se describió anteriormente, sin suplementar con sangre de 
caballo y sin el agregado de agar. Las bacterias fueron cultivadas en frascos 
erlenmeyers con una relación entre el volumen de medio y volumen de frasco de 1:4 
a 160 rpm y 37°C.

En las ocasiones en que fue necesario realizar cultivos en condiciones de avirulencia 
las bacterias cultivadas en medio sólido SSs durante 48 horas a 37°C se repicaron en 
medio líquido SS con MgS04 en una concentración final de 40 mM, a 37°C. En todos 
los casos se verificó la presencia de bacterias en fase avirulenta mediante el análisis 
de la morfología de las colonias en medio sólido, la desaparición del halo de hemolisis 
y presencia de movilidad. Para ello se plaquearon diluciones adecuadas de una 
suspensión bacteriana en placas conteniendo SSs y transcurridas 16 horas se observó 
si las colonias presentaban halo de hemolisis. Aquellas colonias sin actividad 
hemolítica fueron seleccionadas a fin de evaluar si presentaban movilidad en el medio 
SS suplementado con agar 0,35% p/v. Transcurridas 18 horas se observó la movilidad 
como una opalescencia leve alrededor del punto de siembra.

1.2. Escherichia coli. Para el cultivo de este microorganismo se utilizó el medio Luria- 
Bertani (LB) (373) suplementado con antibióticos en los casos en que fue necesario.

1.3. Antibióticos. Cuando fueron requeridos, se adicionaron a los medios de cultivo 
soluciones concentradas de los mismos. Las concentraciones finales en los medios de 
cultivo fueron (pg m i1):

para E. coli: Kanamicina (Km) 25; Gentamicina (Gm) 10 y Ampicilina 
(Amp) 200.

para B. bronchiseptica: Estreptomicina (Sm) 200, Gentamicina (Gm)
50, y Kanamicina (Km) 80.

Luria-Bertani (LB).
Triptona

Extracto de levadura

Glucosa

NaCI

1 g/i

0,085 M

1 0 g / l

5g/l
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2. Plásmidos y ADN genómico
2.1. Purificación de plásmidos. Los plásmidos utilizados y sus características más 
relevantes se describen en la Tabla II.1 Para la purificación de plásmidos se utilizó la 
técnica de lisis alcalina descripta por Sambrook y col. (1989) (373). Las 
composiciones de las soluciones empleadas se indican a continuación.

Soluciones para lisis alcalina para la obtención de plásmidos

Solución I Solución II Solución III

Glucosa 50 mM SDS 1% p/v AcK 5 M 60 mi

Tris-HCI 25 mM NaOH 0,2 M AcH glacial 11,5 mi

EDTA 10 mM Agua destilada 28,5 mi

pH 8

Para la precipitación de los plásmidos se empleó isopropanol en una relación de 
volúmenes 1:1. Luego de centrifugar, el sedimento obtenido se lavó con etanol 70% 
v/v. Para la resuspensión de los plásmidos se empleó 20 pl de agua libre de ADNasas 
conteniendo ARNasa (1 mg mi'1).
2.2. Extracción de ADN genómico. Para la obtención de ADN genómico, las células 
provenientes de un cultivo sólido o líquido se resuspendieron en N-lauril sarcosina 
0,1% p/v en Tris-HCI 10 mM, EDTA lmM pH 8 (TE) y se lavaron con NaCI 1 M. Luego 
de una centrifugación a 8.000 X g durante 5 minutos, el sedimento celular obtenido se 
resuspendió en 500 pl sacarosa 10% p/v en TE conteniendo lisozima 1 mg mi'1. Luego 
de 1 hora de incubación a 37° C, se agregaron 100 pl de pronasa (2,5 mg mi'1 de TE). 
La suspensión fue mezclada por inversión y se incubó a 37° C durante 1-2 horas. 
Transcurrido este tiempo se le agregó 70 jjJ de NaAc 3 M, 100 pJ de cloroformo y 200 
(il de solución de Fenol-Tris-HCI pH 8,00. La mezcla se centrifugó durante 10 minutos 
a 22.000 X g y la fase superior acuosa obtenida se transfirió a un nuevo tubo y se 
repitió la extracción fenólica. Recogida la fase acuosa se procedió a la precipitación del 
ADN mediante la adición de 3 volúmenes de etanol 96% v/v frío (-20°C). El 
precipitado obtenido se lavó con etanol al 70% v/v, luego de evaporar todo el alcohol, 
el ADN se resuspendió en 25-50 pl de agua al que se añadió 1 pl de una solución de 
ARNasa lmg mi'1.
2.3. Determinación de la concentración de ADN plasmídico o genómico. Para 
la cuantificación de ADN se empleó el método espectrofotométrico (373). La 
absorbancia de las preparaciones de ADN fueron medidas a 260 y 280 nm. Las 
concentraciones fueron estimadas considerando que una D026onm=l corresponde a las 
siguientes concentraciones: 50pg mi'1 de ADN de cadena doble, 40 pg mi'1 de ADN de 
cadena sencilla o ARN, y 20 pg mi'1 de oligonucleótidos. La relación D026onm / D028onm 
se utilizó como medida estimativa de la pureza de la preparación, considerándose 
valores por debajo de 1,8 como indicadores de contaminación por proteínas o fenol. 
Para muestras de ADN de baja pureza o baja concentración se empleó 
preferencialmente el método de comparación de fluorescencias en gel de agarosa bajo
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luz UV frente a marcadores de ADN de concentración conocida, también descripto por 
Sambrook y col. (1989) (373).
2.4. Electroforesis de ADN. El análisis cualitativo de las muestras de ADN y la 
separación de fragmentos de ADN se realizó mediante electroforesis horizontal en 
geles de agarosa (0,8-2% p/v) empleando Tris-HCI 89 mM, Na2EDTA 2,5 mM, H3B03 
89 mM, pH 8,2 (TBE) como buffer de corrida. El voltaje de trabajo varió entre 5 y 12 
volts/cm. Como solución de siembra se utilizó sacarosa 40% p/v y azul de bromofenol 
0,25% p/v en una relación 5 pl solución de ADN en agua por cada 1 pl solución de 
carga.
2.5. Revelado de los geles. Para la visualización del ADN sobre los geles de agarosa 
se adicionó a los mismos 0,5 pg mi"1 de bromuro de etidio. Este compuesto permite la 
visualización del ADN por transiluminación con luz ultravioleta. El registro de los 
resultados se realizó mediante fotografía de los geles con una cámara Polaroid o con 
una cámara digital Kodak modelo DC 290 (software-EDAS-Kodak) bajo iluminación 
ultravioleta.
2.6. Tratamientos enzimáticos sobre las preparaciones de ADN. Las digestiones 
de las distintas preparaciones de ADN con enzimas de restricción se realizaron en las 
condiciones óptimas para la enzima, siguiendo las indicaciones propuestas por las 
casas comerciales (Boehringer o Promega) y las recomendaciones descriptas en 
Sambrook y col. (1989) (373). Las reacciones se llevaron a cabo habitualmente con 
0,5-5 pg de ADN, y 5-10 unidades de la enzima a utilizar en un volumen final de 10- 
25pl. Las mezclas de reacción fueron incubadas a la temperatura óptima durante un 
período de tiempo no menor a 1 hora.
2.7. Estimación de los pesos moleculares de fragmentos de restricción por 
electroforesis en gel de agarosa. Para la determinación de los tamaños de los 
fragmentos de ADN obtenidos luego del tratamiento con enzimas restricción, se 
realizó una electroforesis de los mismos en geles de agarosa junto a un marcador de 
peso molecular. Luego de la electroforesis se representó una curva con el logaritmo 
del peso molecular de fragmentos de ADN de tamaño conocido del marcador 
molecular frente a la movilidad de cada uno de esos fragmentos. A partir de la misma 
y por interpolación se determinó el tamaño de los fragmentos analizados. Como 
patrones de peso molecular fueron utilizados ADN del fago lambda digerido con la 
endonucleasa de restricción Hindlll o con las enzimas de restricción Hindlll y EcoRl.
2.8. Electrotransformación de E. coli. Preparación de células 
electrocompetentes. La transferencia de ADN hacia el interior de E. coli se realizó 
por electroporación usando un equipo Gene Pulser (Bio-Rad) y en cubetas de 0,2 mi 
bajo las condiciones recomendadas por el fabricante (25 |iF, 200Q, 2,5 kV). Luego de 
la electrotransformación se adicionó inmediatamente a la suspensión bacteriana 1 mi 
de medio SOC o LB, y la mezcla se incubó 1 hora a 37°C para permitir la replicación 
del plásmido. Luego de la incubación las bacterias fueron plaqueadas en medio LB 
sólido selectivo e incubadas durante una noche a 37° C. Cuando fue necesario se
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agregó previamente a las placas 50 \ú de solución de X-Gal 20 mg mi'1 en 
dimetilformamida.
Para la preparación de bacterias electrocompetentes se utilizó la técnica de Tung y 
Chow (1995) (428). Las bacterias se cultivaron en el medio LB a 37° C con agitación 
de 180 rpm hasta alcanzar una D060onm de 0,8 unidades. Las células así obtenidas 
fueron centrifugadas a 2000 X g por 15 min. a 4°C y lavadas 2 veces con glicerol 10% 
v/v a 4°C. Finalmente, las células se resuspendieron suavemente en 0,5 mi de glicerol 
10% v/v, 0,125% p/v extracto de levadura, 0,25% p/v triptona (GYT) a 0°C. La 
suspensión bacteriana así obtenida se fraccionó en alícuotas de 100 pl y se conservó a 
-80° C hasta el momento de ser utilizadas.

soc
Extracto de levadura 5 g/l

Triptona 5 g/l

NaCI 10 mM

MgS04 10 mM

MgCI2 10 mM

Glicerol Levadura Triptona (GYT)

Glicerol 10% v/v

Extracto de levadura 1,25 g/l

Triptona 1,25 g/l

3. Aislamiento de diferentes componentes bacterianos y obtención de 
antisueros específicos
3.1. Aislamiento de estructuras flagelares. Los filamentos falgelares fueron 
purificados a partir de cultivos de B. bronchiseptica en condiciones de avirulencia 
(37°C MgS04 40mM). Los cultivos líquidos en estas condiciones se centrifugaron a 
5.000 X g 30 min. a 4°C. El pellet se resuspendió en PBS pH 7,2 (KH2P04 3,0 mM, 
Na2HP04 10,0 mM, NaCI 0,123 M, pH 7,4) y se agitó con un vortex durante 2 minutos 
para remover las estructuras flagelares. Se centrifugó a 12.000 X g durante 15 min. a 
4°C dos veces para remover las células bacterianas. Finalmente, el sobrenadante 
obtenido fue centrifugado a 100.000 X g 2 horas a 4°C. El sedimento fue 
resuspendido y conservado a -80°C hasta el momento de su utilización.
3.2. Obtención de AC-Hly de B. bronchiseptica mediante cromatografía de 
afinidad en sistema batch. Para la obtención de AC-Hly se partió de un cultivo de B. 
bronchiseptica en fase logarítmica (aprox. 12 horas de incubación). El medio de 
cultivo empleado fue el medio sintético de Stainer Scholte. Se midió la D.O.65 0 nm y se 
calculó el peso en gramos de bacterias presentes en el cultivo mediante la siguiente 
fórmula:

C(g r1)=0,197+0,05814 . D.O.650„m+0,22873 . (D.0.65onm)2

Se centrifugó la suspensión bacteriana a 16.000 X g durante 20 minutos. Las células 
se resuspendieron en una solución de Tris-HCI 50 mM pH 8,0 conteniendo CaCI2 2,2 
mM y Urea 5 M de manera de agregar 20 mi de solución cada 4 gramos de bacteria. 
En presencia de esta solución, las células bacterianas se incubaron durante una hora a
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4o C con agitación suave. Luego se centrifugó a 16.000 X g durante 30 minutos a 4o
C. Se tomó el sobrenadante y se agregaron cada 20 mi, 60 mi de CaCI2 0,22 mM Tris- 
HCI pH 8 y 600 pl de calmodulina-agarosa (Sigma™). Se incubó la mezcla durante 
toda la noche a 4o C con agitación. Se centrifugó la mezcla 5 minutos a 13000 X g y 
se lavó la resina (calmodulina-agarosa + AC-Hly) 2 veces con CaCI2 0,22 mM Tris-HCI 
pH 8, una vez con 0,5 M NaCI CaCI2 0,22 mM Tris-HCI pH 8 y nuevamente dos veces 
con CaCI2 0,22 mM Tris-HCI pH 8. Finalmente se incubó el gel con Urea 8 M + CaCI2 
2,2 mM Tris-HCI pH 8 una hora a temperatura ambiente, se centrifugó 5 minutos a 
13000 X g. El sobrenadante así obtenido conteniendo la toxina se conservó a -20°C 
hasta el momento del ensayo. El lapso de tiempo entre la obtención de la toxina y la 
realización del ensayo nunca superó los siete días para evitar problemas por 
degradación proteica.
3.3. Aislamiento del lipopolisacárido de Bordetella y análisis en geles de SDS- 
PAGE. Los lipopolisacáridos de las bacterias crecidas en las diferentes condiciones 
fueron purificados por la técnica descripta por Valverde y colabpradores (1997) 
(Nuestro laboratorio:433). Brevemente, aproximadamente 20 mg de bacterias (peso 
húmedo) provenientes de medio sólido se resuspendieron en 100 \x\ de solución de 
EDTA - Trietilamina 100 mM pH 7,0. La suspensión se incubó con agitación suave 
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Luego se centrifugó durante 2 minutos a 
10.000 X g y el sobrenadante se transfirió a otro tubo al que se le agregaron 50 \i\ de 
una resina con polimixina B suspendida en 1,0 mM EDTA, 0,1 mM HEPES, pH 7,5 y 
0,05 % azida de sodio (Affi-Prep Polymyxin®, Bio-Rad). La mezcla se incubó durante 
15 minutos con agitación suave y luego se centrifugó durante 2 minutos a 10.000 X g. 
Se descartó el sobrenadante y se agregaron 100 \x\ de KH2P04 100 mM y NaCI 150 mM 
pH 7,0, se mezcló y se volvió a centrifugar. Se descartó el sobrenadante y se 
agregaron 50 \i\ de buffer de Laemmli IX (Dodecil sulfato de sodio (SDS) 2% p/v, 
Glicerol 1% v/v, EDTA 0,02 M y Tris-HCI 0,05 M, pH 6,8) y 4 |ul de p-mercaptoetanol. 
Las muestras fueron calentadas en agua hirviendo durante 10 minutos y luego 
sonicadas durante 15 minutos. Las muestras así obtenidas se sembraron en geles de 
poliacrilamida 18% p/v con SDS preparados siguiendo la técnica descripta por 
Laemmli (233).

Las corridas se llevaron a cabo durante 60 a 90 minutos en equipos Miniprotean II 
(BioRad) a 100-120 volts utilizando buffer de corrida (Glicina 0,37 M, Tris-HCI 0,05 M 
pH 7,2). Una vez finalizada la corrida, los LPS se visualizaron mediante una tinción de 
plata según se describe a continuación. Luego de fijar el gel durante al menos 2 horas 
en solución de ácido acético 5% v/v en etanol 40% v/v, el mismo se incubó en 
solución de ácido periódico 0,7% p/v durante 10 minutos con el fin de oxidar a los 
grupos OH' adyacentes que se encuentran en los azúcares del LPS presente en el gel. 
Luego se realizaron 5 lavados con agua desionizada de 5 minutos cada uno para 
retirar el oxidante excedente. Posteriormente se realizó la coloración con una solución 
de plata al 10% v/v de Bio-Rad. Transcurridos 10 minutos se lavó seis veces con agua 
desionizada cinco segundos en cada lavado y se procedió al agregado del
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desarrollador también de Bio-Rad (3 g en 200 mi de agua desionizada). El gel se 
incubó con dicha solución hasta aparición de color en las bandas correspondientes a 
los LPS presentes. La reacción se detiene con ácido acético 5% v/v. El registro de los 
resultados se realizó mediante fotografía de los geles con una cámara digital Kodak 
modelo DC 290 (software-EDAS-Kodak) bajo iluminación blanca.
3.4. Obtención de suero específicos contra antígenos bacterianos. A partir de 
las preparaciones de las proteínas purificadas (AC-Hly o flagelina) obtenidas 
previamente, se realizaron inoculaciones en ratones BALB/c (tres) por vía 
intraperitoneal. La cantidad de proteína empleada fue de 0,1 pg. Las mismas antes de 
ser inoculadas fueron homogenizadas con adyuvante de Freund completo. A los 15 y 
21 días posteriores a la primera inoculación se realizaron nuevas inmunizaciones por 
la misma vía con la mezcla de cada proteína y adyuvante de Freund incompleto. 
Luego de 7 días de la última inmunización se extrajo a blanco la sangre de los ratones 
y se obtuvo el suero. Éste último fue dividido en alícuotas y conservado hasta el 
momento de ser utilizado a -20°C.

4. Construcción de mutantes de B. bronchiseptica defectivos en la expresión 
de un único factor bacteriano

Para la obtención de los diferentes mutantes de B. bronchiseptica defectivos en la 
expresión de un único factor se realizó una mutagénesis insercional sitio específica. 
Esta metodología consiste en clonar una secuencia de ADN interna a la región 
codificante del gen a interrumpir en vectores movilizables y suicidas en Bordetella 
Estos plásmidos son transferidos por conjugación a cepas de Bordetella y luego los 
transconjugantes que hayan integrado al plásmido recombinante mediante un simple 
evento de recombinación homologa se seleccionan por resistencia a antibióticos. A 
continuación se detalla en forma conjunta la metodología común que se siguió para la 
construcción de los mutantes de B. bronchiseptica defectivos en la expresión de BvgA 
(muíante al que denominamos fíbBvgA- ), en la expresión de la proteína flagelina 
(muíante al que denominamos Bbfla~), o en la expresión de BvgR (muíante al que 
denominamos BbBvgR- ).

El fragmento interno a la región codificante de cada uno de los genes a interrumpir 
se obtuvo por PCR empleando secuencias oligonucleotídicas (cebadores o primers) 
diseñadas por nosotros en base a la secuencia del gen de interés previamente 
reportada (Tabla II.2). En todos los casos los ensayos de PCR fueron realizados 
empleando un ciclador térmico capilar Idaho 1605 (Idaho Technology). La 
composición de las mezclas de reacción utilizadas fue: 50 mM Tris-HCI pH 8,3; 500 fig 
mi'1 albúmina bovina (BSA); 3 mM MgCI2; 200 jiM dNTPS; 2 U Taq DNA polimerasa 
(Promega Corp.) y 10 jiM de cada uno de los cebadores (primers) para PCR 
específicas. Los cebadores fueron sintetizados por DNAgency (Malvern, PA, USA). La 
mezcla de reacción fue sometida durante 15 segundos a 94°C, 35 ciclos (15 segundos 
a 94°C, 10 segundos a 53°C y 15 segundos a 72°C) y por último 30 segundos a 72°C 
para permitir la finalización de todas las cadenas de ADN amplificadas. Finalizada la
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reacción de PCR, 10 pl del producto fueron sembrados en un gel de agarosa 1,5% p/v 
conteniendo 0,5-1,0 pg mi'1 de bromuro de etidio. El perfil de bandas obtenido fue 
fotografiado como se describió más arriba usando una cámara digital Kodak modelo 
DC 290 bajo iluminación ultravioleta.

Los ADN moldes para la amplificación por PCR fueron obtenidos mediante lisis de 
bacterias por calor o por extracción fenólica (ver sección 2.2 de este capítulo, pág. 
51). Para realizar la lisis por calor, las células provenientes de cultivos líquidos o 
sólidos (108-109 UFC) fueron lavadas con NaCI 1 M y resuspendidas en 100 pl agua 
bidestilada estéril libre de ADNasas. La suspensión así obtenida fue hervida por cinco 
minutos y centrifugada a 22.000 X g durante 4 minutos. Los sobrenadantes que se 
obtuvieron fueron usados como ADN molde para la reacción de PCR.

Una vez obtenido el producto de amplificación del tamaño esperado según los 
primers utilizados, el mismo se clonó en el vector pGemT-Easy (Promega) y se 
transfirió por electroporación a la cepa E. coli DH5a. Una vez confirmada la presencia 
de un inserto del tamaño esperado por análisis con enzimas de restricción y por 
secuenciamiento, el fragmento fue subclonado al plásmido suicida en Bordetella, 
pK18mob. Luego las construcciones fueron transferidas a E. coli S17-1 y desde allí por 
conjugación a cepas de Bordetella.

Las conjugaciones fueron realizadas empleando la técnica de Simón y 
colaboradores (1983) (395) con modificaciones menores según se indica a 
continuación. En un microtubo de polipropileno se mezclaron iguales volúmenes de un 
cultivo de la cepa donadora E. coli S17-1 (DO6 50 nm = 0,4-0,5) conteniendo el plásmido 
pK18mob y de un cultivo de igual densidad óptica de la cepa receptora Bb9.73. La 
mezcla fue centrifugada a 700 x g durante 8 min. y el sedimento resuspendido 
suavemente en aproximadamente 50 pl de medio líquido SS. La suspensión se colocó 
en una caja de Petri conteniendo el medio SSs sin antibióticos. Luego de una 
incubación a 37°C durante toda la noche, se resuspendieron la bacterias en medio 
líquido SS y se plaquearon en medio SSs suplementado con estreptomicina (200 pgml' 
x) y kanamicina sulfato (80 pgml'1). En forma paralela se realizaron controles en los 
que sólo se agregó la bacteria donadora o la receptora. Los transconjugantes 
resistentes a ambos antibióticos ser evaluaron 'por las características fenotípicas 
detalladas en la Tabla II.2.
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Tabla II.2. Secuencias oligonucleotídicas, vectores y estrategia de selección utilizados en la 
construcción de mutantes de B. bronchiseptica.________ ________________________________

Mutante
construido.

Primers utilizados para amplificar 
la región interna del gen 

codificante a mutar.
Vector suicida. Selección del 

mutante.

Mutante defectivo 
en la expresión de 
BvgA (flbBvgA- )

bvgAf 5'- gacgatcaccctgtactgagat - 
3' pK18mob Kmr

Kmr SrrT 
Ausencia de 
actividad hemolítica 
en cultivo virulento.bvgAr 5 ' - gaactgaccgtcctacaactg-3 '

Mutante defectivo 
en la expresión de 
fía A (Bbfía ~)

fíaAf 5 ' - aggccatcgccaaccgcttc -3 '
pK18mob Kmr

Kmr Smr 
Ausencia de 
movilidad en fase 
avirulenta.flaAr 5 ' - cgtgaccttcgacgccgc -3 '

Mutante defectivo 
en la expresión de 
BvgR (BbBvgR- )

bvgRf 5 tccagcattccagcccgt -3 '
pK18mob Kmr

Kmr Smr
Movilidad en fase 
virulentabvgRr 5 acatgagttctggcatcagg -3 '

5. Análisis génico de las construcciones realizadas
Para analizar las estructuras génicas obtenidas luego de la mutagénesis se empleó 

la técnica de Southern blot (373). Para ello se procedió a la obtención de ADN de los 
transconjugantes y de la cepa parental Bb9.73. Cada una de estas preparaciones se 
trató con la endonucleasa de restricción EcoRl en el caso de los mutantes fíbBvgA-  y 
fíbBvgR-  o EcoR\/ para Bbfla~, y luego de la incubación con dicha enzima los 
productos obtenidos se separaron por electroforesis en gel de agarosa-TBE al 0.8 % 
p/v a 1-2 volt/cm. Una vez finalizada la corrida se visualizó el ADN por tinción con 
bromuro de etidio e iluminación con luz UV y a continuación, el gel se transferió a una 
membrana de nitrocelulosa o nylon (Nylon N -Hybond) mediante el método alcalino 
descripto por Chomczynski (74). Este método consiste en primer lugar en una 
incubación del gel de agarosa en una solución de desnaturalización (NaOH 0,4 M y 
NaCI 3,0 M) durante 1 hora. Luego el gel se lavó durante 15 minutos con la solución 
de transferencia (8 mM de NaOH y 3,0 M de NaCI , pH 11,4) y se colocó entre papeles 
absorbentes y sobre la membrana Hybond formando un puente de papel por el que 
circuló la solución de transferencia por capilaridad durante una hora. Transcurrido ese 
lapso de tiempo, la membrana se neutralizó con tampón fosfato a pH 6,8 (NaH2P04 
0,2 M, Na2HP04 0,2 M) por 10 minutos para provocar la renaturalización del ADN. Se 
secó la membrana a 80° C y finalmente se fijó el ADN mediante exposición a luz UV 
de X = 260 nm durante 10 minutos.

La membrana se prehibridó con una solución conteniendo ADN de esperma de 
salmón (NaCI 0,75 M, Citrato de Sodio 0,075 M, Sarcosyl 0,1% p/v, Sodio dodecil 
sulfato (SDS) 0,02% p/v y Bloqueante 1% p/v pH 7,0) durante 1 hora a 58°C. 
Posteriormente se procedió a la hibridación con una sonda marcada con digoxigenina 
(DIG) a 58°C suspendida en buffer de prehibirdación durante toda la noche. Estas 
sondas fueron preparadas por PCR con digoxigenina-ll-dUTP en las concentraciones 
indicadas en el producto DIG Nucleic Acid Kit de Boehringer Manheim empleando las 
mismas condiciones de amplificación que las antes descriptas. Luego de la hibridación, 
la membrana se lavó de la siguiente manera: dos lavados con 2 X SSC-SDS 0.1% p/v
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a temperatura ambiente y dos lavados con 0,1 X SSC-SDS 0,1% p/v a 60 °C. Luego 
se incubó la membrana en una solución bloqueante conteniendo 1% p/v en Tris-HCI 
100 mM NaCI 150 mM pH 7,5 durante 1 hora a 30° C. Transcurrido este tiempo se 
retiró la solución y se agregó el anticuerpo específico para digoxigenina marcado con 
fosfatasa alcalina (dilución de 1/1000 en la solución anterior). La membrana en estas 
condiciones se incubó durante al menos 1 hora a 30°C. Se retiró el exceso de 
anticuerpo mediante dos lavados de 15 minutos cada uno con Tris-HCI 100 mM NaCI 
150 mM pH 7,5, para luego equilibrar la membrana durante 3 minutos con Tris-HCI 
100 mM, NaCI 100 mM, MgCI2 50 mM pH 9,5. Se agregó los sustratos de fosfatasa 
alcalina 9 pl NBT, 7f.il BCIP (GIBCO BRL) en 2 mi de Tris-HCI 100 mM NaCI 100 mM 
MgCI2 50 mM pH 9,5 de manera de lograr el desarrollo de color. La reacción de 
coloración fue detenida con agua destilada en el momento adecuado.

6. Complementacion de los fenotipos alterados en los mutantes defectivos de 
B. bronchiseptica mediante el empleo de una biblioteca genómica construida 
en vectores movilizables y replicativos en Bordetella

Primeramente se procedió a la obtención de ADN de la cepa Bb9.73 mediante la 
técnica descripta en la sección 2 de este capítulo. El ADN así obtenido se digirió con 
las enzimas de restricción Spel y SacI de manera de obtener tamaños de ADN de 
alrededor de 5 Kpb. El plásmido pHC60 movilizable (71) y replicativo en Bordetella 
también se digirió con las mismas enzimas. Una vez digeridos ambos ADN, los mismos 
se ligaron y el producto de ligación se electroporó en E. coli S17-1. Las bacterias 
transformadas se sembraron en medio LB sólido con kanamicina y tetraciclina. A 
partir de las colonias Kmr-TCr se aislaron plásmidos los cuales fueron evaluados por 
digestión con Spel y SacI para determinar el tamaño promedio de los insertos 
presentes. La biblioteca así obtenida se transfirió en masa a cada uno de los mutantes 
por conjugación biparental. Los transconjugantes fueron evaluados de acuerdo a la 
resistencia a antibióticos y a su capacidad de expresar un marcador de virulencia para 
el mutante defectivo en BvgA y flagelina para el muíante defectivo en flagelina. 
Aquellos transconjugantes TCr y que restauraron el fenotipo antes alterado fueron 
seleccionados. A partir de los mismos se extrajo el plásmido y sobre este verificó la 
presencia de los genes bvgA y flaA mediante ensayos de PCR. Una vez confirmado, el 
plásmido fue introducido nuevamente en las cepas defectivas para verificar que el 
inserto era capaz de complementar el fenotipo rugoso profundo.

7. Caracterización fenotípica de los mutantes obtenidos
7.1. Funcionalidad del sistema BvgAS. Con el fin de determinar si el sistema de 
dos componentes BvgAS se encontraba o no alterado en su sensibilidad a los 
moduladores conocidos in vitro, se procedió a analizar la expresión de algunos 
factores regulados por este sistema en presencia y ausencia de agentes moduladores. 
Los diferentes mutantes, junto a la cepa parental, fueron cultivados en presencia de 
iones sulfato o crecimiento a temperaturas menores de 22° C. Una vez cultivados en
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estas condiciones, se analizó su actividad hemolítica (marcador de virulencia) en cajas 
SSs y si presentaban movilidad (marcador de avirulencia) en agar blando. En 
ocasiones se determinó a su vez por western blot la presencia o ausencia de alguno 
de los marcadores de virulencia y avirulencia más conocidos.
7.2. Expresión de factores de virulencia.
Análisis de la expresión del marcador de virulencia AC-HIv. La expresión de este 
marcador se analizó mediante la observación de actividad hemolítica alrededor de las 
colonias cultivadas a 37° C durante 48 hs en medios sólidos conteniendo sangre (SSs 
o BG indistintamente),
Análisis de la expresión de marcadores de virulencia mediante electroforesis en cíeles 
de poliacrilamida (SDS-PAGEj v ensayos de inmunoblot. Las preparaciones de 
proteínas totales preparadas a partir de lisis bacterianas (DO650nm = 6,0) con buffer de 
Laemmli (233), se sometieron a corridas electroforéticas en geles de poliacrilamida, 
con SDS y p-mercaptoetanol. Los geles de poliacrilamida se prepararon siguiendo el 
procedimiento descripto por Laemmli (233). En todos los casos el gel de apilamiento o 
stacking se preparó en una concentración de 4 % de poliacrilamida
(acrilamida:bisacrilamida 29:1) en buffer Tris-HCI a pH 6,8 y SDS 1 p.g mi"1, mientras 
que el gel de separación se preparó en una concentración de 10 a 12,5 % de 
poliacrilamida según se indica en las leyendas de las figuras (acrilamida:bisacrilamida 
29:1) con Tris-HCI a pH 8,8 y SDS 1 \xg mi'1. La composición de las distintas 
soluciones utilizadas para la preparación de los geles son las mismas que las utilizadas 
para el LPS.

Las corridas se llevaron a cabo durante 60 a 90 minutos en equipos Miniprotean II 
(BioRad) a 100-120 volts utilizando buffer de corrida (Glicina 0,37 M, Tris-HCI 0,05 M 
pH 7,2). Una vez finalizada la corrida, los geles se fijaron en metanol:acético:agua 
(volúmenes 50:10:40) y se tiñeron con Coomasie Blue y/o con plata.
Inmunoensavos de proteínas (western blot). Los anticuerpos utilizados en estos 
ensayos se detallan en la Tabla II.3.

Tabla II. 3. Sueros policlonales utilizados.
Anticuerpo Características principales Referencia

anti-PRN Policlonal de cobayo específico 
para pertactina. Instituto Pasteur. Francia

anti-FHA Policlonal de ratón específico 
para hemaglutinina filamentosa Instituto Pasteur. Francia

anti-AC-Hly Policlonal de ratón específico 
para adenilato ciclasa-hemolisina EstaTesis

anti-flagelina Policlonal de ratón específico 
para flagelina EstaTesis

anti-flagelina Monoclonal de ratón específico 
para flagelina 116,117

a-IgG ratón Fosfatasa Alcalina
Policlonal enn cabra específico 
para IgG de ratón (H + L), 
conjugado con fosfatas alcalina.

Jackson Immuno Research 
Laboratories, Inc.

Las muestras de proteínas ya sometidas a SDS-PAGE fueron transferidas a 
membranas de difluoruro de polivinildieno (PVDF) (Immobilon™, Millipore) mediante
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el equipo Mini Trans-Blot transfer Cell (BioRad) según las indicaciones del fabricante. 
En primer instancia se armó el dispositivo de transferencia con el gel a transferir y la 
membrana previamente tratada con buffer de transferencia (Glicina 1,0 M, Metanol 
20% v/v y Tris - HCI 0,025 M). Una vez armado, se le aplicó sobre el mismo una 
diferencia de potencial de 100 volts durante 1 hora en baño de agua-hielo. 
Transcurrido dicho tiempo en el caso de una muestra de proteínas, se verificó la 
correcta transferencia mediante una tinción con Rojo Ponceau S (0,1 % p/v Rojo 
Ponceau en ácido acético 1% v/v). Para continuar, se procedió al bloqueo de la 
membrana durante 1 hora a temperatura ambiente con 5% p/v de leche en polvo 
descremada (San Regim®) en TBS (NaCI 1,5 M, Tris-HCI 0,5 M). Posteriormente se 
reemplazó la solución de bloqueo por una solución al 5% p/v de leche descremada en 
TBS (TBS - leche) conteniendo el anticuerpo a utilizar. La membrana se incubó con 
dicha solución durante toda la noche a 4o C y con agitación suave. Se retiró la 
solución del anticuerpo y se realizaron seis lavados con Tween 80 0,05% v/v en TBS - 
leche. Se adicionó el segundo anticuerpo policlonal en cabra específico para IgG de 
ratón (H + L), conjugado con fosfatasa alcalina (Jackson Immuno Research 
Laboratories, Inc.) disuelto en TBS - leche y se incubó con agitación lenta durante 2,5 
horas a temperatura ambiente. Se retiró la solución del segundo anticuerpo y se 
realizaron tres lavados con TBS - leche y un lavado final con buffer para fosfatasa 
alcalina (PA) (50 mM NaCI, 2,5 mM MgCI2, 50 mM Tris-HCI pH 9,5). En el momento 
del revelado se prepara una solución que contiene el sustrato de la fosfatasa alcalina 
consistente en 44 |J de NBT y 33 f.il de BCIP en 10 mi de PA. Se deja en dicha solución 
hasta desarrollo de color, momento en que se detiene la reacción con agua destilada.
7.4. Expresión de factores de avirulencia.
Ensayos de movilidad. La presencia de movilidad fue evaluada sembrando de manera 
puntual una suspensión de la bacteria en medio SS suplementado con agar 0,35% 
p/v. Transcurridas 18 horas se observó la movilidad como una opalescencia leve 
alrededor del punto de siembra. La temperatura de incubación fue de 22° C o 37° C 
según se indica en cada caso.
Análisis de proteínas mediante electroforesis en aeles de poliacrilamida fSDS-PAGE) e 
inmunoensavos de proteínas (western blot). Los pasos seguidos con el fin de realizar 
este análisis fueron los descriptos anteriormente para el análisis de la expresión de los 
factores de virulencia, utilizando suero anti flagelina (Tabla II.3).
Microarafía electrónica del flagelo, un marcador de avirulencia. Las células cultivadas 
en medio SSs o BG en presencia o ausencia de MgS04 40 mM como modulador de 
fase se resuspendieron en PBS y se transfirieron a una grilla cubierta con una película 
colodión a la cual se le había depositado previamente carbón por evaporación al vacío. 
Luego de 30 segundos el exceso de líquido fue retirado con papel de filtro y la 
preparación se tiñó durante 20 segundos con solución de ácido fosfotúngstico pH 5,2 
(KOH) 2% p/v. El examen microscópico se realizó en un microscopio JEM 1200 EX Jeol 
en el Servivio Central de Micrografía Electrónica de la Facultad de Ciencias 
Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata.
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Análisis de la expresión de proteínas de membrana externa. Para la obtención de 
proteínas de membrana externa se empleó el método descripto por Schnaitman 
(1971) (388) que se basa en la diferencia de solubilidades en detergente de éstas 
respecto a las de la membrana citoplasmática. Brevemente, las células provenientes 
de 10 mi de cultivo se concentraron por centrifugación, se lavaron y resuspendieron 
en HEPES 10 mM (N-2-hidroximetilpirazina-N-2-ácido etansulfónico) pH 7,4. Después 
de una sonicación refrigerada de 2 minutos las células enteras se removieron por 
centrifugación a 3.000 X g 10 minutos a 4o C. La cubierta de las células se 
sedimentaron a partir del sobrenadante anterior por centrifugación (20.000 X g 60 
min. 4o C). El sedimento se resuspendió en HEPES 10 mM conteniendo 2% v/v Tritón 
X-100 y se incubó a temperatura ambiente durante 30 minutos. El material insoluble 
se sedimentó por centrifugación (20.000 X g 60 min. 4o C) y se repitió la extracción 
con Tritón X-100 en HEPES 10 mM. El sedimento final es resuspendido en 40 fj de 
agua y se determinó la concentración de proteínas por el método de Bradford 
utilizando como patrón seroalbúmina bovina (54). Las proteínas así obtenidas luego se 
analizaron mediante corridas electroforeticas como se ha descripto en el punto 6.2 de 
este capítulo.

8. Obtención de las proteínas secretadas en los sobrenadantes de cultivo.
Se realizaron cultivos de la cepa parental y del muíante Bbfla~ en fase virulenta y 

en fase avirulenta. Luego de 16 horas de cultivo, se procedió a la obtención de 
sobrenadante de mediante centrifugación a 10.000 X g durante 20 minutos. El paso 
de centrifugación se repitió hasta no observar bacterias. El sobrenadante así obtenido 
fue filtrado con doble filtro de policarbonato con poros de 0,22 pm de diámetro 
(Nuclepore® Corporation). El filtrado se colocó en bolsas de diálisis (tamaño de corte 
12,5 kDa) y se dializó contra agua desionizada a 4o C. El dializado obtenido se 
concentró por liofilización. Las muestras así obtenidas se resuspendieron en buffer de 
Laemmlii IX conteniendo 2-mercaptoetanol. Estas muestras fueron sembradas en un 
SDS-PAGE tal como se describió más arriba.

9. Identificación de proteínas por huella peptídica.
Para la identificación de proteínas secretadas diferenciales entre la cepa parental y 

el muíante defectivo se realizaron corridas electroforéticas de las muestras de 
sobrenadantes anteriormente obtenidas en geles realizados en equipos que permiten 
una mayor separación entre los polipéptidos debido a su mayor longitud. Para ello se 
utilizó el equipo Protean II (Bio - Rad) y la técnica de tinción con plata compatible con 
espectrometría de masas (392). Se seleccionaron algunos polipéptidos diferenciales 
entre las muestras analizadas y se enviaron al departamento de Microbiología II, 
Centro de Genómica y Proteómica de la Facultad de Farmacia. Universidad 
Complutense de Madrid, España para ser analizados. Allí las muestras fueron digeridas 
con tripsina y analizadas mediante espectroscopia de masas tipo MALDI-TOF. Los
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espectros obtenidos fueron sometidos a análisis bioinformáticos, comparándolos con 
las secuencias publicadas en Swiss-Pro.

10. Curvas de crecimiento en medios líquidos de la cepa parental Bb 9.73 y 
los diferentes mutantes defectivos.

Las curvas de crecimiento se realizaron en el medio líquido de SS a 160 rpm y 
37°C. En todos los casos ensayados el inoculo se realizó a partir de un cultivo en 
medio SSs el cual fue resuspendido para obtener una D.0.65onm inicial de 0,2. La 
cinética de crecimiento se siguió a través de lecturas de absorbancia a 650 nm y 
unidades formadoras de colonias (UFC). Para la determinación de UFC se sembraron 
diluciones adecuadas en medio SSs con los antibióticos correspondientes, las cuales 
se incubaron durante 48 hrs. a 37°C. Transcurrido dicho tiempo se procedió al 
recuento de colonias.

11. Ensayos de supervivencia en medio líquido de la cepa parental Bb 9.73 y 
de los mutantes defectivos.

Estos ensayos se realizaron tanto en medios sintéticos como en condiciones de 
escasez de nutrientes como se detalla a continuación.
En medios sintéticos. El análisis de la supervivencia en medio líquido fue evaluada en 
medio SS en frascos erlenmeyers con una relación de volumen de medio : volumen 
del frasco de 1:4, con agitación a 160 rpm a 37°C. Las bacterias cultivadas 
previamente en placas de SSs o BG durante 24 hrs. a 37°C fueron resuspendidas en 
el medio de cultivo de manera de obtener la densidad óptica inicial correspondiente a 
las UFC/ml que se indica en cada caso.
En condiciones de escasez de nutrientes. El cultivo con limitación de nutrientes fue 
realizado en frascos erlenmeyers con buffer fosfato (PBS) como único medio de 
crecimiento en las mismas condiciones descriptas anteriormente.
Para ambos casos a distintos tiempos post inoculación se analizó el número de 
bacterias viables por mililitro y el estado de virulencia de las bacteria de la siguiente 
manera:
Recuento de Unidades formadoras de colonias. Al inicio del cultivo y en los tiempos 
posteriores indicados en las figuras correspondientes se tomaron alícuotas de los 
cultivos y se sembraron en medio SSs diluciones adecuadas. Las placas fueron 
incubadas a 37°C durante 48 horas y las colonias fueron contadas y discriminadas 
según la fase en que se encontraban en la placa. Para este último análisis se tuvo en 
cuenta la morfología de las colonias. Estas fueron clasificadas como colonias en fase 
virulenta cuando las mismas eran pequeñas, de forma circular bien definida y 
presentaban halo de hemolisis claro a su alrededor indicando la presencia de actividad 
hemolítica. Las colonias en fase avirulenta por el contrario eran de mayor tamaño y 
mucosas y además no presentaban halo de hemolisis. Las colonias que se 
encontraban en fase intermedia presentaban un halo de hemolisis menor que el
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observado en las bacterias en fase virulenta, y una morfología de colonias planas y 
chatas, similares a la morfología de las colonias en fase avirulenta.
Para corroborar que la fase de virulencia observada en placa se correspondía a la 
presente en el medio líquido se realizaron dos cultivos de Bb9.73f uno en fase 
virulenta y otro en fase avirulenta. Transcurridas 24 horas se tomó de ambos cultivos 
una muestra para determinar el número de UFC tal como se describió anteriormente. 
El resto del cultivo fue centrifugado a 10.000 X g durante 10 minutos. Las bacterias 
fueron resuspendidas en buffer de Laemmli IX, sometidas a ebullición durante 15 
minutos y sonicadas durante otros 15 minutos. Estas muestras fueron sembradas en 
un SDS-PAGE y luego el gel fue transferido a membranas de PDVF para evaluar la 
presencia de los diferentes marcadores de virulencia. La técnica empleada fue 
descripta más arriba.
Análisis del factor inductor de fase presente en el sobrenadante de los cultivos. Se 
obtuvieron sobrenadantes libres de bacterias provenientes de cultivos en los que el 
cambio hacia la fase virulenta a partir de un cultivo en fase avirulenta había 
comenzado a tener lugar. El cultivo de bacterias en medio líquido de Bb9.73 fue 
centrifugado a 10.000 X g durante 20 minutos con el fin de obtener el sobrenadante 
de cultivo libre de células. Esta operación se repitió hasta no observar pellet. El 
sobrenadante así obtenido fue filtrado en esterilidad con doble filtro de policarbonato 
con poros de 0,22 pm de diámetro (Nuclepore© Corporation). Las muestras fueron 
divididas en tres alícuotas diferentes. Una de ellas se resevó como control, otra fue 
sometida a un tratamiento proteolítico (pronasa 5 mg/ml a 37°C durante 30 minutos) 
y la restante se ultrafiltró con una membrana de corte de 30 kDa (Millipore). En este 
último caso se utlizó el filtrado. Las alícuotas fueron inoculadas con una suspensión 
Bb9.73 en fase avirulenta y se incubaron en condiciones de virulencia (160 rpm, 
37°C). En el momento inicial y en tiempos posteriores se tomaron alícuotas de cada 
frasco en las que se determinó el número de UFC y la fase de las colonias derivadas 
de ellas, tal como se ha descripto anteriormente (pág. 59).

12. Ensayos de adhesión e invasión a células epiteliales de la cepa parental 
Bb 9.73 y los mutantes defectivos.

Para la realización de estos ensayos se utilizaron células derivadas de epitelio 
pulmonar humano A549 (ATCC CCL185) y las cepas de B. bronchiseptica cultivadas 
previamente en medio líquido.

Las células de línea se cultivaron en el medio Eagle modificado por Dulbecco 
(Laboratorios Gibco) suplementado con suero fetal bovino (SFB) 10% p/v, 
estreptomicina (100 jig mi"1) y ampicilina (100 jig mi"1) hasta obtener un 70-80% de 
confluencia. Se sembraron placas de cultivo Nunclon Delta (Nunc, Rosklide, Denmark) 
de 24 lugares (well) con aproximadamente 8. 104 células por well 18 horas antes de 
cada ensayo. Para los ensayos de adhesión las células fueron sembradas sobre 
soportes de vidrio previamente dispuestos en los wells.
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Los distintos mutantes ensayados y la cepa parental de B. bronchiseptica se 
cultivaron durante 12 horas a 37° C en frascos erlenmeyers agitados (160 rpm) 
conteniendo medio SS. Se suspendieron en el medio Eagle modificado por Dulbecco 
suplementado con SFB 10% p/v sin antibióticos hasta obtener una suspensión 
equivalente a DO65 0nm =0,003.

Se agregaron a cada well 8. 106 bacterias (proporción bacteria:células de 100:1) y 
se centrifugaron a 300 X g durante 5 minutos. Se incubaron 2 horas a 37° C y C02 
5% y las monocapas celulares fueron lavadas al menos cinco veces con PBS estéril.
i) Determinación del número de bacterias adheridas. Las células A549 crecidas sobre 
los vidrios fueron fijadas con metanol. Las mismas se tiñeron con cristal violeta (0,07 
% p/v en agua) para ser cuantificadas mediante la observación en microscopio con 
contraste de fase con aumento 1.000 X. El número de bacterias adheridas por célula 
se determinó examinando al menos 50 células epiteliales según la técnica descripta 
por van den Berg y colaboradores (1999) (438).
ii) Determinación de la supervivencia intracelular. Luego de la incubación de 2 horas 
de duración y de los lavados descriptos anteriormente, las células eucariotas 
distribuidas en monocapa fueron incubadas 3 horas a 37° C, C02 5% para permitir la 
invasión bacteriana a las células. El medio fue entonces reemplazado por 0,5 mi de 
medio suplementado con polimixina B 300 jig mi'1 y Gentamicina 300 p.g mi'1 y se 
incubaron durante 1 hora a 37° C, C02 5% con el fin de eliminar las bacterias que no 
invadieron y se encontraban fuera de las células eucariotas. Luego de la incubación, la 
solución de antibióticos fue eliminada por lavados repetidos y reemplazada por medio 
Eagle modificado por Dulbecco suplementado con SFB 10% p/v, estreptomicina (100 
iug mi'1) y ampicilina (100 jug mi'1). Las células que presentaban bacterias 
intracelulares se recuperaron tratando las monocapas con tripsina. El número de 
bacterias presentes se determinó mediante la siembra en SSs de las diluciones 
adecuadas. Con el fin de evaluar el número de células eucariotas viables, las mismas 
se tiñeron con el colorante vital Azul de Tripan. De esta manera se pudo calcular el 
número de UFC / célula eucariota.

Todos los experimentos que se han detallado fueron realizados al menos tres veces 
por duplicado. Los promedios y desviaciones estándar fueron calculados a partir de los 
logio UFC. Las diferencias entre los promedios fueron evaluados por un test de 
Student de dos colas con un grado de significación de P<0,05.

13. Ensayos de infección de la cepa parental Bb 9.73 y los mutantes 
defectivos empleando el modelo de infección intranasal en ratones 
13.1. Determinación de la dosis letal cincuenta (DL50). La determinación de este 
parámetro se realizó inoculando 5 grupos de 8 ratones BALB/c cada uno con cada 
cepa de B. bronchiseptica a ensayar. Cada ratón de cada grupo fue inoculado con una 
suspensión bacteriana conteniendo aproximadamente 108, 107, 106, 105 y 104 UFC/50 
pl. A los distintos días post - inoculación se determinó el número de decesos en cada 
grupo y con estos datos se determinó la DL50.
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13.2. Cinética de colonización en pulmones murinos La cinética de colonización 
de las diferentes cepas de B. bronchiseptica fue evaluada empleando el modelo de 
infección intranasal murino. Para ello se emplearon ratones BALB/c hembras de 3 a 4 
semanas de edad libres de patógenos provistos por el bioterio de la Facultad de 
Veterinaria de la UNLP. Para realizar las inoculaciones, los animales se anestesiaron 
por inhalación de éter. Como inoculo para cada ratón se empleó 50 jllI de la 
suspensión bacteriana a ensayar (5. 105 UFC en PBS estéril, dosis subletal) 
proveniente de un cultivo líquido en fase logarítmica (Medio SS, 12 horas, 160 rpm, 
37°C). El número de UFC a inocular se aproximó a través de medidas de absorbancia 
a 650 nm (1 unidad de Abs65 0nm = 3.109 UFC mi"1).

Con el fin de determinar el número de bacterias que colonizaron los pulmones del 
animal, transcurridas 4 horas desde el momento de la inoculación y en distintos días, 
se sacrificaron por dislocación tres animales, a los cuales se les extrajo a través de 
técnicas quirúrgicas ambos pulmones. Éstos se homogenizaron en 1,5 mi de PBS 
estéril con un homogeneizador con punta redonda de teflon de 0,966 pulgadas de 
diámetro (Colé Parmer) y a partir del homogenado se realizaron diluciones adecuadas 
para realizar el recuento de colonias en placas conteniendo SSs con los antibióticos 
adecuados según la cepa ensayada. Para el recuento de UFC las placas sembradas se 
incubaron a 37° C durante 48-72 horas.

Los animales utilizados fueron mantenidos en jaulas acondicionadas con viruta de 
madera esterilizada, la cual fue cambiada periódicamente y fueron alimentados con 
alimento balanceado esterilizado (Extrudado balanceado de Agrupación Cooperativas 
Argentinas).

En todos los ensayos realizados los promedios y desviaciones estándar fueron 
calculados a partir de los logi0 UFC. Las diferencias entre los promedios fueron 
evaluadas por un test de Student de dos colas con un grado de significación de 
P<0,05.
13.3. Detección de bacterias en los pulmones murinos mediante PCR. En los
ensayos de cinética de colonización de pulmones murinos, se realizó la detección de 
bacterias en los mismos a distintos días post - inoculación. A partir del momento en 
que ya no era posible recuperar bacterias viables de los pulmones de los ratones, el 
análisis de la presencia de Bordetella en el hospedador se realizó mediante ensayos 
de PCR. Para ello, a los pulmones extraídos de los ratones en días donde no se 
aislaron colonias se los homogeneizó y se los trató a 65°C durante una hora con una 
solución de pronasa (0,4 mg/ml en buffer Tris -HCI 12 mM pH: 7,6). Luego de 
inactivar a la pronasa con calor durante 10 minutos se procedió a realizar sobre esta 
muestra una PCR, utilizando los primers específicos flaAf y flaAr , siguiendo el 
protocolo más arriba detallado (pág. 55).
14. Análisis estadístico.

Los resultados de los ensayos fueron analizados evaluando los promedios y las 
desviaciones estándar mediante tests de Student de dos colas con un grado de 
significación de P<0,05.

Tesis Doctoral 2004 Julieta Fernández



Supervivencia de Bordetella 
bronchiseptica fuera del 
hospedador: rol de la fase 
avirulenta y de algunos de 
sus marcadores

Capítulo III



Capítulo III 66

Introducción

Bordetella bronchiseptica es un patógeno muy versátil capaz de vivir en el medio 
ambiente y de colonizar a una amplia variedad de mamíferos, incluyendo al hombre 
(147,160,269,461). En dichos hospedadores puede inducir incluso un período de 
cronicidad enfrentándose nuevamente a un entorno que resulta diferente respecto al 
del período agudo (160,161,250,254,389,442,461). Para poder sobrevivir en esta 
amplia variedad de entornos, estas bacterias, al igual que todas las células, deben ser 
capaces de sensar y responder a diferentes señales que la bacteria encuentra en 
dichos entornos. De hecho, ya desde 1910 se ha describió que B. pertussis es capaz 
de expresar diferentes componentes dependiendo de las condiciones de cultivo 
(122,364,366,449). Estos estudios se fueron intensificando con el correr de los años y 
hoy se han extendido a otras de las especies del género, entre ellas B. parapertussis y 
B. bronchiseptica. Así, Lacey en 1960 demostró que estos microorganismos son 
capaces de alternar entre distintas fases fenotípicas en respuesta a cambios en la 
temperatura o debido a la presencia en los medios de cultivo de ciertos iones o 
compuestos (228). Posteriores análisis moleculares permitieron identificar al locus bvg 
como el responsable de controlar, en respuesta a señales del entorno, la expresión de 
los diferentes componentes bacterianos que caracterizan a cada fase fenotípica (449). 
Como hemos descripto en la introducción de este trabajo de Tesis (Pág. 37), este 
locus codifica para las proteínas BvgS y BvgA que constituyen un sistema de 
transducción de señales de dos componentes. La proteína BvgS es un sensor 
transmembrana, que en respuesta a señales externas transfiere un grupo fosfato, a 
través de una cascada de fosforilación, al transductor de señales citoplasmático BvgA. 
De esta manera la proteína BvgA fosforilada activa o reprime la expresión de 
diferentes genes, dando lugar a dos fases fenotípicas diferentes, la fase virulenta y la 
fase avirulenta. La fase virulenta se caracteriza por expresar adhesinas y toxinas 
(genes vag) que le permiten a la bacteria establecer una infección en un hospedador 
susceptible y por mantener reprimidos a genes que codifican los factores de 
avirulencia (genes vrg). En la fase avirulenta los genes vag dejan de expresarse y se 
expresan los genes vrg que codifican para factores de avirulencia tales como la 
síntesis del flagelo, la enzima ureasa, en algunas cepas los sideróforos alcalígenos y 
varias enzimas que participan en el metabolismo bacteriano (6,7,17,276,391).

Si bien se conocen algunas señales a las que el sistema BvgAS responde en 
condiciones de laboratorio, en el ciclo infectivo de Bordetella sólo se ha propuesto un 
modelo del rol de BvgAS con ciertas evidencias que lo apoyan. Este modelo propone a 
la fase virulenta como necesaria y suficiente para lograr la colonización de la bacteria 
en el hospedador y a la fase avirulenta como la más adecuada para persistir en el 
hospedador o en condiciones de escasez de nutrientes (83,160). En concordancia con 
este modelo se ha reportado recientemente que en infecciones crónicas de B. 
bronchiseptica los aislamientos obtenidos al inicio de la infección producen las toxinas 
(129,170) y adhesinas (59,195) mientras que los aislamientos obtenidos en las fases
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tardías dejan de expresar dichos factores (160). Por lo tanto, ha sido sugerido que la 
fase avirulenta podría participar en las etapas crónicas de la infección. Además en 
ensayos de invasión y persistencia in vitro en células fagocíticas se pudo observar que 
la fase avirulenta presenta una aumentada supervivencia intracelular, nicho propuesto 
para la persistencia del patógeno en el hospedador (25,381).

Por otra parte, B. bronchiseptica ha sido aislada de ambientes naturales de bajo 
contenido en nutrientes, como son los lagos (334) y suelos (295), lo que sugiere que 
el medio ambiente podría ser una fuente de transmisión de este patógeno. En estos 
ambientes naturales caracterizados por la escasez de nutrientes la fase avirulenta 
parece ser la variante más adaptada según lo reportado por Cotter y Miller (83) 
quienes observaron que la fase virulenta no sobrevive en condiciones de escasez 
como el cultivo en buffer fosfato (PBS), donde sí es posible recuperar bacterias viables 
en fase avirulenta. Cuando al medio de cultivo se lo suplementa con un agente 
modulador del sistema BvgAS como el sulfato de magnesio, se produce el cambio de 
fase virulenta hacia avirulenta en la cual el microorganismo sobrevive al menos 8 días 
(83). Cuando las concentraciones de los agentes moduladores son más bajas que las 
necesarias para el pasaje hacia la fase avirulenta, es posible observar un perfil 
antigénico diferente al de fase virulenta y avirulenta, con algunas características 
compartidas con ambas fases. A este fenotipo se lo ha denominado fase intermedia 
(99,101,326,415) Las bacterias en fase intermedia también sobreviven en condiciones 
de escasez de nutrientes.

Si bien en otro trabajo se reporta que B. bronchiseptica puede sobrevivir incluso 
hasta 6 meses en buffer fosfato (PBS), la hipótesis sobre la mayor adaptabilidad a 
dichas condiciones de la fase avirulenta cuenta con el apoyo de los resultados 
informados Cotter y Miller en 1994 (83). Dado que estas formas de supervivencia 
constituyen un importante reservorio para la distribución del patógeno, surge la 
necesidad de aclarar más acabadamente cómo es la sobrevida de B. bronchiseptica, 
cuál es el tamaño de la población que sobrevive y precisar en qué estado de virulencia 
sobreviven las bacterias.

Con el objetivo de analizar estos aspectos, decidimos realizar a escala de 
laboratorio cultivos en medios líquidos de B. bronchiseptica por largos períodos de 
tiempo, evaluando en forma simultánea a cada tiempo de cultivo el recuento de 
bacterias y la fase fenotípica de los microorganismos. Para estos ensayos utilizamos 
una cepa de referencia B. bronchiseptica CIP 9.73 (Colección del Instituto Pasteur) 
capaz de experimentar en forma reversible el cambio de fase y los siguientes 
mutantes defectivos obtenidos a partir de dicha cepa:

1- un mutante defectivo en su capacidad de cambiar de fase. Dado que la fase 
avirulenta era la propuesta como la más apta en la supervivencia decidimos 
construir un mutante defectivo en la expresión del gen bvgA de forma de 
obtener una bacteria que siempre se encontrara en fase avirulenta
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2- defectivos en la expresión de un gen que sólo se transcribe en una única fase. 
En particular elegimos al gen que codifica para la flagelina que se expresa sólo 
en condiciones de avirulencia.

A continuación describiré primeramente la construcción de estos mutantes 
obtenidos por nosotros y luego los resultados obtenidos en los ensayos en medio 
líquido.
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Resultados

Construcción de mutantes de B. bronchiseptica defectivos en la expresión del 
transductor de señales bvgA y del factor de avirulencia flagelina

1- mutante defectivo en la expresión de bvgA. Para obtener un mutante 
defectivo en la expresión de la proteína BvgA del sistema de dos componentes 
realizamos una mutagénesis insercional sitio específica por integración de un plásmido 
recombinante construido por nosotros (pkl8mob:: bvgA, Kmr). Para ello en base a la 
secuencia previamente reportada para el gen bvgA (21) (número de acceso al 
GenBank X58355), diseñamos oligonucleótidos que nos permitieran amplificar una 
región interna de la secuencia codificante del mismo gen en B. bronchiseptica CIP 
9.73 {Bb9.73, Smr). Mediante un ensayo de amplificación en cadena (PCR) se obtuvo 
un fragmento de ADN interno a la secuencia codificante del gen bvgA de B. 
bronchiseptica de 453 pares de bases (pb). Este fragmento fue clonado en un vector 
movilizable y no replicativo en Bordetella (pK18mob:: bvgA interno) el cual fue 
introducido desde la cepa donadora E. coli S17-1 a la receptora Bb9.73 por 
conjugación. Los transconjugantes de Bordetella que habían integrado el plásmido por 
recombinación homologa fueron seleccionados de acuerdo a su resistencia a 
antibióticos (Sm de la cepa receptora y Km codificado en el plásmido recombinante) 
(Fig. III.1).

Los transconjugantes SmrKmr fueron analizados en la expresión de marcadores de 
virulencia en condiciones de cultivo en donde los mismos se deberían expresar. Se 
analizó en particular la presencia del marcador de virulencia adenilato ciclasa - 
hemolisina (AC-Hly) mediante la observación de halo de hemolisis en medio 
suplementado con sangre. Se seleccionaron así mutantes que en condiciones de 
expresión de la fase virulenta no presentaban halo de hemolisis. Además estos 
mutantes fueron evaluados por su capacidad de expresar el factor de avirulencia 
flagelina al cultivarlo en condiciones de virulencia mediante ensayos de movilidad en 
agar semisólido (Fig. III.2). Se seleccionó entonces un mutante SmrKmr que se 
encontraba bloqueado en la fase avirulenta del microorganismo, presentándose como 
no hemolítico y móvil en codiciones de cultivo de fase virulenta al que se denominó 
fíbBvgA- .
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Figura III. 1. Esquema de construcción de mutantes por inserción sitio específica de un 
fragmento interno del gen a interrumpir. En la parte nferior de la figura se puede observar 
un detalle del arreglo genómico que lleva a lamutación deseada. Se indica con una tijera los 
sitios de corte de la enzima de restricción utilizada en cada caso en los ensayos de Southern 
blot.

A fin de determinar si el evento de recombinación homologa se produjo en un solo 
sitio del cromosoma de B. bronchiseptica y sobre el lugar pretendido, se realizó un 
Southern blot utilizando la técnica descripta por Chomczynski (1992) (74). Para ello el 
ADN de las cepas mutantes y de la parental fueron digeridos con EcoRI, enzima que 
fue utilizada para clonar el fragmento interno del gen bvgA en el plásmido pK18mob.
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Fig. III.2. Ensayo de movilidad de la cepa parental Bb9.73 y de los mutantes fíbBvgA-  y 
Bbfla~ en agar blando. Las placas conteniendo el medio SS agarizado (0,35% p/v) fueron 
sembradas con cada una de las cepas de manera puntual y cultivadas durante 12 horas a 
37° C o a 28° C.

Luego, las muestras digeridas fueron sometidas a una corrida electroforética y a 
una transferencia hacia una membrana de nitrocelulosa para ser revelada con una 
sonda marcada con digoxigenina (bvgADlG). Esta sonda que híbrida con la secuencia 
del gen bvgA fue preparada por PCR empleando nuclétidos marcados con 
digoxigenina. En la figura III.3 se muestran los resultados obtenidos, donde se puede 
observar que para uno de los clones analizados la sonda bvgADlG híbrida con dos 
fragmentos de ADN (2.8 Kpb y 0.5 Kpb). La suma de los tamaños de estos 
fragmentos es igual al tamaño correspondiente a la única banda observada en cepa 
parental (3.3 kb). Este resultado confirma que estamos frente a un única inserción de 
nuestro vector en el genoma y que el mismo se encuentra en el gen bvgA, tal como se 
deseaba. Este mutante al que denominamos fíbBvgA- , fue repicado y conservado a - 
80° C tal como se describe en la sección materiales y métodos para ser utilizado en 
los diferentes ensayos que se detallan a lo largo de esta Tesis.

Figura III.3. Southern blot de los ADN digeridos 
con EcoRl correspondientes a la cepa parental 
Bb9.73 (Línea 1) y del mutante BbBvgA-  (Línea 2). 
Para el revelado se empleó una sonda marcada con 
digoxigenina y obtenida por PCR. La misma 
corresponde a una región interna del gen bvgA.
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2-mutante defectivo en la expresión de flagelina. Para la obtención de un 
muíante de B. bronchiseptica defectivo en la expresión del factor de avirulencia 
flagelina utilizamos un procedimiento análogo al descripto en la sección anterior, pero 
utilizando oligonucleótidos diseñados específicamente para amplificar un fragmento de 
la región interna del gen flaA, en base a secuencias ya publicadas (6) (número de 
acceso al Genbank L13034). Se amplificó por PCR una porción interna de 502 pares 
de bases (pb) de la secuencia codificante del gen flaA de B. bronchiseptica. Este 
fragmento fue clonado en un vector movilizable y no replicativo en Bordetella 
(pK18mob:: flaA interno). Este plásmido recombinante fue introducido desde la cepa 
donadora E. coli S17-1 a la receptora Bb9.73 por conjugación. Los transconjugantes 
de Bordetella que habían integrado el plásmido por recombinación homologa fueron 
seleccionados de acuerdo a su resistencia a antibióticos (Sm de la cepa receptora y 
Km codificado en el plásmido recombinante). Los transconjugantes SmrKmr fueron 
luego analizados en la expresión de la flagelina mediante ensayos de movilidad en 
agar semisólido. Además realizamos corridas electroforéticas en geles de 
poliacrilamida y ensayos de inmunoblot a partir de proteínas totales y de un suero 
anti-flagelina monoespecífico preparado por nosotros. Las proteínas totales fueron 
preparadas de suspensiones bacterianas de la cepa parental y del muíante defectivo 
cultivadas ambas en condiciones de fase avirulenta (cultivos a 22 °C) para permitir 
que la flagelina se exprese. Como se muestra en la figura III.4, el suero antiflagelina 
permitió detectar la presencia de flagelina sólo en la cepa parental Bb9.73 pero no el 
muíante Bbfla~. cultivadas en condiciones de avirulencia. Los mutantes no móviles 
fueron seleccionados y denominados Bbfla~ (Fig III.2).

Figura III.4. Inmunoblot de preparados de proteínas totales obtenidos a partir de la lisis 
celular de Bb9.73 en fase avirulenta (Línea 1), fíbBvgA-  cultivada en condiciones de 
virulencia (Línea 2) y Bbfla~ en fase avirulenta (Línea 3). Las muestras proteicas 
transferidas fueron expuestas a un suero policlonal anti falgelina.

A fin de confirmar que la construcción génica obtenida era la deseada, se realizó, al 
igual que para fíbBvgA , un blotting de las muestras de ADN de las cepas mutantes y 
de la parental digeridas con EcoRM, enzima que no reconoce ningún sitio en la 
secuencia del gen flaA ni en la secuencia del vector pK18mob. Las muestras 
separadas por electroforesis y transferidas a una membrana de nitrocelulosa fueron 
reveladas con una sonda marcada con digoxigenina (flaADlG) que híbrida con la 
secuencia del gen flaA. Mediante este ensayo pudimos observar que para uno de los 
clones analizados la sonda flaADlG híbrida con un único fragmento cuyo tamaño es 
mayor que el correspondiente a la banda observada en la cepa parental (resultado no 
presentado). El tamaño de la banda del muíante Bbfla~ se corresponde al de la banda
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de la cepa parental más el del plásmido pkl8mob (3.7 Kpb) que ha sido integrado en 
el genoma de Bbfla~. Este resultado confirma que estamos frente a un única inserción 
del vector pK18mob:: flaA interno y que el mismo se encuentra en el gen flaA, tal 
como se deseaba. Este muíante al que denominamos Bbfla~, fue repicado y 
conservado a -80°C, de igual forma que el mutante BbBvgA .

Complementación de los mutantes BbBvgA y Bbfla~

Con el fin de corroborar que las diferencias observadas eran debidas a las mutaciones 
buscadas en cada uno de los genes (gen bvgA para BbBvgA y gen flaA para Bbfla') se 
realizaron ensayos de complementación mediante el empleo de una biblioteca 
genómica de B. bronchiseptica. Para ello, como primer paso construimos una 
biblioteca genómica a partir del DNA de Bb 9.73 digerido parcialmente con las 
enzimas de restricción Sac I y Spe I. Los fragmentos de ADN así obtenidos fueron 
clonados en el plásmido pHC60 replicatigvo en Bordetella. Los distintos plásmidos 
conteniendo los diferentes fragmentos de ADN fueron introducidos en la cepa E. coli 
S17-1. Esta cepa fue empleada luego como donadora en un evento de conjugación 
sobre cada uno de los mutantes. Los transconjugantes fueron seleccionados por 
resistencia a antibióticos (Km de la cepa receptora y Te codificado en el plásmido 
replicativo). A partir de las colonias KmrTcr se analizaron presencia de halo de 
hemolisis para la reversión del fenotipo BvgA' y ensayos de movilidad en busca del 
fenotipo flagelina complementado. De esta forma se obtuvo una cepa BbBvgA 
hemolítica y una Bbfla~ móvil. En cada caso se aislaron los plásmidos a partir de los 
cuales se pudo determinar que el primero contenía un fragmento de aprox 1900 pb y 
el aislado de Bbfla' un fragmento de aprox. 1500 pb. Mediante las reacciones de PCR 
antes descripttas pudimos determinar que cada plásmido aislado contiene a cada uno 
de los genes que se quería interrumpir. Asimismo, los plásmidos purificados e 
introducidos por conjugación en el mutante BbBvgA y Bbfla~ respectivamente fueron 
capaces de restaurar la producción de hemolisis y de flagelina.

Análisis de la modulación de fase en cada uno de los mutantes defectivos 
obtenidos

Con el fin de avanzar en la caracterización los mutantes defectivos obtenidos, se 
estudió en cada uno de ellos la funcionalidad del sistema BvgAS. Este análisis nos 
pareció necesario sobre todo para el mutante Bbfla' ya que en este mutante se podría 
ver afectada la transducción de señales de este sistema ya que el flagelo está 
contenido en la superficie de la bacteria al igual que la proteína BvgS de este sistema 
(68,217,222,450). De todas formas analizamos la funcionalidad del sistema BvgAS 
para los dos mutantes defectivos a través de la evaluación de la respuesta de los 
mismos frente a la presencia de moduladores conocidos. Se sometieron así a las 
cepas Bb9.73 y Bbfla~ a distintas condiciones moduladoras: a) crecimiento a 22° C y 
b) en presencia de sulfato de magnesio 40 mM. Como control del ensayo se empleó a 
la cepa parental Bb9.73. Pasado un período de incubación de 24 hs. se procedió a
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analizar la expresión de la actividad hemolítica debida a AC-Hly como marcador de 
virulencia a través de la observación del halo de hemolisis en placas conteniendo el 
medio SS suplementado con sangre. A través de estos ensayos se pudo establecer 
que tanto la cepa parental como el mutante defectivo en flagelina responden 
normalmente a la presencia de los moduladores no expresando actividad hemolítica 
en condiciones de cultivo avirulento. También se pudo observar que en condiciones de 
cultivo virulento, es decir en ausencia de los moduladores, ambas cepas presentaban 
un halo de hemolisis de similar diámetro.

La expresión en estas cepas de AC - Hly fue confirmada mediante Western blot 
realizado a partir de proteínas obtenidas de lisados bacterianos corridas en geles de 
poliacrilamida, utilizando suero policlonal de ratón contra AC-Hly (Fig. III.5). Los 
resultados obtenidos mediante esta técnica se correlacionan perfectamente con la 
observación de los halos de hemolisis.

En el caso del mutante defectivo en BvgA en todas las condiciones ensayadas se 
mostro como no hemolítico.

Figura III.5. Inmunoblot de preparados de proteínas totales obtenidos a partir de la lisis 
celular de Bb9.73 en fase virulenta (Línea 1), Bb9.73 en fase avirulenta (Línea 2), fíbBvgA-  
cultivada en condiciones de virulencia (Línea 3), Bbfla~ en fase virulenta (Línea 4), Bbf\a~ 
en fase avirulenta (Línea 5) y fíbBvgA-  cultivada en condiciones de virulencia (Línea 6). Las 
muestras proteicas transferidas fueron expuestas a un suero policlonal anti AC-Hly.

Análisis del perfil electroforético del lipopolisacárido en los mutantes 
defectivos B&BvgA yBbfla~

El lipopolisacárido (LPS) es una estructura que se encuentra formando la membrana 
externa de las bacterias Gram negativas. A fin de evaluar si la ausencia de BvgA o del 
filamento flagelar habían alterado esta estructura de membrana se analizó el perfil 
electroforético de los LPS extraídos de fíbBvgA y Bbfla~ en fase virulenta y en fase 
avirulenta y se los comparó con los LPS de la cepa parental, también en ambas fases. 
En la figura III.5 se puede observar que el perfil presentado por el mutante Bbfla~ es 
similar al de la cepa parental, tanto en fase virulenta como en fase avirulenta, 
mientras que el mutante BbBvgA~ presenta un perfil similar al de la cepa parental en 
fase avirulenta.
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Antígeno O

Banda A 
Banda B

Figura III.6. Perfil electroforético en geles de poliacrilamida 17.5% p/v de los LPS 
obtenidos de Bb9.73 en fase virulenta (Línea 1), Bbfla~ en fase virulenta^Línea 2), Bb9.73 
en fase avirulenta (línea 3), Bbfla~ en fase avirulenta (Línea 4) y fíbBvgA-  (Línea 5).

Análisis de la expresión de los principales factores de virulencia (AC-Hly, 
FHA y PRN)

Con el fin de verificar que en condiciones de cultivo virulento el muíante Bbfla~ 
expresa los factores de virulencia necesarios para iniciar la infección realizamos un 
análisis semicuantitativo de la expresión de los principales determinantes de virulencia 
mediante el empleo de la técnica de inmunoblot usando antisueros específicos 
policlonales anti-ACHIy, anti-Prn y anti-FHA. Los ¡nmunoblots se realizaron a partir de

Figura III.7. Análisis semicuantitativo de la expresión de los principales factores de 
virulencia y avirulencia de Bb9.73, Bbfla~ y fíbBvgA- . Panel A, SDS-PAGE de los lisados de 
bacterias correspond¡entes a a un total de 108 bacterias de Bb9.73 en fase virulenta (Línea 
1), Bbfla~ en fase virulenta (Línea 2) y fíbBvgA-  (Línea 3). Paneles B a D, Inmunoensayos 
del gel presentado en A empleando como antisuero: anti AC - Hly, Panel B, anti - FHA, 
Panel C y anti - PRN, panel D.
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proteínas totales obtenidas de Usados bacterianos de la cepa muíante y de la parental. 
Como se muestra en la Figura III.7, los diferentes sueros policlonales específicos para 
los factores de virulencia analizados permitieron detectar la presencia de AC-Hly, PRN 
y FHA en Bb9.73 y Bbfla~cultivadas en condiciones de virulencia.

Los mismos ensayos se realizaron con el muíante defectivo en BvgA y en todos los 
casos analizados el muíante no expresó ninguno de los factores (Fig. III.7)

Una vez caracterizados los mutantes a utilizar procedimos a realizar los estudios de 
persistencia en medio líquido y los resultados obtenidos se presentan a continuación.

Análisis de la supervivencia de B. bronchiseptica en cultivos líquidos

Metodología general utilizada en todos los ensayos de supervivencia. Una vez
obtenidos los distintos mutantes a estudiar, realizamos los ensayos de supervivencia 
durante largos períodos de tiempo. Empleamos el medio sintético de Stainer - Scholte 
(406) recomendado para el cultivo de BordeteUa y un medio de escaso contenido en 
nutrientes como el buffer fosfato salino (PBS). En todos los casos, a distintos tiempos 
post - inoculación se analizó el número de unidades formadoras de colonias (UFC) en 
placas conteniendo el medio SS suplementado con sangre (SSs) y en forma 
simultánea se determinó la proporción de bacterias que se encontraban en cada una 
de las fase de virulencia (fase virulenta, fase avirulenta y fase intermedia). Como 
marcador de fase virulenta se evaluó la morfología de las colonias y la presencia de 
halo de hemolisis, producto de la expresión de la toxina adenilato ciclasa-hemolisina 
(AC-Hly). De esta forma clasificamos a las colonias pequeñas con halo de hemolisis 
como de fase virulenta y a las colonias más grandes y planas, sin hemolisis como de 
fase avirulenta. Las colonias que se encontraban en fase intermedia presentaban un 
halo de hemolisis menor que el observado en las bacterias en fase virulenta, y una 
morfología de colonias planas y chatas, similares a la morfología de las colonias en 
fase avirulenta.

Para analizar si la fase observada en los cultivos en placas de SSs se correspondía 
con la presente en el medio de cultivo líquido, evaluamos mediante ensayos de 
Western-blot la expresión de marcadores de avirulencia sobre muestras tomadas 
directamente del medio líquido. Al resultado así obtenido se lo comparó con el referido 
a la hemolisis en las placas de Petri de las colonias provenientes del mismo cultivo 
líquido. Este ensayo consistió entonces en tomar dos alícuotas de dos cultivos líquidos 
en los que se esperaba en uno mayoría de colonias en fase virulenta y en otro 
mayoría de colonias en fase avirulenta. Una alícuota de cada cultivo fue plaqueada en 
medio sólido suplementado con sangre. Con las otras alícuotas de cada uno de los 
cultivos se realizó en forma paralela inmunodetecciones empleando como antisuero 
anticuerpos monoclonales anti-flagelina 15D8 gentilmente cedido por el Dr. Feng 
(116,117). Efectivamente, al cabo de 48 hs de incubación de las placas a 37°C se 
observó que una placa contenía mayoritariamente colonias en fase virulenta (más del 
90 % de las colonias presentaban halo de hemolisis y la morfología característica
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descripta anteriormente) y la otra placa presentaba mayoritariamente colonias en fase 
avirulenta (más del 90 % de las colonias no presentaban halo de hemolisis, además 
de la morfología correspondiente). Se observó además que el cultivo en el cual el 
crecimiento en placa presentaba un porcentaje de colonias avirulentas mayor al 90%, 
en el inmunoblot presentó una banda correspondiente al marcador de fase avirulenta 
flagelina. Para el cultivo en el que el recuento en placas de SSs mostraba más del 
90% de sus colonias en fase virulenta no fue posible detectar mediante el ensayo de 
inmunblotting la presencia de flagelina (Fig. III.8). Estos datos muestran una clara 
correlación entre el estado de virulencia-avirulencia observado en medio sólido y el 
correspondiente al medio líquido.

Figura III.8. Análisis de la expresión de marcadores de fase durante el cultivo de B. bronchiseptica 
en medios líquidos. Alícuotas tomadas de dos cultivos líquidos inoculados cada uno de ellos con 
predominio de una fase de virulencia fueron analizadas en forma simultánea en la expresión de un 
marcador de fase en placas y mediante ensayos de western blot. El plaqueo del cultivo I mostró que 
las colonias obtenidas presentaban mayoritariamente halo de hemolisis indicando la presencia de una 
mayoría de bacterias en fase virulenta. Proteínas totales obtenidas a partir de la lisis de bacterias 
obtenidas de dicho cultivo mostraron falta de reactividad frente al suero monoclonal anti-flagelina 
(Línea 1). Asimismo, el plaqueo del cultivo II mostró un porcentaje mayoritario de colonias carentes 
de halo de hemolisis, es decir en fase avirulenta. En concordancia con este dato, en el ensayo de 
western blot se puede observar claramente el reconocimiento de una banda de aprox. 40 kDa por 
parte del suero monoclonal anti-flagelina (Línea 2).

Análisis de la supervivencia de la cepa parental B. bronchiseptica CIP 9.73 en 
el medio de cultivo sintético de Stainer - Scholte

El análisis de la supervivencia de B. bronchiseptica CIP 9.73 se comenzó utilizando 
el medio de cultivo de composición definida de Stainer -Scholte. Los cultivos en este 
medio fueron iniciados con inóculos de B. bronchiseptica CIP 9.73 en fase virulenta de 
aproximadamente 5. 108 UFC/ml. Se tomaron muestras a distintos días post - 
inoculación para realizar el recuento en placa y los datos obtenidos se muestran en la 
figura III.9. Los mismos son representativos de ocho ensayos independientes. En la 
figura III.9.A se observa la cinética de crecimiento de B. bronchiseptica CIP 9. 73 a 
partir de la cual pudimos calcular que la velocidad de crecimiento es de 0,11 h"1. En la 
misma figura se puede observar que la duración de la fase log es de 
aproximadamente 9 horas a partir de la cual comienza la fase estacionaria con una 
biomasa de 5.109 UFC/ml.
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En la figura III.9.B se puede observar claramente que B. bronchiseptica presenta 
una elevada supervivencia., pudiendo recuperarse bacterias viables en valores 
mayores a 105 unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml) aún a los 63 
días de iniciado el cultivo. Es importante destacar en este punto que no fue adicionado 
medio de cultivo fresco a lo largo de todo el ensayo. En esta misma figura se observa 
que el número de bacterias viables iniciales de 8 108 UFC/ml fue aumentando hasta 
alcanzar un máximo de 8 109 UFC/ml a las 24 hs de cultivo, momento en que el 
cultivo se encuentra claramente en fase estacionaria. A partir del día 3 de iniciado el 
cultivo, el número de células decae a 108 UFC/ml y disminuye el número de bacterias 
viables hasta el día 16 del ensayo, llegando al valor de 103 UFC/ml. En el día 36 
posterior al inicio del cultivo las bacterias viables comienzan nuevamente a dividirse 
hasta alcanzar el valor de 5 104 UFC/ml. Este comportamiento es sorprendente en 
esta situación de agotamiento de nutrientes. Ese número de UFC/ml se mantuvo 
hasta al menos el dia 63 post inoculación.

Al evaluar el estado de virulencia de las bacterias en cada uno de los tiempos

Tiempo (días)

Figura III.9. Supervivencia de B. bronchiseptica 9.73 en el medio líquido de Stainer - 
Scholte. A. Cinética de crecimiento de Bb9.73 evaluada por recuento de células viables por 
mi. B. Curva de persistencia de Bb9.73 en fase virulenta (curva de rombos azules) y en 
fase avirulenta (curva de círculos celestes), y recuento de bacterias totales ( curva de
cuadrados rojos) evaluada por recuento de células viables por mi. C. Distribución porcentual 
de fase virulenta (barras azules) y avirulenta (barras celestes) en los distintos tiempos de 
cultivo.
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analizados (Figura III.9.C) pudimos observar que si bien el inoculo empleado para 
iniciar el cultivo contenía aproximadanente un 90% de las bacterias en fase virulenta 
y un 10% en fase avirulenta, entre el día 5 y 7 del ensayo se pudo observar un 
significativo aumento de bacterias en fase avirulenta pasando a ser la fase 
preponderante del cultivo (entre 80 y 90 %). Esta situación se revirtió a partir del día 
11 post-inoculación, permaneciendo la fase virulenta como la preponderante (valores 
cercanos al 100%) hasta el final del ensayo (entre 35 y 65 días, dependiendo del 
ensayo). Es interesante notar en la figura III.9.B que a partir del día 11 del ensayo las 
bacterias en fase avirulenta se encontraban en valores no detectables mediante el 
recuento en placa. En algunos puntos de los ensayos fue posible detectar una 
pequeña proporción de bacterias en fase intermedia (en todos los casos menor al 
1% ).

Tiempo (días)

Tiempo (días)

Figura III.IO. Supervivencia de 8. bronchiseptica 9.73 en PBS. A. Curva de persistencia 
de Bb9.73 en fase virulenta (curva de rombos azules) y en fase avirulenta (curva de 
círculos celestes) evaluada por recuento de células viables por mi. B. Distribución 
porcentual de fase virulenta (barras azules) y avirulenta (barras celestes) en los distintos 
tiempos de cultivo.
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Análisis de la supervivencia de B. bronchiseptica CIP 9.73 en PBS.
A fin de evaluar la supervivencia de B. bronchiseptica en condiciones de escasez de 

nutrientes, realizamos nuevamente a escala de erlenmeyer cultivos de B. 
bronchiseptica en buffer fosfato salino (PBS). De la misma forma que en los ensayos 
realizados con el medio SS, partimos de inóculos de bacterias en fase virulenta con un 
recuento inicial de 109 UFC/ml. Evaluamos a distintos días post-inoculación el número 
de bacterias viables y en la figura III.10 se observan los resultados obtenidos de 
cuatro ensayos independientes. En esta figura se puede observar que en esta 
condición de cultivo, a partir del inoculo inicial (8 108 UFC/ml) se produjo un descenso 
constante en el número de bacterias viables a lo largo de todos los días ensayados. 
No obstante, el número de UFC/ml se mantuvo en valores elevados de 107 UFC/ml 
aún luego de 30 días de iniciado el cultivo.

En cuanto al estado de virulencia de las bacterias, se pudo observar que si bien en 
esta condición de cultivo no se detectaron marcados cambios de fase a lo largo de 
todos los días analizados, sí se observó que la fase virulenta se mantiene mayoritaria 
a lo largo de todo el cultivo, encontrándose siempre en porcentajes mayores al 60 %.

Los resultados hasta aquí obtenidos podrían reflejar el efecto de un tamaño 
poblacional bacteriano particular que quizás no se presente en cultivos con menor 
número de bacterias. Por otra parte nuestros resultados estarían en principio en 
contradicción con los publicados por Cotter y Miller (1994 y 1997) (83,84), que 
reportaron a la fase avirulenta como la más apta para sobrevivir en condiciones de 
escasez de nutrientes. Esta discrepancia podría deberse en principio a que las 
condiciones de cultivo utilizadas no fueron las mismas. El inoculo empleado por dichos 
autores fue de 103 UFC/ml, mientras que todos nuestros ensayos se iniciaban con 108 
UFC/ml. Para determinar si la densidad celular inicial condiciona la fase en la cual las 
bacterias persisten en estos medios líquidos, en la siguiente etapa de nuestro trabajo 
decidimos evaluar la supervivencia de B. bronchiseptica partiendo de inóculos iniciales 
de 103 UFC/ml tanto en condiciones no limitantes como limitantes en nutrientes.

Análisis de la supervivencia de B. bronchiseptica CIP 9.73 en medios líquidos 
partiendo de inóculos bacterianos bajos

Cuando inoculamos al medio de Stainer-Scholte con una suspensión bacteriana en 
fase virulenta con menor número inicial de UFC/ml que el utilizado anteriormente, 
obtuvimos los resultados que se muestran en la figura III.11. Los mismos son 
representativos de dos ensayos independientes. Partiendo de recuento inicial de 
bacterias viables de 1000 UFC/ml observamos que el número de UFC/ml aumenta 
durante los primeros 4 días, hasta llegar a 109 UFC/ml (Fig. III.11.A). Este número de 
bacterias viables se mantiene por casi 8 días, momento en el cual comienza a 
decrecer lentamente, llegando a valores de 107 UFC/ml a los 30 días de cultivo.

Respecto del estado de virulencia de las bacterias, puede observarse que 
inicialmente hay un 75% de bacterias en fase virulenta pero esta proporción se 
revierte drásticamente y la fase avirulenta pasa a representar el 90% del cultivo,
Tesis Doctoral 2004 Julieta Fernández



Capítulo III 81

manteniéndose por unos 25 días. Al día 27 nuevamente la fase virulenta comienza a 
predominar en el cultivo y aumenta gradualmente hasta llegar a más del 90%, 
manteniéndose hasta el día 33, momento en que finalizamos el ensayo.

Tiempo (días)

Tiempo (días)

Figura III. 11. Supervivencia de B. bronchiseptica 9.73 en medio líquido Stainer - Scholte. 
A. Curva de persistencia de 869.73 en fase virulenta (curva de rombos azules) y en fase 
avirulenta (curva de círculos celestes) evaluada por recuento de células viables por mi. B. 
Distribución porcentual de fase virulenta (barras azules) y avirulenta (barras celestes) en 
los distintos tiempos de cultivo.

Realizamos también los ensayos utilizando el medio limitado en nutrientes (PBS). 
Los datos se presentan en la figura III. 12. Los mismos son representativos de tres 
ensayos independientes. El análisis de los datos de recuento de bacterias muestra que 
en estas condiciones de cultivo, el número de UFC/ml aumenta constantemente a lo 
largo de todo el ensayo, alcanzando luego de 30 días valores entre 105 y 106 UFC/ml.

En estas condiciones de cultivo, la fase virulenta se mantiene en altos porcentajes 
(representando al menos el 60% del cultivo) por unos diez días. A partir del día 13 del 
ensayo la fase avirulenta pasa a ser la mayoritaria, manteniéndose por unos veinte
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días en porcentajes mayores al 80%. Sin embargo, hacia el final del ensayo, 
observamos que nuevamente aumenta la proporción de la fase virulenta, 
representando más del 50% del cultivo.

Tiempo (Días)

Figura III. 12. Supervivencia de B. bronchiseptica 9.73 en PBS. A. Curva de persistencia 
de Bb9.73 en fase virulenta (curva de rombos azules) y en fase avirulenta (curva de 
círculos celestes) evaluada por recuento de células viables por mi. B. Distribución 
porcentual de fase virulenta (barras azules) y avirulenta (barras celestes) en los distintos 
tiempos de cultivo.

Los resultados obtenidos en los puntos anteriores, que muestran a la fase virulenta 
de B. bronchiseptica como la más apta para sobrevivir, sorprenden desde el punto de 
vista cinético ya que ha sido reportado que el tiempo de generación de la fase 
virulenta duplica al de la fase avirulenta (aproximadamente de cuatro horas y dos 
horas, respectivamente) (156).

Pese a esta diferencia en el tiempo de duplicación, y para descartar la influencia de 
la preponderancia de alguna fase en los inóculos, a continuación decidimos realizar
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ensayos de supervivencia partiendo de diferente relación entre bacterias en fase 
virulenta y bacterias en fase avirulenta.

En particular analizamos las siguientes condiciones

a) mayoría inicial de B. bronchiseptica en fase virulenta.

b) mayoría inicial de B. bronchiseptica en fase avirulenta.

Tanto a) como b) fueron evaluadas empleando el medio de cultivo SS.

Análisis de la supervivencia de B. bronchiseptica CIP 9.73 medios líquidos 
partiendo de inóculos bacterianos con predominio de fase virulenta

Los resultados obtenidos a partir del empleo de los cultivos líquidos realizados con

Tiempo (días)

Figura III. 13. Supervivencia de B. bronchiseptica 9.73 en medio líquido Stainer - Scholte. 
A. Curva de persistencia de Bb9.73 en fase virulenta (curva de rombos azules) y en fase 
avirulenta (curva de círculos celestes) evaluada por recuento de células viables por mi. B. 
Distribución porcentual de fase virulenta (barras azules) y avirulenta (barras celestes) en 
los distintos tiempos de cultivo.
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inóculos de B. bronchiseptica con mayoría de bacterias en fase virulenta se muestran 
en la figura III. 13. Los datos son representativos de tres ensayos independientes. En 
dicha figura se puede observar que el número de bacterias viables aumenta desde 
5.108 UFC/ml hasta llegar a 1010 UFC/ml al segundo día post - inoculación. Luego el 
número de bacterias viables por mi comenzó a descender, para estabilizarse en el 
valor de 105 UFC/ml al final del cultivo.

En esta condición en la que los inóculos iniciales se encontraban mayoritariamente 
en fase virulenta, se observó que esta fase disminuía gradualmente su proporción 
inicial hasta llegar a valores del 20 % a los siete días de incubación. Sin embargo, la 
fase virulenta vuelve a ser la mayoritaria entre el noveno y décimo día y es en esta 
fase que la bacteria persistió por largos períodos (Fig. III. 13.B).

Figura III.14. Supervivencia de B. bronchiseptica 9.73 en medio líquido Stainer 
Scholte. A. Curva de persistencia de £69.73 en fase virulenta (curva de rombos 
azules) y en fase avirulenta (curva de círculos celestes) evaluada por recuento de 
células viables por mi. B. Distribución porcentual de fase virulenta (barras azules) 
y avirulenta (barras celestes) en los distintos tiempos de cultivo.
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Análisis de la supervivencia de B. bronchiseptica CIP 9.73 a partir de inóculos 
con predominio de fase avirulenta

Al realizar el cultivo con un inoculo de B. bronchiseptica con la fase avirulenta como 
la mayoritaria, observamos que a partir del inoculo inicial de 109 UFC/ml el número de 
bacterias viables aumentó hasta llegar a 1010 UFC/ml en el día tres después de la 
inoculación. A partir de ese momento el número de bacterias viables por mi presentó 
un descenso, para estabilizarse en 106 UFC/ml al final del cultivo. Los datos 
presentados son representativos de dos ensayos independientes (Fig. III. 14.A).

Con respecto a la proporción que presentan las distintas fases de virulencia, en este 
caso se observa que la preponderancia inicial de la fase avirulenta del inoculo se 
mantuvo sólo por 3 días, ya que a partir del quinto día de incubación la fase virulenta 
comenzó a aumentar su proporción para mantenerse casi en 100 % durante 75 días 
post inoculación (Fig. III.14.B).

Análisis de la supervivencia en medios líquidos de una cepa de B. 
bronchiseptica que se encuentra bloqueada en la fase avirulenta

Para avanzar en el estudio del rol de los factores de avirulencia en la persistencia 
de B. bronchiseptica, decidimos evaluar el comportamiento del mutante fíbBvgA-  
construido por nosotros. Estos ensayos nos permirtieron analizar si la expresión de la 
fase virulenta es necesaria para que B. bronchiseptica persista por largos períodos de 
tiempo en cultivos in vitro. Realizamos ensayos de supervivencia de fíbBvgA-  
utilizando el medio sintético líquido SS. En forma simultánea realizamos ensayos de 
supervivencia utilizando la cepa parental pero modulada (de aquí en más la 
denominamos cepa modulada) a la fase avirulenta. Los datos obtenidos 
representativos de dos ensayos independientes se muestran en la figura III. 15. Como

Fig. III.15. Cinética de crecimiento en el medio líquido de Stainer Scholte de Bb9.73 
(curva de rombos azules) y BbBvgA-  (curva de cuadrados naranjas). Los cultivos fueron 
realizados a 37° C y 160 rpm.
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puede observarse, la supervivencia de fíbBvgA-  y de la cepa modulada presentó un 
comportamiento similar. En los primeros dos días del ensayo para ambos tipos de 
bacterias se produce un aumento de 5 108 a 1 1010 UFC/ml, a partir de allí el número 
de UFC/ml descendió constantemente durante casi todo el cultivo (18-19 días). Es 
así que a partir de los días 18 y 19 post - inoculación no fue posible recuperar 
bacterias viables ni de fíbBvgA-  ni de la cepa modulada. Es importante destacar que 
no fue posible detectar en el cultivo de la cepa parental cambios de fase hacia la fase 
virulenta en ninguno de los días analizados.

Análisis de la supervivencia en medios líquidos de una cepa de B. 
bronchiseptica defectiva en la expresión de un factor de avirulencia

Si bien en los estudios anteriores se observó claramente que la fase avirulenta no 
es la más apta para sobrevivir, quedaba por aclarar si algún factor de avirulencia en 
particular jugaba un rol en la persistencia. Por ello decidimos evaluar el 
comportamiento de un mutante defectivo en la expresión de un único factor de 
avirulencia. Realizamos entonces los ensayos con el mutante Bbfla~. Estos ensayos

Figura III.16. Supervivencia de Bbfla~ en medio líquido Stainer Scholte. A. Cinética de 
crecimiento de Bb9.73 (curva de rombos azules) y Bbfla~ (curva de rombos verdes) 
evaluada por recuento de células viables por mi. B. Curva de persistencia de Bbf/a~en fase 
virulenta (curva de rombos verdes) y en fase avirulenta (curva de círculos amarillos) 
evaluada por recuento de células viables por mi. C. Distribución porcentual de fase virulenta 
(barras verdes) y avirulenta (barras amarillos) en los distintos tiempos de cultivo.
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nos permitieron analizar si la falta de un factor regulado negativamente por el sistema 
de dos componentes BvgAS afecta la cinética de crecimiento y los cambios de fase 
observados en la cepa parental. En la figura III. 16.A se observa la curva de 
crecimiento de Bbfla~~ realizada en paralelo a la de la cepa parental. Los frascos se 
inocularon con una suspensión bacteriana de forma de alcanzar iniciar el cultivo con 5 
108 UFC/ml aproximadamente, y a partir de ahí a distintos tiempos fueron tomadas 
alícuotas a partir de las cuales se determinó el número de unidades formadoras de 
colonias (UFC). Como puede observarse, la cepa mutante Bbfla~ presenta una cinética 
de crecimiento similar a la de la cepa parental, con una duración de la fase logarítmica 
de 9 horas y alcanzando un número máximo de aprox. 5. 109 UFC/ml para ambas 
cepas. La velocidad de crecimiento fue de aproximadamente 0,08 h"1, para el mutante 
en flagelina y de 0,11 h'1 para la cepa parental.

En la figura III. 16.B se observa la curva de persistencia de Bbfla~. En dicho gráfico 
puede observarse que el número de bacterias viables por mi aumentó desde un valor 
inicial de 5 107 a 1 109 UFC/ml en los primeros dos días, para luego mantenerse en un 
valor casi constante de 1 108 UFC/ml durante todos los días del ensayo.

Un aspecto interesante de destacar es que el mutante defectivo Bbfla~ presenta un 
comportamiento diferente al de la cepa parental respecto al estado de virulencia de 
las bacterias a lo largo del cultivo. En particular, se pudo observar que en el inicio del 
cultivo las bacterias se encontraban en un 100 % en fase virulenta, la cual se 
mantiene en un porcentaje mayor al 99 % durante todo el ensayo, que fue analizado 
durante 30 días (Figura III.16.C).

Los resultados obtenidos que se muestran en la figura III. 16 son representativos de 
tres ensayos independientes.

Al realizar los ensayos de persistencia de Bbfla~ en PBS pudimos observar que si 
bien el número de bacterias viables por mililitro descendieron desde el valor inicial de 
1 109 UFC/ml a lo largo de todo el ensayo, al cabo de 48 días aún permanece en 
valores elevados de 5 106 UFC/ml (Fig. III.17). Los datos son representativos de dos 
ensayos independientes.

En esta condición de cultivo, la fase virulenta del mutante defectivo Bbfla' se 
mantuvo en valores mayores al 80% durante todo el ensayo (48 días).
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Tiempo (días)

Figura III.17. Supervivencia de Bbfla~en PBS. A. Curva de persistencia de Bbf\á~ en fase 
virulenta (curva de rombos verdes) y en fase avirulenta (curvas de círculos amarillos) 
evaluada por recuento de células viables por mi. B. Distribución porcentual de fase virulenta 
(barras verdes) y avirulenta (barras amarillas) en los distintos tiempos de cultivo.

Los resultados obtenidos con el muíante Bbfla~ indican que en las condiciones 
estudiadas, el muíante presenta una menor tendencia al cambio hacia la fase 
avirulenta. A fin de analizar si en alguna condición de cultivo podíamos observar un 
comportamiento similar al de la cepa parental, se ensayaron distintas proporciones 
entre bacterias en fase virulenta y avirulenta de Bbfla~ en el inoculo inicial de los 
ensayos. De esta forma pudimos obtener una curva similar a la presentada por la 
cepa parental cuando utilizamos un inoculo con un 30% de las bacterias en fase 
avirulenta. Los datos presentados en la figura III. 18 son representativos de dos 
ensayos independientes. En la curva de persistencia podemos observar que a partir 
del inoculo inicial de 5 108 UFC/ml se produjo un aumento en las primeras 24 horas 
del cultivo hasta llegar al valor de 5 109 UFC/ml. A partir de ese momento disminuyó 
el número de bacterias viables hasta llegar a 5 105 UFC/ml en el día 8 post - 
inoculación.
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Con respecto a la proporción de fases, al inicio del cultivo la fase virulenta 
representaba el 30% de las bacterias viables, porcentaje que comenzó a descender en 
los primeros días. En el día 3 del cultivo la fase avirulenta fue la mayoritaria, llegando 
a representar el 100% del cultivo en el día 5. A partir del día 7 la fase virulenta 
comenzó a aumentar su proporción nuevamente para ser la mayoritaria en el último 
día analizado.

Figura III.18. Supervivencia de Bbfla~ en medio líquido Stainer Scholte. A. Curva de 
persistencia de Bbf\á~ en fase virulenta (curvas de rombos verdes) y en fase avirulenta 
(curva de círculos amarillos) evaluada por recuento de células viables por mi. B. 
Distribución porcentual de fase virulenta (barras verdes) y avirulenta (barras amarillos) en 
los distintos tiempos de cultivo.

Búsqueda de señales inductoras de predominio de fase avirulenta a fase 
virulenta en sobrenadantes de cultivo

Los resultados obtenidos hasta el momento indican, a diferencia de reportes 
previos, que la fase virulenta es la más apta para persistir por largos períodos de 
tiempo en las condiciones estudiadas. Más aún, en el transcurso de los cultivos se
Tesis Doctoral 2004 Julieta Fernández



Capítulo III 90

observaron cambios en el predominio de las fases de virulencia. Estos cambios 
podrían deberse a la aparición durante el cultivo de algún componente que actuara 
como señal del sistema BvgAS provocando un cambio de fase.

Para analizar esta posibilidad obtuvimos sobrenadantes de cultivos en los que se 
había observado un cambio en el predominio de fase, en particular se eligió aquel que 
pasó de un predominio de fase avirulenta hacia uno de fase virulenta. Es decir que si 
existiera alguna señal, ésta induciría el cambio desde una fase avirulenta hacia una 
virulenta.

Mediante centrifugación y posterior filtrado por membranas de bajo pegado de 
proteínas obtuvimos un sobrenadante libre de células que fue analizado en su 
capacidad de inducir un cambio de fase sobre un inoculo fresco de B. bronchiseptica 
que contenía aproximadamente un 50% de las bacterias en cada una de las fases. 
Esta relación entre fase virulenta y avirulenta se eligió a fin de que en caso de 
producirse algún cambio en el predominio de las fases éste se pudiera observar aún 
cuando existiera sólo una subpoblación sensible a la señal. Al encontrarse ambas 
fases de virulencia igualmente representadas al inicio del ensayo, un cambio en el 
predominio de cualquiera de ellas contaría con una mayor probabilidad de ser 
detectado.

Una vez inoculado el sobrenadante con B. bronchiseptica en esa distribución de 
fases de cultivo (A), a diferentes horas post inoculación se tomaron alícuotas para 
realizar el recuento de UFC y para determinar el porcentaje de cada una de las fases 
de virulencia. Como controles se utilizaron:

B. un sobrenadante proveniente de un cultivo de B. bronchiseptica que se encontraba 
mayoritariamente en fase virulenta, antes y después de obtenido el sobrenadante.

C. sobrenadante de un cultivo que se encontraba mayoritariamente en fase 
avirulenta, antes y después de obtenido el sobrenadante.

D. medio de cultivo SS fresco.

B, C y D se sembraron con el mismo inoculo que el sobrenadante de interés, es decir 
con un inoculo con una distribución de fase 50% de fase virulenta y 50% de fase 
avirulenta. A partir de estos cultivos se tomaron muestras en forma simultánea. Los 
datos obtenidos de estos ensayos se muestran en las figuras III.19 y III.29. Pudimos 
observar que el sobrenadante que presumiblemente contiene una señal, si bien no 
indujo un cambio de fase en el inoculo fresco, logró mantener la proporción inicial de 
fases virulenta y avirulenta durante las aproximadamente 10 horas analizadas. 
Llamativamente, el sobrenadante B presentó un comportamiento similar, 
manteniendo la proporción entre las fases. Por el contrario, tanto el sobrenadante C 
como el medio SS fresco (D) no lograron mantener la proporción inicial entre las 
fases, y la fase avirulenta pasó a ser la mayoritaria luego de 10 horas de contacto.
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Aunque las curvas de crecimiento de estos ensayos presentaron diferencias entre sí, la 
distribución de fases no resultó modificada por dicha discrepancia (Fig. 111.20).

Estos datos sugieren que existe alguna señal que permite al menos el 
mantenimiento de la fase virulenta. Para tratar de determinar si la señal presente en 
los sobrenadantes de cultivo es de naturaleza proteica y de un tamaño particular, 
realizamos un ensayo preliminar con los siguientes tratamientos sobrenadante A 
utilizado en el ensayo anterior:

- tratamiento con proteinasa durante 30 minutos a 37° C

- filtrado por membrana de corte 30 kDa y ensayo sobre la solución filtrada 

Luego de realizar estos tratamientos, los sobrenadantes fueron evaluados 
nuevamente en su capacidad para inducir un cambio de fase en un inoculo fresco de 
B. bronchiseptica. El inoculo utilizado contenía sólo un 10 % de las bacterias viables 
en fase avirulenta, en lugar del 50% esperado por nosotros. Sin embargo, fue posible 
observar diferencias en el comportamiento de los distintos cultivos. Como controles se 
utilizó el sobrenadante sin tratamiento y medio de cultivo SS fresco. En los mismos 
pudimos observar que la fase virulenta lograba mantener su proporción solamente en 
el sobrenadante sin tratamiento. Es decir, tanto el tratamiento con proteinasa como el 
filtrado con la membrana de corte de 30 kDa parecen haber eliminado a la señal 
inductora. Estos resultados, si bien son preliminares, indicarían la presencia de una

Tiempo (Horas) Tiempo (Horas)

Figura III.19. Distribución porcentual de fase virulenta (barras azules) y avirulenta (barras celestes) 
a distintos tiempos post - inoculación utilizando como medio de cultivo: sobrenadante de un cultivo 
donde se produjo el cambio en el predominio de fase avirulenta a fase virulenta (A), sobrenadante 
proveniente de un cultivo que se encontraba mayoritariamente en fase virulenta, antes y después de 
obtenido el sobrenadante (B), sobrenadante de un cultivo que se encontraba mayoritariamente en 
fase avirulenta, antes y después de obtenido el sobrenadante (C) y medio de cultivo SS fresco (D)
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señal de naturaleza proteica de un tamaño mayor a 30 kDa que se produce durante el 
cultivo.

Fig. III.20. Determinación del recuento de bacterias viables en fase virulenta (curva de 
rombos azules ) y en fase avirulenta (curva de círculos celestes) a distintos tiempos post - 
inoculación utilizando como medio de cultivo: sobrenadante de un cultivo donde se produjo 
el cambio en el predominio de fase avirulenta a fase virulenta (A), sobrenadante 
proveniente de un cultivo que se encontraba mayoritariamente en fase virulenta, antes y 
después de obtenido el sobrenadante (B), sobrenadante de un cultivo que se encontraba 
mayoritariamente en fase avirulenta, antes y después de obtenido el sobrenadante (C) y 
medio de cultivo SS fresco (D)
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Discusión

Como hemos descripto en la introducción de este Capítulo, Bordetella 
bronchiseptica, a diferencia del resto de las especies del género causantes de 
patologías en humanos, es capaz de sobrevivir en ambientes naturales en condiciones 
de escasez de nutrientes (334) y suelo (295). Esta característica resulta de interés 
desde el punto de vista epidemiológico, ya que en esas condiciones el patógeno podría 
diseminarse ampliamente entre la población susceptible, ya sea animales 
domesticados o de granja e incluso el hombre. Si bien en varios trabajos se reporta 
que B. bronchiseptica puede sobrevivir incluso hasta 6 meses en buffer fosfato (PBS), 
la hipótesis sobre la mayor adaptabilidad de la fase avirulenta a dichas condiciones 
cuenta con pocos resultados que la apoyen (334). Sólo Cotter y Miller en 1994 
observaron que en PBS la fase avirulenta era la única capaz de sobrevivir hasta el día 
8 post inoculación (83). Con el objetivo de analizar la sobrevivida de B. bronchiseptica 
en distintas fases de virulencia y a tiempos largos de incubación decidimos realizar a 
escala de laboratorio cultivos en medios líquidos empleando diferentes cepas: una 
cepa de B. bronchiseptica de colección capaz de experimentar en forma reversible el 
cambio de fase (BÓ9.73), un mutante defectivo en su capacidad de cambiar de fase, 
de forma que se encuentra siempre en fase avirulenta (BbBvgA- ), y un mutante 
defectivo en la expresión de un único factor de avirulencia, la falgelina (Bbfia~). Con 
estas cepas realizamos primeramente una serie de ensayos que nos permitieron 
confirmar que los resultados obtenidos no se debieron a un efecto colateral de la 
mutación sino a la mutación misma.

Para cada una de las cepas analizamos sobrevida en diferentes condiciones 
nutricionales. Así, para la cepa parental B. bronchiseptica CIP 9.73 que contiene el 
sistema BvgAS de transducción de señales intacto, observamos que tanto en el medio 
de cultivo sintético de Stainer-Scholte (SS) como en condiciones de escasez de 
nutrientes utilizando el buffer fosfato salino (PBS) como medio de cultivo, B. 
bronchiseptica persiste durante largos períodos de tiempo (hasta 75 días). Este 
resultado, que fue independiente del número de bacterias presentes al inicio del 
cultivo, es llamativo por no haberse agregado en ningún caso nuevos nutrientes. No 
sólo no se agregaron nuevos nutrientes sino que además ambas condiciones de 
cultivo carecen de fuente de carbono y de energía: para el cultivo en PBS, la carencia 
es desde el inicio del cultivo y para el medio SS la fuente de carbono y energía que es 
el glutamato, se agota a las 40 horas de cultivo (359). Varias hipótesis podrían 
explicar este comportamiento, entre ellas que la bacteria sintetice en condiciones de 
desbalance de fuentes de C, N y energía compuestos de reserva que luego sean 
utilizados en condiciones de escasez, que los componentes liberados de la lisis celular 
puedan ser utilizados como nutrientes por las bacterias que permanecen viables, o 
que como en otras bacterias, se dispare la denominada respuesta estricta (stringent 
response). Hasta el presente no se cuenta con datos que avalen una u otra 
posibilidad. En Escherichia coli y otras bacterias Gram negativas la respuesta
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determinado el fenómeno de respuesta estricta mediado por el aumento intracelular 
de dos guaninas polifosfato, guanosina 3 '-difosfato, 5 '-trifosfato (pppGpp) y 
guanosina 3 ',5 '-bispirofosfato (ppGpp) (69). Estos nucleótidos son sintetizados por la 
fosforilación de GDP y GTP por una enzima constituyente del ribosoma denominada 
Reí A. Cuando existen niveles aceptables de aminoácidos, el ppGpp por medio de una 
3’ fosforilasa denominada Spo T se convierte en el intermediario normal GDP. El 
ppGpp tendría un rol regulatorio global actuando a nivel transcripcional, mediante una 
interacción directa con la ARN polimerasa presumiblemente induciéndole un cambio 
conformacional de forma de modificar la selectividad de la enzima por los promotores. 
Así las bacterias frente a la escasez de nutrientes adoptan un estado fisiológico 
caracterizado por la disminución en la síntesis de ácidos nucleicos y proteínas y el 
aumento simultáneo de la degradación de proteínas y la síntesis de aminoácidos. En 
varias bacterias Gram negativas, como E. coli, Salmonella spp y Shigella ppGpp y 
pppGpp estimula la acumulación de polifosfato inorgánico (Poli P) (226). Este 
polifosfato inorgánico también participaría en la supervivencia de estas bacterias por 
largos períodos de tiempo (215,346). A través de ambos compuestos la bacteria se 
adapta a la situación de estrés y se protege de un crecimiento deficiente.

Estos mecanismos de adaptación a la escasez de nutrientes no han sido hasta el 
momento explorados en el genero Bordetella. Sin embargo, en la secuencia completa 
del genoma de B. bronchiseptica recientemente publicado, se encuentran los genes 
que codifican para las enzimas que participan tanto de la respuesta estricta (RelA y 
SpoT) como de la síntesis de polifosfato (enzima ppk) (187), por lo tanto es esperable 
que estos mecanismos y otros aún no descriptos jueguen un rol fundamental en la 
alta supervivencia reportada en B. bronchiseptica.

Otro aspecto a destacar es que en todas las condiciones de cultivo ensayadas para 
la cepa parental, la fase virulenta fue la predominante a tiempos largos de cultivo. 
Este resultado se obtuvo de manera independiente de la proporción de fases de 
virulencia presente en el inoculo inicial. Como caso extremo en la proporción de las 
diferentes fases analizamos cultivos iniciados con el 100% de las bacterias moduladas 
en fase avirulenta. Incluimos en esta etapa el análisis del comportamiento de un 
muíante bloqueado en fase avirulenta construido por nosotros y que denominamos 
fíbBvgA- . Si bien en ambos casos los cultivos se iniciaban con bacterias en fase 
avirulenta sólo en la primera situación las bacterias conservaban su capacidad de 
cambiar de fase. Al analizar el número de bacterias viables por mililitro a lo largo de 
diferentes tiempos, observamos que tanto para la cepa modulable como para la 
bloqueada, el número de UFC/ml desciende a lo largo del ensayo hasta llegar a no 
detectarse bacterias viables después de los 20 días post - inoculación. Estos 
resultados muestran que las bacterias en fase avirulenta no son capaces de sobrevivir 
en las condiciones de cultivo ensayadas. Además, el hecho de que la cepa modulable 
no pase a la fase virulenta, que es la más adaptada para sobrevivir, sugiere que para 
que ello ocurra es necesaria la presencia de esta fase, al menos en una pequeña 
proporción.
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Avanzamos además en el análisis de la influencia de un factor de avirulencia sobre 
el comportamiento de supervivencia observado en los cultivos. Para ello evaluamos la 
supervivencia in vitro de un muíante defectivo en la expresión de factor de avirulencia 
flagelina, Bbfia~. Los resultados obtenidos muestran que al igual que la cepa parental, 
el muíante defectivo Bbfla~ sobrevive por largos períodos. En relación a la variación 
de la proporción de fases a lo largo del cultivo, Bbfla~ presenta una menor tendencia 
a cambiar el predominio de fases que la cepa parental ya que la fase virulenta fue la 
preponderante en todos los tiempos analizados, durante 30 días de cultivo. Así, para 
lograr detectar el cambio entre las proporciones de fases en cultivos líquidos de Bbfla~ 
fue necesario utilizar un inoculo con mayor proporción de bacterias en fase avirulenta 
(30%) que el utilizado en la cepa parental (10%). Esta diferencia de comportamiento 
podría deberse por un lado, a que la ausencia del filamento en el aparato flagelar de 
Bbfla~ podría inducir un cambio a nivel de la membrana bacteriana. Esta alteración a 
nivel de membrana podría dificultar que el microorganismo sense alguna señal que 
induzca el cambio de fase. O bien, es posible suponer que el cambio hacia la fase 
avirulenta se induzca a fin de que el flagelo se exprese. En el caso de Bbfla~ dicho 
cambio no ocurriría ya que no es capaz de expresar el flagelo.

El comportamiento observado en nuestros ensayos resulta sorprendente ya que la 
fase avirulenta era considerada la más apta para persistir en condiciones de escasez 
de nutrientes. Cotter y Miller (1994) obtuvieron dicho resultado en cultivos en PBS de 
Bordetella bronchiseptica en los cuales la cepa parental era incapaz de persistir más 
de 2 o 3 días post-inoculación y un muíante bloqueado en la fase avirulenta de la 
bacteria lograba sobrevivir los ocho días del ensayo (83,84). Sin embargo, estos 
autores no analizaron la persistencia más allá del octavo día post - inoculación. Ha 
sido reportado que B. bronchiseptica es capaz de persistir en PBS y en agua 
proveniente de lagos naturales al menos durante seis meses, con valores elevados de 
bacterias viables (106 UFC/ml) (334). Sin embargo, en el citado trabajo no se hace 
referencia a cuál es la fase de virulencia que recuperaron luego del prolongado cultivo. 
Nuestros ensayos han permitido avanzar en el conocimiento de este aspecto pues 
analizamos el estado de virulencia de las bacterias en períodos largos de sobrevida en 
condiciones de escasez de nutrientes.

Con el objetivo de comenzar a indagar en los posibles mecanismos involucrados en 
la persistencia de B. bronchiseptica, decidimos focalizar nuestros estudios en los 
cambios en el predominio de las fases virulenta y avirulenta observados en el 
transcurso de los cultivos antes descriptos. Nuestro interés se centró particularmente 
en estudiar el cambio desde la fase avirulenta hacia la fase virulenta, dado que es la 
fase que persiste por largos períodos de tiempo. El fenómeno reversible de cambio de 
fase experimentado por Bordetella es inducido por señales externas sensadas por el 
sistema de dos componentes BvgAS. Por lo tanto planteamos la posibilidad de que 
también existiera alguna señal en el medio extracelular que participe en el cambio 
entre la proporción de fases observado a lo largo de los cultivos. Así, obtuvimos 
sobrenadantes de cultivos que a las 24 horas cambiaban de un predominio de fase
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avirulenta a uno de fase virulenta. Es decir, de existir alguna señal ésta induciría el 
cambio de predominio de la fase avirulenta hacia la fase virulenta. Para analizar este 
aspecto, el sobrenadante así obtenido libre de células fue inoculado con una 
suspensión bacteriana que contenía 50% de las bacterias en cada una de las fases de 
virulencia. Como se observa en la figura III.18 al cabo de 10 horas el cultivo mantiene 
la proporción de fases inoculadas. El mismo resultado se obtuvo al utilizar el 
sobrenadante de un cultivo que presentaba la mayoría de sus bacterias en fase 
virulenta, antes y después de obtenido el sobrenadante. Al utilizar este mismo inoculo 
para iniciar un cultivo en medio SS fresco o al sobrenadante de un cultivo que se 
encontraba mayoritariamente en fase avirulenta, la proporción inicial de fases no se 
mantuvo y, por el contrario, la fase avirulenta pasó a ser la mayoritaria. Estos 
resultados indicarían que efectivamente existe una señal en el sobrenadante de los 
cultivos que induce la presencia de la fase virulenta en el cultivo. Esta señal podría 
estar mediada por un fenómeno de quorum sensing, de forma que un determinado 
número de bacterias induzca una mayor persistencia de la fase virulenta, o un cambio 
desde fase avirulenta a virulenta. Este comportamiento derivaría en que la población 
bacteriana se encuentre mayoritariamente en fase virulenta, y de esta forma logre 
persistir por largos períodos de tiempo.

Todos los resultados hasta aquí obtenidos muestran claramente a la fase virulenta 
como la más adecuada para sobrevivir por largos períodos en condiciones de estrés 
nutricional. En concordancia con este dato, los ensayos realizados partiendo de 
bacterias en fase avirulenta mostraron que las bacterias en dicha fase mueren luego 
de los 20 días de la inoculación. Más aún, la falta de un único factor de avirulencia no 
afecta la sobrevida de la cepa parental. En relación a los cambios de predominio de 
fases a lo largo de cultivo, el mismo parece responder a la presencia de señales de 
naturaleza proteica sintetizadas cuando se alcanza cierto nivel poblacional de 
bacterias en una fase particular.
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INTRODUCCIÓN

En el capítulo anterior, con la realización de los estudios in vitro, hemos podido 
determinar que B. bronchiseptica es capaz de sobrevivir en condiciones de escasez de 
nutrientes por largos períodos en fase virulenta. Este resultado, sorprendente por 
alejarse de la hipótesis más aceptada sobre mostrar a la fase avirulenta como la más 
capacitada para sobrevivir, se vio apoyado por los resultados obtenidos en los ensayos 
empleando a mutantes bloqueados en fase avirulenta, que mostraron justamente lo 
contrario a dicha hipótesis. Más aún, pudimos observar que la falta de un factor de 
avirulencia no modifica en ningún aspecto la capacidad de persistir de B. 
bronchiseptica. Sin embargo como hemos descripto, todos estos datos corresponden a 
ensayos in vitro que no pueden generalizarse a lo que ocurre in vivo. Es por ello que 
en esta etapa de nuestro trabajo abordamos este aspecto focalizándonos 
fundamentalmente en el estudio del rol que juegan los factores de avirulencia en el 
ciclo de B. bronchiseptica y en particular en la persistencia de este patógeno en el 
hospedador. En particular analizamos el comportamiento de bacterias defectivas en la 
expresión de un marcador de avirulencia específico. Elegimos para estos estudios a la 
flagelina por ser parte un componente bacteriano, el flagelo, que en diversos 
patógenos juega un rol esencial en la interacción de la bacteria con el hospedador 
(198,207,245,292,384,402,434,448). Además es una proteína fácilmente detectable 
por técnicas sencillas de laboratorio, bien caracterizada, cuya síntesis y función se 
conocen muy bien. La construcción de este mutante al que denominamos Bbfla' fue 
realizada por nosotros y los pasos seguidos para su obtención se describieron con 
detalle en el capítulo anterior.

A continuación y para facilitar la comprensión de los resultados que presentaré en 
este capítulo haré un breve resumen del conocimiento general de los diferentes 
componentes del flagelo y de su síntesis para luego abordar el estado del 
conocimiento de este componente en B. bronchiseptica en particular.

Flagelo: estructura
El flagelo de las bacterias es una estructura proteica compleja que está 

ampliamente distribuido entre las distintas especies de bacterias (más del 80% de las 
especies bacterianas conocidas presentan esta organela, incluyendo varias Archea 
flageladas). Estas estructuras, cuyo número varía típicamente entre 5 a 10 por célula, 
pueden disponerse en forma azarosa sobre la superficie de la bacteria y en ese caso 
se llaman flagelos perítricos o pueden ser polares (simples o múltiples). Algunas 
especies, como Vibrio parahaemolyticus y Azospirillum brasilense presentan una 
flagelación mixta en la misma célula (404).

Entre los sistemas flagelares mejor descriptos para las bacterias Gram negativas se 
encuentran los de Salmonelia tiphymurium y Escherichia coli, que a su vez presentan 
una alta homología entre sí (259). La descripción de la estructura del flagelo que
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presento a continuación corresponde al de estas especies, que han sido tomadas 
como modelos.

El flagelo consiste de tres componentes principales que se han denominado: el 
cuerpo basal, el codo o gancho y el filamento (Fig. IV. 1). El filamento y el codo son

FliD (HAP2)

FliC(flagelina)

FlgL(HAP3)

FlgK(HAPl)
Filamento

Unión
Gancho - Filamento

Anillo L 

Anillo P

Membrana
externa

Capa de peptidoglicano

Membrana
interna

Anillo S 

Anillo M

Anillo C

FlhA, FlhB, FliH, Flil, 
FliO, FliP, FliQ, FliR Aparato de exportación tipo III

Figura IV. 1.Representación esquemática de la estructura del flagelo. Cada proteína está 
indicada con un color diferente. Adaptado de Yonekura y colaboradores (2002) (466).
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extracelulares y el cuerpo basal se encuentra inmerso en la membrana celular.

El cuerpo basal es una estructura compleja formada por un cilindro y dos pares de 
anillos: uno exterior y otro interior (Fig. IV.1). Los dos anillos exteriores se denominan 
L y P. El anillo L debe su nombre a que se encuentra en la membrana externa, 
compuesta principalmente por lipopolisacárido, y está constituido por la proteína FlgH. 
El anillo P se halla inmerso en la membrana bacteriana formada por peptidoglicano 
(de allí su designación) y está formado por la proteína Flgl. Los dos anillos interiores 
se denominan S y M. El anillo S está en el espacio periplásmico, inmediatamente por 
encima de la membrana plasmática y el M está inmerso en dicha membrana, de hecho 
ambos anillos son dominios de una misma proteína (FliF) y por ello se lo denomina 
actualmente anillo MS. El cilindro del cuerpo basal está formado por cinco proteínas 
(FlgB, FlgC, FlgF, FlgG y FlgJ) y atraviesa el interior de este conjunto de anillos, 
conectándolos entre sí. La proteína FlgJ ha sido propuesta como "tapa" del cilindro y 
también posee una actividad muramidasa que disolvería la membrana de 
peptidoglicano, permitiendo de esta forma el ensamblaje del cilindro y su pasaje hacia 
el espacio periplásmico. De esta manera el cilindro queda unido por su porción 
terminal al anillo MS y por su extremo distal con el codo del flagelo.

El cuerpo basal es considerado una estructura pasiva del flagelo que actúa de 
soporte de la proteínas implicadas en el mecanismo de rotación. El flagelo puede rotar 
gracias a la presencia de un motor reversible que obtiene su energía a través de 
fuerza protomotriz. Este motor está formado por las proteínas FliG, FliM y FliN y se 
encuentra por debajo del anillo MS. Estas proteínas configuran un quinto anillo (anillo 
C) que se encuentra del lado citoplasmático, conectadas al anillo MS (130). Asimismo 
existen dos proteínas rodeando al cuerpo basal, a modo de empalizada cilindrica: 
MotA y MotB. El extremo C-terminal de MotB se encontraría anclado a la membrana a 
través de un dominio de unión a peptidoglicano y las cuatro hélices hidrofóbicas de 
MotA interaccionarían con la región N-terminal de MotB para formar un canal que 
permite el pasaje de protones a través de la membrana plasmática. De esta manera 
se forma el complejo de soporte del motor con composición MotA4MotB2, de los cuales 
hay al menos ocho en cada flagelo (40).

El codo es una estructura corta, curvada y hueca que conecta el cuerpo basal con 
el filamento. Está formado por subunidades de la proteína FlgE, que se disponen en 
forma de hélice generando un canal interior circunscripto por 11 subunidades De esta 
forma existen 11 fibrillas dispuestas en forma casi perpendicular al eje del codo, de 
manera que se genera macroscópicamente una forma de hélice en toda la estructura. 
Distintos cambios fisiológicos, como pH o fuerza iónica, permiten que se formen una 
variedad de hélices diferentes en las que se modifica la distancia entre las distintas 
subunidades, dando lugar a estructuras polimórficas. La forma curvada característica 
del codo se debe a que su corta longitud determina que se forme menos de media 
vuelta de hélice.

En el extremo distal del codo se encuentran las proteínas FlgK y FlgL que regulan la 
longitud de esta estructura y conectan el codo con el filamento flagelar. Estas
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proteínas participarían en la transmisión del torque al filamento durante el 
movimiento del flagelo (119).

El filamento está conectado a la célula a través del codo, y está estructuralmente 
relacionado con el mismo, pero está formado por subunidades de otra proteína, la 
flagelina. La secuencia de la flagelina puede dividirse en tres regiones: los dominios 
N- y C- terminales y la región central. Los dominios N- y C- terminales son los 
responsables de la interacción entre las distintas subunidades de flagelina y de su 
polimerización. El dominio central es el más inmunogénico y además en S. 
typhimurium es metilado post-transcripcionalmente por la proteína FliB. Hasta el 
momento no se conoce la función de esta metilación, ya que los mutantes defectivos 
en FliB producen flagelos funcionales.

En el extremo distal del filamento se encuentra la proteína FliD, que actúa como 
"tapa" del mismo (ver más abajo).

El filamento comparte con el codo la capacidad de presentar polimorfismos que le 
permiten a la bacteria moverse de diversas formas. La explicación de este 
polimorfismo es similar a la descripta para el codo, las subunidades de flagelina se 
disponen también en 11 fibrillas generando la forma de hélice en toda la estructura. 
Dependiendo de la distancia relativa entre las subunidades de flagelina en un mismo 
filamento se generan las distintas variantes del filamento. Hasta el momento se han 
descripto 9 variantes del filamento que incluyen 2 formas derechas y diversas formas 
con giro hacia la derecha y con giro hacia la izquierda a las cuales se las ha clasificado 
como "normal", "rizado", "enrollado", etc. La forma normal es la más estable en 
condiciones fisiológicas, tiene giro hacia la izquierda y la variante utilizada para el 
movimiento de propulsión. La interconversión entre las distintas variantes puede 
ocurrir como respuesta a distintas señales e incluso mediante fuerzas mecánicas. Este 
último caso es muy importante en el movimiento caótico del microorganismo ya que 
le permite reorientarse y cambiar de dirección (259).

Biosíntesis de los diferentes componentes del flagelo. Regulación.
La formación del flagelo en E. coli y S. typhimurium implica la participación de casi 

50 genes, que se encuentran distribuidos en 15 y 17 operones respectivamente (404). 
La expresión de estos genes está organizada en una cascada regulatoria jerárquica de 
tres niveles o clases. El operón Clase I u Operón Maestro se encuentra en lo más alto 
de la jerarquía flagelar y consta de dos genes, flhC y flhD, ambos necesarios para la 
expresión de todos los genes del reguión flagelar. Las proteínas FlhC y FlhD son 
activadores transcripcionales del resto de los operones. Si bien se desconoce el 
mecanismo molecular que determina la expresión del operón maestro, en E. coli es 
activado por AMP cíclico, a través de la unión de una proteína activada por catabolito 
(CAP) a una región específica del promotor y una interacción directa del complejo 
AMPc-CAP con la ARN polimerasa. Los operones Clase II incluyen la mayor parte de 
los genes de proteínas estructurales del cuerpo basal (las familias de proteínas Fli y 
Flg, entre otras), y el gen fiiA, que codifica para un factor sigma alternativo (a28).
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La expresión de los operones Clase III son regulados positivamente por FliA (a28) y 
en forma negativa por un factor anti-a28, FlgM. Los genes de Clase III incluyen los 
genes que codifican el mencionado factor anti-a28 (FlgM), las proteínas que participan 
de la quimiotaxis, del motor flagelar, y proteínas estructurales de codo y el flagelo, 
como las proteínas FliD, FlgK, y la flagelina (FliC).

El operón que codifica para la proteína FliD del filamento está bajo el control de los 
promotores Clase II y Clase III.

Tabla IV. 1: Genes involucrados en la biosíntesis del sistema flagelar de E. coli y S. 
typhimurium. _______________________ __________ ________________________

Gen Función del producto o 
estructura Gen Función del producto o 

estructura

flgN Chaperona del sistema 
secreción

de motA Rotación del motor

flgM Anti- factor ct28 motB Rotación del motor

flgA Ensamblaje del anillo P FlhC Regulador positivo de la expresión 
génica

flgB Cilindro del cuerpo basal FlhD Regulador positivo de la expresión 
génica

flgC Cilindro del cuerpo basal fUA
Factor a28 para expresión de genes 
Clase III

flgD Tapa del codo fliBs Metilación de la flagelina
flgE Codo fliC Flagelina
flgF Cilindro del cuerpo basal fliD Tapa del filamento

flgG Cilindro del cuerpo basal fíiS
Chaperona del sistema de 
secreción que participa en la 
elongación del filamento.

flgH Anillo L del cuerpo basal fliT Chaperona del sistema de 
secreción

flg l Anillo P del cuerpo basal fliE Secreción hasta el espacio 
periplásmico

flg j Supuesta tapa del cilindro 
cuerpo basal y muramidasa

del fliF Anillo MS del cuerpo basal

flgK Adaptador entre el codo y 
filamento

el fliG Regulador del motor

flgL Adaptador entre el codo y 
filamento

el fliH Inhibidor de Flil

flhE desconocido f lil ATPasa del sistema de secreción
flhA Sistema de secreción fliJ Sistema de secreción
flhB Sistema de secreción fliK Control del largo del codo
cheZ Fosfatasa de CheY fliL Proteina asociada al cuerpo basal
cheY Regulador del sentido de giro fliM Regulador del motor
cheB Enzima del quimioreceptor fUN Regulador del motor
cheR Enzima del quimioreceptor FliO Sistema de secreción
tapE Quimioreceptor FliP Sistema de secreción
tar Quimioreceptor FliQ Sistema de secreción

FliR Sistema de secreción
Adaptado de Macnab, R. M. 1996. Flagella and motility, p. 123-145. In F. C. Neidhardt, R. Curtiss III, J. 
L. Ingraham, E. C. C. Lin, K. B. Low, B. Magasanik, W. S. Reznikoff, M. Riley, M. Schaechter, and Fl. E. 
Umbarger (ed.), Escherichia coli and Salmonella: cellular and molecular biology, 2nd ed. ASM Press, 
Washington, D.C.

Tesis Doctoral 2004 Julieta Fernández



Capítulo IV 102

Ensamblaje del flagelo.
El ensamblaje del flagelo, a diferencia de otros filamentos bacterianos como las 

fimbrias, ocurre desde dentro hacia afuera, comenzando por el cuerpo basal, 
avanzando hacia el codo y finalmente hasta el filamento (119). Esta forma de 
ensamblaje requiere de un proceso ordenado y secuencial que puede ser explicado en 
parte teniendo en cuenta el control transcripcional secuencial descripto en la sección 
anterior.

La estructura que primero se forma es el anillo MS, para ello subunidades de la 
proteína FliF se autoensamblan. Luego del ensamblaje del anillo MS, se incorporan la 
proteínas FliG, FliM y FliN, formando el anillo C. La formación del cilindro del cuerpo 
basal depende del correcto ensamblaje de estos dos anillos (MS y C). Sin embargo, el 
mecanismo mediante el cual la célula selecciona el número y la ubicación de estos 
anillos es desconocido. Las proteínas de los anillos externos P y L se sintetizan como 
precursores provistos de péptidos señal en sus extremos N-terminales, que son 
escindidos al atravesar la membrana plasmática. De esta manera queda formada una 
estructura con geometría de hueco central a través del cual son secretados el resto de 
los componentes del sistema. El cilindro del cuerpo basal, que conecta los anillos MS y 
C formados en primer lugar, es ensamblado a continuación por mecanismos no del 
todo comprendidos. El codo y el filamento tienen un crecimiento distal, es decir que 
las subunidades de las proteínas que los forman pasan por el interior del cilindro, del 
codo y / o del filamento, dependiendo del grado de avance que tenga la estructura, 
hasta llegar al extremo en crecimiento. Primero se forma el codo, por polimerización 
de la proteína FlgE. Durante esta adición se encuentra permanentemente en el 
extremo del codo la proteína FlgD, que actúa como "tapa" durante el ensamblaje. Sin 
embargo, FlgD tiene una función temporaria, ya que luego es reemplazada por las 
proteínas de unión entre el codo y el filamento, FlgK y FlgL (466). A continuación debe 
ensamblarse el filamento del flagelo. Para ello se posiciona en el extremo la tapa del 
filamento, FliD, que controla el correcto ensamblaje de las subunidades de flagelina, 
evitando que escapen al exterior. Las subunidades de flagelina recorren una gran 
distancia a través del hueco central formado, que tiene aproximadamente 3 nm de 
espesor y entre 10 y 15 pm de longitud, hasta llegar al extremo en crecimiento, 
donde son ensambladas formando una hélice simétrica para formar el filamento que le 
da propulsión a la bacteria.

Cada una de las estructuras tubulares del flagelo (cilindro del cuerpo basal, codo y 
filamento) tienen una longitud definida, esencial para la funcionalidad de la estructura 
global. En el caso del codo esto se logra mediante la proteína FliK que controla la 
longitud de la estructura interaccionando en forma directa o indirecta con una 
proteína del sistema de secreción flagelar (FlhB) (458). La longitud del filamento 
flagelar, en cambio, estaría regulada por un mecanismo dependiente de la cantidad de 
flagelina sintetizada por la bacteria.
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Funcionalidad del flagelo. Control de la movilidad
Las bacterias controlan el movimiento de sus flagelos de manera que pueden nadar 

hacia ambientes que le sean favorables para sobrevivir. En la mayoría de las especies 
el motor del flagelo puede rotar en sentido de las agujas del reloj o en el sentido 
inverso, y las células dirigen sus movimientos mediante un interruptor que regula el 
cambio de dirección. En E. coli y Salmonella el giro del flagelo en sentido contrario a 
las agujas del reloj le permite a las bacterias unir todos sus filamentos flagelares en 
un manojo, permitiendo la propulsión (nados). Cuando el giro del flagelo es en el 
sentido inverso este manojo se desarma y ocurren movimientos caóticos (264). En un 
ambiente isotrópico, el motor flagelar cambia de dirección alternadamente y la 
trayectoria resultante es de movimientos al azar en las tres dimensiones. Esto lo logra 
mediante nados y cortos períodos de movimientos caóticos. En presencia de un 
gradiente de un atrayente o repelente químico o físico tales como como serina, 
maltosa, aspartato, ribosa, galactosa, glucosa y dipéptidos, cambios de pH y de 
temperatura., los nados se hacen más prolongados, en una u otra dirección. La forma 
de detectar estos cambios ambientales sería a través de receptores transmembrana, 
que se comunican con el sistema flagelar a través de una serie de fosforilaciones y 
metilaciones (4). En este mecanismo se encuentran involucradas las proteínas Che del 
sistema flagelar (ver tabla IV.1), de las cuales la proteína CheY fosforilada 
interacciona finalmente con FliM, en el interruptor del motor del flagelo y modifica la 
dirección de rotación (264).

La fuerza impulsora del movimiento del flagelo es la fuerza protomotriz, generada 
por el pasaje de protones a través de la membrana plasmática. Esta fuerza hace girar 
a una parte del cuerpo basal por mecanismos aún no determinados. Este giro se 
comunica probablemente al cilindro central a través de la interacción de FliG con MotA 
(proteínas que forman el motor), que lo transmite al codo y al filamento, lográndose 
de esta manera el movimiento global del flagelo y, por lo tanto de la bacteria. La 
interacción de FliM (que forma parte del interruptor del motor) con FliG sería la forma 
de transmitir el cambio de dirección a todo el flagelo a través de su interacción con 
FliF, la proteína que forma el anillo MS (40).

Flagelo como sistema de secreción. Similitud del sistema flagelar con el 
sistema de secreción tipo III

Como describimos más arriba, el ensamblaje del flagelo ocurre a través de una 
serie de mecanismos secuenciales que derivan en la formación completa de este 
apéndice celular. Durante este ensamblaje las proteínas que forman el codo y el 
filamento son exportadas a través de un canal formado en el interior del cuerpo basal 
del flagelo. En la secreción de estas proteínas participan dos complejos proteicos, uno 
se encuentra en la base del flagelo, inmerso en la membrana plasmática, y está 
formado por seis proteínas (FliO, FliP, FliQ, FliR y los dominios transmembrana de FlhA 
y FlhB) y otro complejo formado por al menos tres proteínas (FliH, Flil y FliJ) que se 
encuentra soluble en el citoplasma. El complejo asociado a la membrana se
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encontraría en un poro central del anillo MS, con las proteínas FliP y FliR asociadas al 
cuerpo basal (294). El complejo soluble interacciona con la proteína a ser secretada y 
luego con el complejo de membrana; de esta manera la proteína es exportada en un 
proceso dependiente de ATP mediado por la ATPasa Flil (131).

Esta forma de exportación de las proteínas e incluso la estructura en sí misma del 
aparato flagelar resulta homologa al sistema de secreción de proteínas de tipo III 
utilizado por patógenos de plantas y animales para inyectar proteínas dentro de 
células eucariotas y / o excretarlas al medio exterior (3,188). El sistema de secreción 
tipo III tiene dos anillos en la membrana celular y otros dos anillos asociados a la 
membrana externa bacteriana como los anillos MS, P y L del cuerpo basal del flagelo. 
Un cilindro une estas estructura (como el cilindro del cuerpo basal) y forma la 
estructura tipo jeringa antes nombrada, similar al filamento flagelar (119). Además 
las proteínas secretadas por el sistema de secreción tipo III (involucradas en una 
variedad de funciones tales como citotoxicidad, hemolisis, proteólisis, fosforilación y 
desfosforilación de proteínas) son transportadas a través de un túnel que se 
encuentra en la membrana el cual finaliza en una estructura similar a una jeringa 
(72,136,333) (Fig. IV.2).

La alta similitud entre estos sistemas no sólo se refleja en su homología de secuencia 
y estructura (3,8,9,36,332,344). De hecho, en los últimos años se ha encontrado 
también una similitud funcional, ya que ha sido descripta la secreción de factores de 
virulencia a través del sistema flagelar de secreción tipo III. Así, en el caso de Yersinia 
enterocolítica, agente causal de gastroenteritis en humanos, se ha reportado que un 
factor de virulencia responsable de la colonización y de inducir una mayor respuesta 
inflamatoria durante la infección, la fosfolipasa YlpA, es secretada a través del sistema 
flagelar (383,467). Más aún, estudios posteriores señalan un control cruzado entre 
ambos sistemas de secreción en esta bacteria (41). En Bacillus thuringiensis se ha 
descripto que la secreción de los factores de virulencia hemolisina BL y fosfolipasa C con 
afinidad por fosfatidilcolina se ve disminuida en un muíante defectivo en una proteína 
del sistema de secreción flagelar (FlhA) (142).

Por otro lado, este mecanismo ha sido sugerido en otras especies bacterianas, como 
S. typhimurium (385) y Burkholderia cepacia (423).

Todos estos resultados han llevado a proponer que la secreción de factores de 
virulencia a través del sistema flagelar de secreción tipo III podría ser un mecanismo 
general de transporte de proteínas que afecten la interacción patógeno - hospedador.

Las similitudes entre estos dos sistemas de secreción ha llevado incluso a plantear 
la hipótesis de un origen evolutivo común. Así a la secreción a través del flagelo se 
lo denomina sistema de secreción flagelar tipo III (3,258) (Fig. IV.2).
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Biogénesis Flagelar Translocación de Factores
de Virulencia

Figura IV.2. Esquema comparativo del sistema de secreción tipo III y el sistema flagelar.

Flagelo de B. bronch¡séptica
El flagelo de B. bronchiseptica tiene una distribución perítrica alrededor de la 

superficie bacteriana. Los genes que codifican para los distintos componentes de esta 
organela presentan una alta homología con los del sistema flagelar identificados para 
otras bacterias Gram negativas (6). Así es que en la secuencia completa del genoma 
de B. bronchiseptica recientemente terminada hemos podido detectar secuencias 
homologas a la de los genes de la clase I, II y III todos involucrados en la biosíntesis 
del flagelo de otras bacterias Gram negativas (Nuestro laboratorio).

En el caso de la flagelina de B. bronchiseptica se ha descripto que los primeros 31 
aminoácidos de su secuencia presenta un 80 % de identidad con los correspondientes 
a S. typhimurium, el mismo grado de homología encontrado entre S. typhimurium y
E. coli (7). De hecho, la flagelina de B. bronchiseptica es detectada por un anticuerpo 
monoclonal dirigido contra flagelinas de enterobacterias (7). Más aún, el sitio de 
iniciación de la transcripción de la flagelina presenta secuencias consenso reconocibles 
por el factor o28 de E. coli.

En cuanto a la síntesis de flagelo en B. bronchiseptica la misma ocurriría de manera 
similar a lo descripto para E. coli y S. typhimurium pero en este caso además está 
regulada negativamente por el sistema de dos componentes BvgAS. En la figura IV.3 
se describe el modelo de regulación de la síntesis de flagelo en B. bronchiseptica 
haciendo un paralelismo con el de E. coli. En este modelo el sistema de transducción 
de señales BvgAS controlaría negativamente la expresión del operón maestro frIAB.
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Se ha sugerido que este operón codifica para un activador de los genes flagelares 
(análogo a fUA) ya que es capaz de complementar mutaciones defectivas en el locus 
flhDC de E. coli (6).

Figura IV.3. Representación esquemática de la regulación de la síntesis del flagelo en E. 
coli y B. bronchiseptica. Adaptado de Akerley y Miller (6).
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Resultados

En el capítulo anterior hemos descripto los pasos que hemos seguido en la 
construcción y caracterización in vitro del mutante de B. bronchiseptica defectivo en 
la expresión del factor de avirulencia flagelina (Bbfla~). En esta sección describiré los 
ensayos que hemos realizado con el objetivo de analizar el comportamiento de este 
mutante en la interacción con el hospedador.

Adhesión de Bbfia~a células epiteliales en cultivos in vitro
Con el fin de evaluar el comportamiento de la cepa Bbfia~ frente a las células con 

las cuales B. bronchiseptica interaccionaría durante un proceso infeccioso, se 
realizaron ensayos in vitro empleando células epiteliales de pulmón humano, A549. 
Los ensayos se realizaron tanto con bacterias cultivadas en condiciones de virulencia 
como en condiones de avirulencia. En todos los casos, se sembraron placas de cultivo
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de 24 pocilios con las células epiteliales de pulmón y se permitió el desarrollo de las 
mismas hasta un 70-80% de confluencia. Sobre ellas se colocaron suspensiones de la 
cepa parental y del muíante Bbfla ya sea en fase virulenta o avirulenta. Para facilitar 
el contacto entre las células epiteliales y las bacterias la placa multipocillo fue 
centrifugada. Luego de eliminar las bacterias que no se habían adherido mediante 
lavados con buffer fosfato, se colorearon los preparados con cristal violeta a fin de 
observarlos microscópicamente. En la figura IV.4 puede observarse que el número de 
bacterias adheridas por célula epitelial es similar para ambas cepas cultivadas en 
condiciones de fase virulenta, siendo de 42 ± 8 bacterias / célula epitelial para Bbfia~ 
en fase virulenta (A), y de 39 ± 10 bacterias / célula epitelial para la cepa parental en 
la misma fase (B). Estos ensayos también se realizaron con las cepas moduladas a la 
fase avirulenta (Fig. IV.4.C y D), y en este caso tampoco se observaron diferencias 
significativas entre la cepa parental y el muíante defectivo en la expresión de 
flagelina. El recuento de bacterias adheridas fue de 70 ± 16 bacterias/célula epitelial 
para Bbfla~ (C) y 82 ± 12 bacterias / célula epitelial para la cepa parental (D). Como 
puede verse, ambas cepas mostraron un grado más alto de adhesión en fase 
avirulenta en consonancia con datos previos (59,349).

Supervivencia de Bbfla~en células epiteliales en cultivos in vitro
Varios autores han reportado la capacidad que presenta B. bronchiseptica de 

persistir ¡ntracelularmente (25,163,164,375,381). Para analizar si la falta de la 
proteína flagelina modifica dicha capacidad evaluamos la sobrevida intracelular de 
Bbfla~ y de la cepa parental en ensayos in vitro empleando nuevamente células A549 
derivadas del epitelio pulmonar humano.

Luego de permitir el contacto entre ambos tipos de células, se eliminaron las 
bacterias extracelulares con soluciones de antibióticos. A distintos tiempos se 
determinó el número de bacterias intracelulares mediante recuento en placas. En la 
figura IV.5.A se muestran los resultados obtenidos al emplear bacterias cultivadas en 
condiciones de fase virulenta. En la misma puede apreciarse que ambas cepas son 
capaces de invadir y sobrevivir dentro las células eucariotas. La cepa parental en fase 
virulenta lo hace con una tendencia declinante ya que a los 5 días post-invasión se 
recupera un muy bajo número de bacterias del interior de las células eucariotas. En el 
caso del muíante defectivo Bbfla~ en fase virulenta sólo se observa una disminución 
en el número de bacterias recuperadas al primer día post infección, el cual se 
mantiene por al menos 72 hs para luego incrementarse en forma significativa a los 5 
días post infección. Cabe notar que en algunas de las repeticiones de este ensayo el 
número de bacterias de Bbfia~ que lograron invadir las células eucariotas fue menor
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que el de la cepa parental, pero aún en esta condición el número de bacterias Bbfla~ 
recuperadas del interior de la célula eucariota al día 5 fue significativamente superior 
al de la cepa parental (18 UFC / 1000 células epiteliales para Bbfla~ y 2 UFC / 1000 
células epiteliales para la cepa parental).

Los mismos resultados se obtuvieron en al menos tres ensayos independientes.

A B

Tiempo (Días) Tiempo (Días)

Figura.IV.5. Supervivencia intracelular en células epiteliales A549 de la cepa parental 
Bb9.73 y Bbfla~: A. cepas 869.73 (barra azul) y Bbfla~ (barra verde) en fase virulenta. B. 
cepas 869.73 (barra celeste) y Bbfla (barra amarilla) en fase avirulenta. Estos resultados 
son representativos de tres ensayos independientes.

Cuando se realizó el ensayo utilizando las cepas moduladas a fase avirulenta, 
también se observaron diferencias entre la cepa parental y el muíante defectivo 
Bbfla~. Como se observa en la figura IV.5.B, el número de bacterias recuperadas del 
interior de la célula al día 6 post infección fue mayor para Bbfla~ que para la cepa 
parental, de manera similar al comportamiento que presenta esta cepa en el ensayo 
realizado en fase virulenta. Los ensayos de superviviencia no pudieron ser evaluados 
más allá de los días representados (6 días) debido a que la viabilidad de las células 
eucariotas decrecía rápidamente una vez transcurrido ese período.

Dosis letal cincuenta y cinética de colonización de Bbfla empleando el 
modelo de infección intranasal de B. bronch¡séptica en ratones.

El primer análisis que realizamos en la caracterización in vivo del muíante Bbfla' 
fue la determinación de la dosis letal cincuenta (DL50). Para ello inoculamos a 5 
grupos de ocho ratones cada uno, con suspensiones bacterianas de las cepas parental 
y muíante en concentraciones diferentes. Las concentraciones bacterianas ensayadas
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expresadas en UFC/50 1̂ fueron: 108, 107, 106, 105 y 104. Los datos obtenidos nos 
permitieron determinar que la cepa parental y el muíante Bbfla' presentaron una DL50 
similar con valores de 1,2 107 y 8 107, respectivamente. Para profundizar el estudio 
del rol de la flagelina durante el proceso infeccioso, utilizamos el modelo de infección 
¡ntranasal en ratones. Este modelo de interacción patógeno-hospedador permite 
evaluar tanto la capacidad de las bacterias de establecer una infección como la de 
persistir dentro del hospedador. Para estos ensayos se inocularon intranasalmente 
dos grupos de ratones con dosis sub-letales de suspensiones bacterianas (5.105 UFC 
en 50 pl de PBS), uno con la cepa parental, utilizada como control positivo de la 
infección, y un segundo grupo con el mutante Bbfla', ambos en fase virulenta. A 
distintos días post inoculación analizamos el progreso de la infección (Fig. IV.6).

Tiempo (días)

Figura IV.6. Cinética de colonización de B. bronchiseptica a pulmones de ratones. Para 
este ensayo se inocularon ratones hembras BALB/c de tres semanas de edad por vía 
¡ntranasal con aproximadamente 5 105 UFC/50 pl de 869.73 (curva de redondeles azules) o 
Bbfla~ (curva de cuadrados rojos), ambas en fase virulenta. En los días posteriores al 
momento de la inoculación indicados grupos de ratones fueron sacrificados. A partir de cada 
ratón se extrajeron ambos pulmones los cuales fueron homogeneizados, diluidos y 
plaqueados de manera adecuada para realizar el recuento de bacterias. Los valores 
representan el promedio de valores obtenidos con tres o más ratones.

Para ello, a cada tiempo se sacrificaron ratones a los que se les extrajeron ambos 
pulmones, los cuales fueron homogeneizados y plaqueados en diluciones adecuadas 
de forma de poder realizar el recuento de colonias. La cepa parental 869.73 presentó 
el perfil clásico de infección (158) consistente en un aumento en el número de 
colonias durante los primeros diez días para luego comenzar a descender lentamente, 
pudiéndose obtener algunas pocas colonias transcurridos 40 días postinfección. En el
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caso de la infección con la cepa Bbfla~, se pudo observar que hasta los 35 días la 
cinética de colonización es indistinguible respecto a la cepa parental. Sin embargo, a 
los 39 días se observó una diferencia significativa en el número de bacterias 
recuperadas de los pulmones: así mientras que para Bbfla' el número fue mayor a 103 
UFC, para la cepa parental fue de 101 UFC. Más aún, a los 46 días del ensayo fue 
posible recuperar bacterias viables sólo de los ratones infectados con Bbfla'. Estos 
resultados se corroboraron mediante ensayos más sensibles de PCR que permitieron 
detectar a los 178 días post - infección la presencia de Bbfla' pero no la de la cepa 
parental.

Análisis de la reactividad de Bbfla' a sueros obtenidos de animales infectados
Tanto en los ensayos in vitro como en los realizados empleando el modelo de 

infección in vivo muestran que el mutante defectivo Bbfla~ persiste por más tiempo en 
las células del hospedador en comparación a la cepa parental. Con el fin de comenzar 
a analizar si existe un perfil proteico que permita explicar dicho comportamiento 
decidimos enfrentar a las proteínas totales de ambos tipos de bacterias a sueros 
obtenidos de los animales infectados con la cepa parental o con el mutante Bbfla~. En 
particular utilizamos sueros obtenidos al día 49 post infección. Como puede 
observarse en la Figura IV.7 el perfil de las proteínas reconocidas resultó diferente 
dependiendo de si el suero provenía de ratones infectados con la cepa parental o de 
ratones infectados con Bbfla~.

Figura. IV.7. A. SDS-PAGE (12.5 % p/v) de proteínas totales obtenidas a partir de 
la lisis celular de 869.73 (Línea 3) y Bbfla~  (Línea 4). Se incluyó además FHA 
purificada (Línea 1) y AC-Hly purificada (Línea 2). B. Inmunoblot del gel obtenido en 
A empleando como suero el obtenido de ratones infectados con 869.73 (obtenido a 
los 49 días post infección) y C. Inmunoblot del gel obtenido en A empleando como 
suero el obtenido de ratones infectados con Bbfla~  (obtenido a los 49 días post 
infección)
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Además, el suero obtenido de ratones infectados con Bbfla~ presentó un perfil de 
reconocimiento más complejo que el observado cuando se emplea un suero 
proveniente de animales infectados con la cepa parental. Este suero reconoce en 
forma diferencial a las proteínas del mutante Bbfla~ respecto a las de la cepa 
parental, en particular se puede observar al menos una banda de presente sólo en la 
preparación correspondiente al mutante.

Análisis del perfil de secreción de Bbfla~mediante geles de poliacrilamida
Considerando trabajos recientes que describen al sistema flagelar como un sistema 

de secreción tipo III por el cual se secretan diferentes componentes bacterianos 
(3,142,188,258,417,467), decidimos analizar los sobrenadantes de cultivos de las 
distintas cepas. Para ello se obtuvieron sobrenadantes de cultivos líquidos en fase 
logarítmica tardía tanto de la cepa mutante como de la parental mediante 
centrifugación y posterior filtrado a través de membranas de bajo pegado de 
proteínas. La ausencia de bacterias en dichos sobrenadantes fue verificada mediante 
observación al microscopio. Como se puede observar en la figura IV.8 ambas cepas 
presentaron perfiles proteicos claramente diferentes entre sí, tanto en condiciones de 
cultivo de fase virulenta como en condiciones de fase avirulenta. En la cepa Bbfla~er\ 
fase virulenta se destacan los polipéptidos de aproximadamente 104, 98, 91, 88, 70, 
51, kDa que están ausentes en la cepa parental en la misma fase, y los polipéptidos 
de aproximadamente 76 y 37 kDa presentes solamente en la cepa parental en fase 
virulenta. En cambio en fase avirulenta puede observarse la presencia de al menos 
cuatro polipéptidos en la cepa parental, de 44, 40, 30 y 13 kDa aproximadamente, los 
cuales están ausentes en el mutante. Mediante la técnica de inmunoblot empleando 
un suero anti flagelina pudimos corroborar que la banda de 40 kDa, presente 
únicamente en la cepa parental en fase avirulenta, corresponde a la flagelina (Fig. 
IV.9).

Por otra parte pudimos observar que el perfil de las proteínas secretadas del 
mutante Bbfla presenta una menor definición en la zona de pesos moleculares entre 
30 y 50 kDa. Este comportamiento se observa tanto en fase virulenta como 
avirulenta, siendo más marcado en la primera.

Figura IV.8. SDS-PAGE (12.5% p/v) de las proteínas secretadas en lo 
cultivos de la cepa parental Bb9.73 en fase virulenta (Línea 1) o en fas 
avirulenta (Línea 2) y del mutante Bbfla~ en fase virulenta (Línea 3) 
avirulenta (Línea 4). Los polipéptidos diferenciales se indican con flechas.
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Figura IV.9. Inmunoblot de las proteínas secretadas por las cepas £¿>9.73 en fase virulenta 
(Línea 1) o en fase avirulenta (Línea 2) o por el muíante Bbfla en fase virulenta (Línea 3) 
o en fase avirulenta (Línea 4). Como control se utilizó flagelina purificada (Línea 5). Las 
proteínas transferidas fueron enfrentadas a un suero policlonal específico contra flagelina.
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Identificación de algunos polipéptidos diferenciales presentes en los perfiles 
secretorios de Bbfla~y de la cepa parental.

Dadas las diferencias observadas en el perfil de secreción de Bbfla~ con respecto a 
la cepa parental, decidimos identificar algunos de los polipéptidos diferenciales. Se 
realizaron corridas electroforéticas en geles de poliacrilamida de mayor dimensión 
(Potean II de BioRad ) con el fin de obtener una mejor resolución. Estos geles fueron 
teñidos con la técnica de tinción de plata descripta por M. Mann compatible con 
espectrometría de masas (392). Algunas bandas diferenciales fueron extraídas del gel 
y enviadas para su identificación por la técnica de Maldi-Tof al Centro de Genómica y 
Proteómica de la Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid, 
España. De esta forma pudimos determinar que Bbfla~ secreta en fase virulenta a la 
adhesina pertactina y a la proteína de fase intermedia BipA.
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Discusión

La participación en el proceso infeccioso de Bordetella de los factores de virulencia 
(adhesinas y toxinas), ha sido ampliamente comprobada en numerosos trabajos 
(60,81,86,129,158,170,271). Sin embargo, el rol in vivo de los factores propios de la 
fase denominada de avirulencia aún no ha sido esclarecido. Con el fin de avanzar en 
el conocimiento sobre la participación de los factores de avirulencia en el ciclo 
infeccioso de B. bronchiseptica decidimos realizar estudios in vitro e in vivo 
empleando un mutante en B. bronchiseptica defectivo en la expresión de un factor de 
avirulencia específico. Para ello hemos, en primer lugar, construido un mutante 
defectivo en la expresión de un gen vrg que codifica para flagelina, proteína 
constituyente del filamento del flagelo. La elección de este factor Bvg reprimido se 
basó en que la presencia del mismo es de fácil evaluación y la regulación mediada por 
el sistema BvgAS se encuentra caracterizada. Además este factor resulta interesante 
por sí mismo más allá de ser regulable por BvgAS ya que para otras bacterias Gram 
negativas se ha descripto para el flagelo un rol esencial durante el ciclo infeccioso. 
Así, mutantes de Helicobacter pylori (109) y Campilobacter jejuni (445) entre otros, 
defectivos en la expresión de esta organela se presentan como menos virulentos en 
infecciones de modelos animales respecto a la cepa parental. Asimismo, se ha podido 
detectar la presencia de anticuerpos que reconocen específicamente al flagelo en 
pacientes con infecciones de H. pylori (272) y P. aeruginosa (15), indicando que el 
flagelo es expresado por estas bacterias cuando se encuentran dentro del 
hospedador.

En el capítulo anterior determinamos que el mutante defectivo Bbfla~ no presenta 
alteraciones importantes que pudieran perjudicar la interacción patógeno - 
hospedador. En este capítulo analizamos entonces el comportamiento de este 
mutante en la interacción con el hospedador. En los ensayos de adhesión empleando 
células epiteliales de pulmón A549 pudimos observar que la ausencia de la flagelina 
no afecta la capacidad de adherirse a las mismas, ya que no se observan diferencias 
significativas en el número de bacterias adheridas respecto a la cepa parental (Fig. 
IV.4). Este comportamiento es independiente de la fase de virulencia en la cual se 
encuentran la bacterias analizadas. La similitud del comportamiento entre la cepa 
parental y el mutante Bbfla~ era esperable en el caso de las bacterias en fase 
virulenta, ya que durante esta fase ambos tipos de bacteria no deberían presentar, en 
principio, diferencias entre sí. Sin embargo, aquel comportamiento resulta llamativo 
en el caso de las bacterias en fase avirulenta ya que durante esta fase únicamente la 
cepa parental expresa el flagelo que es considerado para varias bacterias Gram
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negativas como una adhesina (24,149,246,345). Nuestros resultados indican que la 
presencia del flagelo no sería necesaria para lograr una adhesión normal de B. 
bronchiseptica a las células epiteliales de pulmón utilizadas. Sin embargo, no 
podemos descartar la posibilidad de que el flagelo actúe en B. bronchiseptica como 
adhesina ya que podría suceder, como ocurre para otras adhesinas, que su deficiencia 
no se vea reflejada en una disminución en la adhesión porque otras adhesinas que se 
expresan en la fase avirulenta suplan la deficiencia (429). Si bien nosotros no hemos 
explorado esta posibilidad es claro que la deficiencia del flagelo no altera en forma 
significativa la adhesión.

Si bien no se observaron diferencias en el proceso de adhesión para ambos tipos de 
bacterias, las cinéticas de sobrevida dentro de las células derivadas de epitelio 
pulmonar humano fueron diferentes. En primer lugar, con respecto al proceso de 
invasión se observó que la fase virulenta de ambos tipos de bacterias resulta más 
eficiente que la fase avirulenta. Este aspecto es coincidente con los datos reportados 
por Brockmeier y Register (2000) que muestran que la invasión inicial de B. 
bronchiseptica a macrófagos porcinos es mayor para la cepa en fase virulenta (59). A 
tiempos prolongados post - invasión se pudo observar que el número de bacterias 
capaces de sobrevivir en el interior de las células epiteliales fue significativamente 
mayor para Bbfla~ que para la cepa parental (Fig. IV.5). Este comportamiento 
diferencial entre la cepa parental y el muíante Bbfla se observó tanto para las 
bacterias en fase virulenta como en fase avirulenta. Otros autores han reportado que 
la persistencia intracelular a tiempos largos de B. bronchiseptica en células fagocíticas 
se ve favorecida en aquellas bacterias que tienen bloqueado el sistema BvgAS de 
forma que siempre se encuentran en fase avirulenta (bvg-) (25). Este 
comportamiento parece repetirse en los ensayos realizados por nosotros con la cepa 
parental ya que la cepa en fase avirulenta presenta una mayor supervivencia 
intracelular que en fase virulenta (Fig. IV.5). Sin embargo, al evaluar 
comparativamente la persistencia intracelular del muíante Bbfia~ en fase virulenta y 
avirulenta es sorprendente observar la elevada supervivencia que presenta este 
muíante en ambas fases. Estos datos parecen indicar que la persistencia intracelular 
de Bbfla~es independiente de la fase en la que se encuentre el muíante.

Todos estos datos demuestran que el flagelo no sólo no es necesario para la 
persistencia intracelular de B bronchiseptica, sino que el muíante defectivo en 
flagelina persiste durante más tiempo que la cepa parental en las células utilizadas.

A fin de analizar si esta diferencia se presentaba también in vivo, procedimos a 
evaluar la cinética de colonización y persistencia del muíante Bbfla~ empleando el 
modelo de infección en ratones. En estos ensayos pudimos observar que Bbfla~ no
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sólo conserva la capacidad de colonizar sino que presenta una cinética de colonización 
similar a la cepa parental en las primeras etapas de la infección. Sin embargo en las 
etapas finales, el número de UFC de Bbfla~en los pulmones murinos es mayor que el 
de la cepa parental. Así, en el día 46 posterior al inicio del ensayo sólo fue posible 
recuperar bacterias viables de los ratones inoculados con Bbfla .

Las conclusiones que se desprenden de nuestros resultados concuerdan con datos 
reportados por Arkeley y colaboradores (1995) quienes analizaron el rol del flagelo en 
la colonización pero con una estrategia diferente a la nuestra (5). Estos autores 
emplearon en sus estudios un mutante que expresaba ectópicamente esta organela. 
Este mutante se construyó colocando al gen maestro de la cascada flagelar de B. 
bronchiseptica {frl), bajo el promotor de un gen activado por BvgAS (fha) de forma 
que expresara este factor de avirulencia durante la fase virulenta de la bacteria pero 
no en la fase avirulenta. Los ensayos de colonización del tracto respiratorio de ratas 
realizados por estos autores muestran que la colonización de la tráquea en el día 15 
post - inoculación es significativamente menor para la cepa que expresa 
ectópicamente al flagelo con respecto a la cepa parental. Además en el día 26 de 
ensayo sólo fue posible recuperar bacterias viables de la cepa parental del mismo 
órgano y no de la cepa con expresión ectópica del flagelo. También realizaron ensayos 
sobre un nuevo mutante, que no sólo expresa ectópicamente el gen maestro de la 
cascada flagelar, sino que además es defectivo en la expresión de la flagelina, es 
decir que expresaría todos los componentes flagelares, excepto el filamento, en la 
fase virulenta de la bacteria. Al utilizar esta cepa observaron que la colonización en 
todos los órganos estudiados era indistinguible de la cepa parental. En este mismo 
trabajo se utiliza un mutante delecionado en el gen frl. Este mutante no sólo es capaz 
de colonizar tanto tráquea como pulmones de las ratas, sino que en el día 15 post - 
inoculación 3 de 5 animales presentan colonización pulmonar, a diferencia de 1 de 5 
para el caso de la cepa parental. El día 26 del ensayo este mutante se comporta igual 
que la cepa parental en cuanto a colonización de los pulmones. Lamentablemente, si 
bien el ensayo continuó hasta el día 50 post - inoculación, los datos del mutante frl 
no fueron presentados. Todos estos resultados son coincidentes con los obtenidos por 
nosotros en el sentido que mutantes defectivos en la expresión del flagelo no 
presentan alteraciones en las primeras etapas de la colonización del modelo animal 
utilizado.

El comportamiento diferencial entre la cepa parental y Bbfla~ observado tanto in 
vitro como in vivo resulta llamativo si tenemos en cuenta que la flagelina se expresa 
sólo durante la fase avirulenta. Esta situación nos hace pensar que el mutante Bbfla' 
sintetiza y / o secreta componentes bacterianos que resultan esenciales para la 
interacción de B. bronchiseptica con el hospedador. Sobre la base de esta hipótesis
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decidimos evaluar el patrón de reconocimiento de proteínas totales de las cepas 
parental y Bbfla~ en fase virulenta por los sueros obtenidos de los ratones inoculados 
con las mismas cepas. Estos ensayos nos permitieron observar claras diferencias en el 
perfil de reconocimiento sugiriendo que el muíante Bbfla~ presenta diferentes 
proteínas que podrían ser las responsables del fenotipo de mayor persistencia.

Además planteamos en base a la similitud entre la estructura del flagelo y el 
sistema de secreción del tipo III, la posibilidad de que existiera una secreción de 
proteínas diferencial entre la cepa parental y el muíante Bbfla que explicara el 
comportamiento observado en los ensayos realizados (3,8,9,36). La secreción de 
factores de virulencia a través del sistema de secreción flagelar ha sido descripta en 
otros patógenos tales como Yersinia enterocolitica (383) y Bacillus thuringiensis 
(142). Para analizar esta posibilidad se evaluaron los perfiles proteicos de secreción 
de Bbfla~ y de la cepa parental obtenidos de los sobrenadantes de cultivos líquidos. 
En los mismos se observan varios polipéptidos que son secretados diferencialmente 
por las cepas. Asimismo se observa que en la región comprendida entre 30 y 60 kDa 
aproximadamente, Bbfla presenta una menor intensidad de bandas que la cepa 
parental. Este resultado puede relacionarse con los Western blot realizados sobre 
lisados bacterianos de las cepas en ambas fases contra sueros de ratones infectados 
con Bbfla~ o con la cepa parental (Fig. IV.7). Estas inmunodetecciones muestran que 
las proteínas de los lisados bacterianos de ambas cepas en fase virulenta presentes 
en la zona de 30-60 kDa, no son reconocidas por el suero obtenido de ratones 
infectados con el muíante pero sí lo son por el suero de los ratones infectados con la 
cepa parental. Estos datos permiten suponer que la respuesta inmune desarrollada 
por el hospedador tiene una correlación con las proteínas secretadas a través del 
sistema flagelar.

La identificación de algunos de los polipéptidos diferenciales mediante la técnica de 
Maldi-Tof y comparación con la base de proteínas Swiss-Pro arrojó como resultado 
que la cepa Bbfla en fase virulenta secreta al medio de cultivo las proteínas 
pertactina (Prn) y BipA. La actividad como adhesina de Prn ha sido estudiada en 
ensayos in vivo e in vitro (28,112,238,356), pero su participación en el proceso 
infeccioso queda aún por ser determinada (356). La proteína BipA es característica de 
la denominada fase intermedia de B. bronchiseptica, su expresión es máxima durante 
dicha fase pero también se expresa en menor medida en la fase virulenta del 
microorganismo (101). Debido a que la secuencia de aminoácidos predicha para BipA 
presenta homología con adhesinas de otras especies bacterianas (415) ha sido 
sugerido que funciona como adhesina, participando en la transmisión de Bordetella 
entre un hospedador y el siguiente. Por lo tanto las dos proteínas secretadas 
diferencialmente por Bbfla podrían ejercer una función de adhesina. Una diferencia

Tesis Doctoral 2004 Julieta Fernández



Capítulo IV 119

entre ellas es que ha sido reportado que Prn es secretada al medio extracelular en B. 
pertussis (455) pero la proteína BipA no lo es (101). Nuestros resultados indican 
claramente que existe una secreción diferencial por parte de Bbfla~ respecto de la 
cepa parental. La identificación de estas dos adhesinas sugieren que el mutante es 
capaz de aumentar la secreción de ciertas proteínas y/o secretar proteínas que 
normalmente son intracelulares. Estudios realizados con otra adhesina de Bordetella, 
FHA, han demostrado que la secreción in vivo de esta proteína es fundamental en la 
colonización de pulmones de ratones BALB/c, facilitando esta adhesina el contacto de 
las bacterias con las células del hospedador (87). El mencionado trabajo sugiere que 
la liberación de esta adhesina tendría un rol en la dispersión de la bacteria desde 
microcolonias, y la posterior adhesión a nuevos sitios en el tracto respiratorio. Por lo 
tanto, una posible explicación de la mayor persistencia del mutante Bbfla~ en los 
ensayos de colonización y persistencia en los pulmones murinos podría deberse a esta 
secreción de adhesinas, que podrían mediar mecanismos dinámicos de interacción 
patógeno - hospedador que deriven en mayor supervivencia dentro del organismo.

Los resultados presentados en este Capítulo indican que el flagelo, factor de 
avirulencia de B. bronchiseptica, no sólo no es necesario en ninguna de las etapas del 
ciclo infeccioso evaluadas (adhesión, invasión y persistencia en el modelo animal) 
sino que su ausencia resulta beneficiosa para la persistencia intracelular e 
intrapulmonar del microorganismo. Por otra parte la secreción diferencial de proteínas 
que presenta el mutante Bbfla~ respecto de la cepa parental podría estar relacionada 
con la mayor supervivencia de Bbfla~tanto dentro de las células epiteliales de cultivo 
como en la infección pulmonar de los ratones. Como ha sido descripto en otros 
microorganismos, el aparato flagelar de Bbfla~ podría cumplir una función dual de 
movilidad y secreción de proteínas de naturaleza no flagelar. La continuación del 
estudio de los factores secretados por el mutante Bbfia~ y una posible interrelación 
entre este sistema y otros de secreción presentes en la bacteria nos permitirá 
profundizar el conocimiento del sistema de secreción flagelar de Bordetella y de su 
participación en la interacción patógeno-hospedador.
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Introducción

En el capítulo anterior caracterizamos del rol de un único factor vrg sobre el ciclo 
infeccioso de B. bronchiseptica a través de la construcción y caracterización de un 
muíante defectivo en la expresión de dicho factor. Nuestro objetivo más amplio sin 
embargo, es comprender el papel de los factores de avirulencia en general, los cuales 
son el resultado de una regulación coordinada. En esta etapa abordamos esta 
problemática, ya que decidimos trabajar sobre un gen que supuestamente está 
involucrado en la regulación negativa de los factores de avirulencia en su conjunto. 
Este punto fue un verdadero desafío debido a que durante mucho tiempo y hasta 
incluso en la actualidad, el conocimiento sobre la expresión de los factores de 
avirulencia en las diferentes especies del género Bordetella en general y en B. 
bronchiseptica en particular ha sido escaso.

La regulación negativa de los factores vrg comenzó a comprenderse a nivel 
molecular recién en 1995 y sólo para el caso de B. pertussis (284). En ese año se 
identificó una proteína a la que se denominó BvgR cuya función asignada es la de 
reprimir los factores vrg cuando la bacteria se encuentra en condiciones de cultivo de 
fase virulenta. La activación de esta proteína ocurre a nivel transcripcional junto con 
los factores vag cuando BvgAS está activo. Para una mejor comprensión del 
funcionamiento de este sistema de transducción de señales se muestra un esquema 
en la figura V.l.

En este esquema se observa que el locus bvg de B. pertussis codifica para tres 
proteínas BvgS (135 kDa), BvgA (23 kDa) y BvgR (32 kDa). La proteína BvgS se 
activa en ausencia de las señales externas a través de una autofosforilación a nivel de 
una histidina, seguida de dos fosfotransferencias intramoleculares que terminan en la 
transferencia de un grupo fosfato a la proteína BvgA, transformándola en BvgA~P. 
BvgA~P se une a secuencias que se encuentran en cis en la zona promotora de los 
genes vag y activa así la transcripción de dichos genes. La transcripción de bvgR 
también se activa mediante la acción de BvgA~P, la cual se une específicamente a la 
región promotora de bvgR mediante tres sitios denominados primario (P), secundario 
(S) y río arriba (U, por upstream) (283). La organización de estos sitios de unión en 
bvgR fue descripta en el año 2003 y resultó ser diferente respecto de los otros genes 
activados por BvgA (fha, ptx, prn, cya y bipA) en los cuales existe un sitio primario de 
unión de BvgA y uno o más sitios secundarios de unión (Capítulo I, pág. 41) (81). Se 
ha sugerido que inicialmente se une un dímero de BvgA~P al sitio primario (P) con 
alta afinidad y posteriormente y mediante interacciones cooperativas otras moléculas 
de BvgA~P ocupan sitios secundarios (S) de la región promotora para que finalmente 
BvgA~P interaccione directamente con la ARN polimerasa. A diferencia de los otros 
promotores anteriormente mencionados, el promotor de bvgR requiere la ocupación 
de ambos sitios, del P y del S, por dos dímeros de BvgA-P para activar la transcripción 
del gen correspondiente (283). La unión al sitio U no es necesaria para la activación 
de la transcripción, pero se estima contribuiría a la fuerza del promotor. A través de
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ensayos de Northern blot o extensión a partir de primers se determinó los niveles de 
transcriptos de bvgR en la célula son bajos. Otros ensayos mostraron que el promotor 
del gen bvgR es más fuerte que el del gen que codifica para la adhesina FHA. Más 
aún, se ha determinado que la expresión del gen bvgR ocurre al mismo tiempo que la 
del gen fha. Todos estos datos que acaban de publicarse indican que el transcripto del 
gen bvgR es inestable.
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Este avance en el conocimiento constituye una base importante para profundizar la 
comprensión no sólo de la regulación y la identificación de nuevos factores vrg sino 
además en la determinación del rol de dichos factores en la patogénesis de Bordetella. 
Sin embargo, como hemos mencionado más arriba, los datos se corresponden a B. 
pertussis y no a B. bronchiseptica. Para esta última especie se ha informado que la 
expresión constitutiva de los factores de virulencia no reduce la capacidad de este 
microorganismo para colonizar y persistir dentro del hospedador (83). Sin embargo, 
Akerley y colaboradores (1995) informaron que la expresión inapropiada de un factor 
de avirulencia (gen frl) en un fenotipo virulento reducen la colonización de dicho 
patógeno (5). Ahora bien: debe recalcarse que estos autores trabajaron con un 
mutante que expresaba ectópicamente un único factor de avirulencia y tras analizar el 
comportamiento de este mutante in vivo extrapolaron el resultado hallado a todos los 
factores vrg sin haber obtenido evidencias que fundamentaran tal generalización (5). 
Así, para B. bronchiseptica entre los otros genes vrg se han identificado, además de la 
ureasa y los sideróforos (para algunas cepas), enzimas de metabolismos alternativos, 
transportadores de aminoácidos a nivel de membrana y enzimas modificadoras del 
lipopolisacárido de membrana externa (391). Por lo tanto, un estudio de la función de 
los genes vrg debería analizar al conjunto de varios factores de avirulencia en la 
patogenicidad de este microorganismo, tratando de evaluar todas las etapas de un 
proceso infeccioso. Es por ello que focalizamos nuestros trabajos en obtener y 
caracterizar una cepa de B. bronchiseptica que exprese en forma simultánea todos los 
factores de virulencia y de avirulencia.

Teniendo en cuenta que las especies del género Bordetella son consideradas 
actualmente como subespecies que derivan de un ancestro similar a B. bronchiseptica 
(325,444) decidimos buscar el gen bvgR en B. bronchiseptica, y posteriormente 
construir y caracterizar una cepa defectiva en dicho gen que expresara en forma 
simultánea tanto los factores de virulencia como los factores de avirulencia. A 
continuación se describen los resultados obtenidos.
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Resultados

Detección del gen de bvgR en el genoma de B. bronchiseptica
Como hemos mencionado en la introducción de este capítulo, en el momento de 

abordar mi trabajo de Tesis la secuencia del gen de bvgR sólo había sido descripta 
para B. pertussis. No se disponía en bibliografía de ningún dato referido a la presencia 
de este gen en B. bronchiseptica. Es por ello que par a detectar y amplificar en 
esta última especie una secuencia que se corresponda con el gen bvgR, diseñamos 
secuencias oligonucleotídicas o primers en base a la secuencia reportada para B. 
pertussis (282,284). A partir de un molde de ADN obtenido de la cepa B. 
bronchiseptica CIP 9.73 y mediante un ensayo de PCR empleando los primers que 
denominamos bvgRf y bvgRr pudimos amplificar un fragmento de ADN del tamaño 
esperado (500 pb). El amplicón obtenido fue secuenciado y del análisis comparativo 
de estos datos con los de la secuencia reportada para B. pertussis (Genbank 
AF071567) pudimos establecer una homología entre ambas secuencias mayor al 99 
%.

Construcción de un mutante de B. bronchiseptica defectivo en la expresión 
del gen bvgR

Una vez determinada la presencia del gen bvgR en B. bronchiseptica decidimos 
construir un mutante defectivo en la expresión de dicho gen para evaluar el rol del 
mismo en la patogénesis de este microorganismo. Para ello realizamos una 
mutagénesis insercional sitio específica por integración del plásmido recombinante que 
denominamos pkl8mob:\bvgR. A este plásmido lo construimos a partir del vector 
pK18mob movilizable y suicida en B. bronchiseptica y del producto de amplificación de 
500 pb obtenido, correspondiente a una región interna de la secuencia codificante del 
gen bvgR. Esta construcción fue introducida por conjugación desde la cepa donadora 
E. coli S17 a la cepa receptora B. bronchiseptica 9.73 (Smr) en fase virulenta. La

Figura V.2. Ensayo de movilidad de la cepa parental B b9.73 y de los mutantes 5£>BvgR~ 
fíbBvgA-  en agar blando. Las placas conteniendo el medio SS agarizado (0,35% p/v) fuero 
sembradas con cada una de las cepas de manera puntual y cultivadas durante 12 horas 
37° C.
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selección de los transconjugantes de Bordetella que habían integrado al plásmido a 
través de un simple evento de recombinación homologa se realizó por resistencia a los 
antibióticos Sm codificada en la cepa receptora y Km codificada en el plásmido. A 
partir de los transconjugantes SmrKmr se procedió a la selección de colonias que 
expresaran marcadores de avirulencia en condiciones de virulencia. Para ello 
analizamos la movilidad de colonias sobre agar blando a 37°C, ya que este fenotipo es 
indicativo de la expresión del marcador de avirulencia flagelina, siendo la temperatura 
de 37°C la inductora de fase virulenta (Fig. V.2).

La construcción génica de los posibles mutantes fue luego evaluada entonces 
mediante la técnica de Southern blot (373). Para ello se procedió al aislamiento y 
posterior digestión con la enzima de restricción EcoRl del ADN total proveniente de la 
cepa parental y de los supuestos mutantes defectivos. La enzima EcoRl no reconoce 
ningún sitio en la secuencia del gen bvgR y sólo un sitio en el plásmido pK18mob por 
lo que al integrarse este plásmido al genoma de Bordetella adiciona un sitio más de 
reconocimiento para esa enzima. El material digerido fue sometido a una 
electroforesis en gel de agarosa y posteriormente transferido a una membrana de 
nylon la cual fue revelada con una sonda específica marcada con digoxigenina 
(bvgRDIG) que híbrida con la secuencia del gen bvgR. En la figura V.3 se muestran los 
resultados obtenidos. En dicha figura se puede observar que la sonda bvgRDIG híbrida 
con dos fragmentos en uno de los clones analizados (a este clon lo denominamos 
BbBvgR); mientras que la cepa parental presenta una única banda cuyo tamaño (3.7 
kpb) se corresponde aproximadamente a la suma de los tamaños de los fragmentos 
de BbBvgR' (3.3 kpb y 0.45 kpb).

Figura V.3. Southern blot de los ADN digeridos 
de la cepa parental Bb9.73 (Línea 1) y del 
muíante BPBvgR-  (Línea 2). Para el revelado se 
empleó una sonda marcada con digoxigenina 
obtenida por PCR. La misma corresponde a una 
región interna del gen bvgR. En el lado derecho 
de la figura se indican los pesos moleculares 
correspondientes a los fragmentos de ADN 
obtenidos de la digestión con Hindlll del ADN del 
fago lambda.
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Expresión simultánea de marcadores de virulencia y avirulencia en el 
mutante BbBvgR
La similitud existente entre las distintas especies del género Bordetella nos permite 
predecir que un mutante en B. bronchiseptica defectivo en la expresión de la proteína 
reguladora BvgR debería expresar simultáneamente en fase virulenta los factores Bvg 
activados y Bvg reprimidos, como ocurre en B. pertussis. Analizamos entonces en el 
mutante BbBvgR' la expresión de factores de avirulencia en condiciones de virulencia. 
Realizamos inmunodetecciones sobre lisados proteicos obtenidos del mutante BbBvgR' 
en fase virulenta y de la cepa parental en ambas fases empleando como primer 
anticuerpo antisueros específicos contra el marcador de virulencia adenilato ciclasa - 
hemolisina (AC-Hly) y contra el marcador de avirulencia flagelina. Los resultados 
obtenidos se muestran en la figura V.4. Como puede observarse en dicha figura el 
anticuerpo anti-AC-Hly reconoce a esta proteína tanto en la cepa parental en fase 
virulenta como para el mutante BbBvgR" cultivado en condiciones de virulencia. Por su 
parte, el anticuerpo antiflagelina reconoce a esta proteína tanto en el cepa parental en 
fase avirulenta como en el mutante BbBvgR' cultivado en condiciones de virulencia. 
Como se esperaba, este anticuerpo no detecta flagelina en la cepa parental en fase 
virulenta. Como controles se emplearon además AC-Hly y flagelina purificadas por 
nosotros.

Figura V.4. A. SDS-PAGE (15% p/v) de proteínas totales obtenidas a partir de la lisis 
celular de Bb9.73 en fase virulenta (Línea 1), BbBvgR en fase virulenta (Línea 2), Bb9.73 
en fase avirulenta (Línea 3), BbBvgR-  en fase avirulenta (Línea 4). B. Inmunoblot del gel 
obtenido en A revelado con anti-AC-Hly. A la derecha se incluyó como control al antígeno 
AC-Hly purificada (Línea 5). C . Inmunoblot del gel obtenido en A revelado con anti­
flagelina. A la derecha se incluyó como control al antígeno flagelina purificada (Línea 5).
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Además a partir de colonias del muíante defectivo que presentaban hemolisis en cajas 
con medio SS se realizaron ensayos de movilidad en medio SS semi blando. En este 
caso se emplearon como controles a la cepa parental en fase virulenta y la cepa 
BbBvgA- (que se encuentra constitutivamente en fase avirulenta). Como se observa 
en la Figura V.2, el muíante defectivo BbBvgR' presenta movilidad cuando es 
cultivada en condiciones de virulencia.

La presencia de flagelo en la cepa BbBvgR' en fase virulenta se visualizó además 
mediante microscopía electrónica de transmisión. Las muestras analizadas 
consistieron suspensiones bacterianas del muíante en condiciones de cultivo de fase 
virulenta y de la cepa parental en fase avirulenta, esta última empleada como control 
positivo de la expresión del flagelo. Estas muestras fueron preparadas a partir de 
células cultivadas durante 24 horas en placas conteniendo el medio sintético SSs. En 
la figura V.5.A se observa la presencia de flagelo en las bacterias BbBvgR' cultivadas 
en fase virulenta. En la misma figura puede apreciarse además que la morfología de la 
bacteria es de bacilo corto, característico de la fase virulenta. Mientras la cepa 
parental en fase virulenta no presenta flagelo, la misma en fase avirulenta presenta 
flagelos distribuidos alrededor de la superficie bacteriana (Fig. V.5.B). En este último 
caso la bacteria se presenta con una forma bacilar más alargada, característica de la 
fase avirulenta.

Con el fin de analizar si en nuestro muíante en fase virulenta se expresan otros 
factores de avirulencia además de la flagelina, preparamos extractos enriquecidos con 
polipéptidos de membrana externa (OMP) siguiendo la técnica descripta por 
Schnaitamn y col (1971) (388). En trabajos anteriores se han descripto diversos 
marcadores de avirulencia, que se encuentran justamente sobre la superficie de la 
bacteria (84,327). Los extractos proteicos enriquecidos en OMP obtenidos a partir de 
la cepa BbBvgR'y de la cepa parental, tanto en fase virulenta como en fase avirulenta 
fueron sometidos a corridas electroforéticas en geles de poliacrilamida conteniendo 
SDS. En la figura V.6 se observa que los polipéptidos de aproximadamente 74, 36 y 
15 kDa son característicos de la cepa parental en fase avirulenta y se encuentran 
también el muíante BbBvgR', tanto en fase virulenta como avirulenta. Asimismo, se 
observa un polipéptido de 63 kDa en todas las calles analizadas, pero existen 
diferencias cuantitativas entre ellas. La cantidad expresada por la cepa muíante en 
fase virulenta es similar a la presente en ambas cepas en fase avirulenta, mientras 
que en la cepa parental en fase virulenta este polipéptido se encuentra en menor 
cantidad.

Además se analizó el perfil electroforético de un componente de membrana, el 
lipopolisacárido (LPS). En la figura V.7 se observa que la estructura del LPS de 
BbBvgR" es similar al de la cepa parental, tanto en fase virulenta como avirulenta.
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Figura V.7. SDS-PAGE (17.5% p/v) de los LPS purificados obtenidos de las cepas Bb9.73  
en fase virulenta (Línea 1), B bBvgR-  en fase virulenta (Línea 2), Bb9.73 en fase avirulenta 
(Línea 3) y BbBvgR-  en fase avirulenta (Línea 4). La visualización de los LPS se realizó 
mediante la técnica de tinción con plata descripta en el Capítulo II de esta Tesis.

Cinética de crecimiento del mutante BbBvgR'
Se analizó el desarrollo del mutante BbBvgR' en frascos erlenmeyers utilizando el 
medio sintético de Stainer Scholte, ya descripto como óptimo para cultivo de este 
microorganismo. Los frascos se inocularon con una suspensión bacteriana de forma de 
alcanzar una densidad óptica a 650 nm de 0,2, y a partir de ahí a distintos tiempos
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fueron tomadas alícuotas de forma de ir registrando a lo largo del tiempo valores de 
densidad óptica y número de unidades formadoras de colonias (UFC). Los datos 
obtenidos en comparación con la cepa parental se muestran en la figura V.8. Como 
puede observarse, la cepa muíante BbBvgR presenta una cinética de crecimiento 
similar a la de la cepa parental, alcanzando ambas un número máximo de aprox. 1. 
1010 UFC/ml con una velocidad de crecimiento de aproximadamente 0,7 h"1.

Tiempo (Horas)
Figura V.8. Cinética de crecimientoen el medio líquido de Stainer Scholte de Bb9.73 
(curva de rombos azules) y BbBvgR-  (curva de triángulos verdes). Los cultivos fueron 
realizados a 37° C y 160 rpm.

Adhesión y supervivencia de BbBvgR' en cultivos in vitro
Con el fin de analizar si la presencia de los factores vrg durante la fase virulenta 

afecta el proceso de adhesión y supervivencia de B. bronchiseptica en células 
epiteliales, se realizaron ensayos in vitro empleando células derivadas del epitelio 
pulmonar humano (A549). La elección de esta línea celular se basó en que este tipo 
de tejido es el que B. bronchiseptica encuentra en el transcurso del proceso 
infeccioso.

Figura V.9. Adhesión a células epiteliales A549 de la cepa Bb9.73 en fase virulenta (A) y 
BbBvgR-  en fase virulenta (B) observada mediante micrografías de contraste de fase con 
aumento 1000X.
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Los ensayos consistieron en incubar las suspensiones bacterianas de cada una de las 
cepas a analizar con cultivos de las células epiteliales desarrolladas hasta un 70-80% 
de confluencia. Para facilitar el proceso de adhesión y posterior invasión, se 
centrifugaron las bacterias sobre las monocapas de las células eucariotas. 
Transcurridas dos horas de incubación, se determinó el número de bacterias adheridas 
por célula epitelial. El número de bacterias de la cepa muíante BbBvgR' en fase 
virulenta adheridas a las células eucariotas fue de 55 ± 9, similar al de la cepa 
parental en la misma fase (46 ± 13) (Fig. V.9).

Al igual que la cepa parental, el mutante BbBvgR es capaz de iniciar un proceso de 
invasión y supervivencia en la célula epitelial. Esta capacidad de B. bronchiseptica de 
invadir células eucariotas fue descripta previamente por varios autores 
(25,163,164,375,381). La cinética de supervivencia intracelular de la cepa mutante 
fue similar a la de la cepa parental (Fig. V.10). A las 72 horas post-invasión se 
observa un aumento a casi tres veces el valor inicial del número de UFC intracelulares 
para la cepa parental en ambas fases (aproximadamente 400 UFC/1000 células 
eucariotas respecto de valor inicial de 150 UFC/1000 células eucariotas), y un 
aumento leve para BbBvgR' (250 UFC/1000 células eucariotas respecto del valor 
inicial de 200 UFC/1000 células eucariotas), sin embargo estas diferencias no son 
estadísticamente significativas. En el día quinto del ensayo se observa una 
disminución del número intracelular de bacterias en la cepa parental con respecto al 
día 3 del ensayo, que corresponde a un 30 % para las bacterias en fase virulenta y a 
un 60 % para la fase a vi mienta. La cepa BbBvgR' en fase virulenta presenta un 
aumento de un 10 % en el número de UFC intracelulares respecto del punto anterior. 
Sin embargo, estas diferencias no tienen significado estadístico.

Figura.V.lO. Supervivencia intracelular en células epiteliales A549 de la cepa parental 
Bb9.73 en fase virulenta (barra azul) y BbBvgR-  en fase virulenta (barra turquesa) y 
RH9.73 en fase avirulenta (barra hlanraV
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Estudio del comportamiento de BbBvgR' in vivo empleando el modelo de 
infección intranasal en ratones

Con el fin de analizar el comportamiento de BbBvgR' durante el ciclo infeccioso, 
realizamos ensayos in vivo empleando el modelo de infección intranasal de Bordetella 
en ratones BALB/c. Para estos ensayos se inocularon ratones con 50 pl de 
suspensiones bacterianas conteniendo aproximadamente 5 105 UFC. A distintos 
tiempos post-inoculación se sacrificaron ratones a los que se les extrajeron los 
pulmones asépticamente. Diluciones apropiadas de los homogeneizados de pulmón se 
sembraron en placas conteniendo el medio sintético SSs suplementado con los 
antibióticos adecuados. Los resultados del recuento de bacterias se graficaron en la 
figura V .ll. Como puede observarse, tanto la cepa parental como el mutante BbBvgR' 
siguen una cinética de colonización típica de B. bronchiseptica con un aumento en el 
número de las bacterias que colonizan los pulmones murinos a los siete días 
posteriores (aumento de un log en el número de UFC) que luego decae hasta 
desaparecer después del día 60 post inoculación (Fig. V.ll).

Figura V .ll. Cinética de colonización de B. bronch isep tica  a pulmones de ratones. Para este ensayo se inocularon 
ratones hem bras BALB/c de tres semanas de edad por vía intranasal con aproxim adam ente 5 105 U FC/50 pl de: 
B b9.13  (curva de cuadrados azules) o BóBvgR (curva de rombos verdes), ambas en fase virulenta. E n  los días 
posteriores al momento de la inoculación, tres ratones (como m ínimo) de cada grupo fueron sacrificados. A partir de 
cada ratón se extrajeron ambos pulmones los cuales fueron homogeneizados, diluidos y plaqueados de manera 
adecuada para realizar el recuento de bacterias. Los valores representan el promedio de los valores obtenidos con 
tres o más ratones.

Con el fin de analizar si las bacterias recuperadas de los ratones inoculados con 
BbBvgR- mantenían la expresión simultánea de marcadores de virulencia y 
avirulencia, se realizaron análisis de la actividad hemolítica en placas agar sangre e 
inmunodetecciones utilizando como antisuero anti-flagelina. Como controles se 
utilizaron la cepa parental en fase virulenta y en fase avirulenta o muestras de 
proteínas totales obtenidas a partir de ellas. Pudimos observar que todas las colonias 
BbBvgR' obtenidas a partir de los pulmones de ratones infectados eran hemolíticas. 
Además y como se observa en la figura V.12 las bacterias BbBvgR' recuperadas de los
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pulmones expresan al marcador de fase avirulenta, flagelina. Estos resultados nos 
permiten corroborar la estabilidad de la construcción realizada en el muíante BbBvgR'.

Figura V.12. Inmunoblot de preparados de proteínas totales del mutante B/?BvgR~ antes 
de pasar por el ratón (Línea 1), del mutante B&BvgR-  aislado de los pulmones de ratones 
infectados en los días postinfección: 7, Línea 2, 14, Línea 3, 28, Línea 4, 35, Línea 5, 42, 
Línea 6 y 55, Línea 7. Como control se empleó además proteínas de Bb973 en fase 
virulenta (Línea 8) y de Bb9.73 en fase avirulenta (Línea 9). Para el revelado se empleó 
suero anti-flagelina.
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Discusión

En el capítulo anterior trabajamos en el análisis del papel que juega uno de los 
factores vrg durante el ciclo infeccioso de B. bronchiseptica. Si bien esta estrategia de 
estudio nos permitió determinar que la presencia de ese factor (la flagelina) en sí 
mismo no resulta esencial en ninguna de las etapas de la infección incluyendo la de 
persistencia, en esta etapa decidimos abordar el estudio de los factores de avirulencia 
desde una visión más abarcativa que incluya a los factores vrg en su conjunto y no a 
un sólo factor en particular. Para ello focalizamos nuestro trabajo en la construcción y 
caracterización de un mutante de B. bronchiseptica defectivo en la expresión de una 
proteína reguladora involucrada en la transcripción de los factores vrg, la proteína 
BvgR. En el momento de iniciar este trabajo sólo contábamos con datos 
recientemente publicados sobre la presencia de esta proteína y el rol de la misma en 
B. pertussis. El planteo de nuestro objetivo se basó en que dada la alta homología 
existente entre las distintas especies del género Bordetella es factible suponer que la 
proteína BvgR también se encuentre en B. bronchiseptica. Esta homología entre las 
distintas especies, sobre todo entre las especies denominadas Bordetella clásicas (B. 
pertussis, B. parapertussis y B. bronchiseptica) llega al punto que las mismas pueden 
ser consideradas como subespecies de una única especie con adaptaciones a 
diferentes hospedadores (444). Las secuencias del sistema de dos componentes 
BvgAS también presentan una alta homología, siendo de 96 % la identidad entre B. 
pertussis y B. bronchiseptica (21). De hecho, el intercambio de los respectivos 
sistemas entre estas dos especies resulta funcional, como ha sido demostrado en 
ensayos in vivo (265). Con estos antecedentes nos planteamos la posibilidad de que la 
represión de los genes de avirulencia en la fase virulenta de B. bronchiseptica fuera 
también realizada a través de BvgR como ocurre en B. pertussis (282,284). De estar 
presente esta proteína en forma activa en B. bronchiseptica, podríamos obtener un 
mutante de este patógeno que exprese en forma simultánea los genes activados y los 
reprimidos por el sistema de dos componentes. La cepa así obtenida permitiría 
analizar las distintas etapas del proceso infeccioso en presencia de ambos tipos de 
factores, es decir de virulencia (vag) y avirulencia (vrg). Este aspecto es totalmente 
novedoso para B. bronchiseptica, ya que hasta el momento la participación de los 
factores de avirulencia en la patogénesis de este microorganismo ha sido estudiada en 
forma individual y no en su conjunto (5).

La primera etapa de nuestro trabajo consistió en la detección del gen que codifica a 
la proteína BvgR en B. bronchiseptica. Ensayos de PCR, de secuenciación y análisis de 
datos en forma comparativa con los del Banco de datos GenBank, nos permitieron 
determinar que en el genoma de B. bronchiseptica se encuentra una secuencia de 
ADN con una identidad del 99% respecto a la secuencia del gen bvgR de B. pertussis. 
Estos resultados no sólo fueron esenciales para la continuación de nuestro trabajo 
sino que además representan una base del conocimiento que se requiere para 
comprender la regulación de los factores en B. bronchiseptica.

Tesis Doctoral 2004 Julieta Fernández



Capítulo V 133

A partir de un fragmento de ADN correspondiente a una región interna de la 
secuencia codificante del gen BvgR según los análisis comparativos con B. pertussis, 
construimos un muíante de B. bronchiseptica defectivo en la expresión de la proteína 
BvgR. Luego de realizar una conjugación biparental obtuvimos transconjugantes que 
se seleccionaron por su resistencia a antibióticos y por su capacidad para expresar en 
forma simultánea un factor de avirulencia (flagelo) y un factor de virulencia 
(hemolisina). Se obtuvo así un transconjugante (BbBvgR) que presentaba hemolisis 
en placas de agar sangre (SSs) y movilidad en placas de agar blando. Este fenotipo de 
expresión simultánea de ambos marcadores de fase se confirmó además con ensayos 
del tipo inmunoblot, microscopía electrónica y análisis de proteínas de superficie. Los 
ensayos de inmunoblot realizados sobre proteínas totales de BbBvgR' en fase 
virulenta, utilizando anticuerpos específicos contra AC-Hly y contra flagelina, 
marcadores de fase virulenta y avirulenta respectivamente, mostraron que el muíante 
BbBvgR' es capaz de expresar ambos marcadores cuando se encuentra en fase 
virulenta (Fig. V.4). Mediante ensayos de microscopía electrónica de transmisión 
pudimos además observar la presencia del flagelo en BbBvgR' cuando se encontraba 
en fase virulenta. Para completar el estudio de la expresión de factores vrg en la fase 
virulenta del muíante BbBvgR' analizamos el perfil de extractos proteicos enriquecidos 
en proteínas de membrana externa. En los geles de poliacrilamida obtenidos pudimos 
observar varias bandas de polipéptidos características de la fase avirulenta de la cepa 
parental, que se encontraban también en BbBvgR- en fase virulenta. La expresión 
diferencial de proteínas de membrana externa ha sido descripta por otros autores y se 
la utilizas como marcadores de fase (84,327). Este último ensayo resulta interesante 
ya que nos permite visualizar que la mutación del gen bvgR conduce a cambios 
amplios en el perfil de expresión más allá de la flagelina.

Todos estos datos muestran la funcionalidad de la proteína BvgR en B. 
bronchiseptica, ya que la interrupción del gen que la codifica conduce a la expresión 
de los factores de avirulencia en condiciones de cultivo de fase virulenta. Esta es la 
primera vez que se describe la presencia de la proteína funcional BvgR en B. 
bronchiseptica. Nuestros resultados indican que la expresión del flagelo y de algunas 
proteínas de membrana externa son reprimidos por bvgR durante la fase virulenta de 
B. bronchiseptica.

Luego de confirmar que el transconjugante obtenido expresaba en forma 
simultánea factores de virulencia y avirulencia, decidimos avanzar en el estudio del 
comportamiento de BbBvgR' en la interacción patógeno - hospedador. Para ello 
analizamos primeramente en ensayos in vitro la interacción de este muíante con 
células eucariotas del hospedador, en particular con células epiteliales de pulmón 
(A549). Analizamos comparativamente con la cepa parental tanto la adhesión como la 
invasión y persistencia de BbBvgR" en dichas células. Estos ensayos mostraron que 
ninguno de los procesos analizados estaban alterados en el muíante BbBvgR' ya que 
no observamos diferencias entre los datos obtenidos con el muíante en fase virulenta 
y los correspondientes a la cepa parental, cultivada ya sea en condiciones de fase
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virulenta o avirulenta. Por lo tanto, la presencia de factores de avirulencia durante la 
fase virulenta no altera la capacidad de BbBvgR' de adherirse y persistir en las células 
utilizadas.

A fin de evaluar la interacción patógeno - hospedador in vivo , realizamos ensayos 
empleando el modelo de infección ¡ntranasal de ratones. Para ello analizamos 
comparativamente la cinética de colonización de BbBvgR' y la de la cepa parental, 
ambas en fase virulenta. Como se observa en la figura V . l l  BbBvgR' es capaz de 
colonizar y persistir en el hospedador de igual forma que lo hace la cepa parental. No 
se observaron diferencias significativas entre los datos obtenidos para una u otra 
cepa. Para confirmar si las bacterias recuperadas de los pulmones continuaban 
expresando tanto los factores de avirulencia como los de virulencia realizamos 
inmunodetecciones sobre proteínas totales de las mismas, enfrentándolas contra 
sueros anti - flagelina y anti - AC-Hly. Los resultados obtenidos muestran que a lo 
largo de todo el ensayo, el mutante continúa expresando en forma simultánea el 
marcador de fase virulenta (AC-Hly) y el de fase avirulenta (flagelina). Estos datos 
marcan la estabilidad de nuestra construcción, un aspecto esencial a la hora de 
establecer conclusiones.

El comportamiento in vivo de BbBvgR' indicaría que la expresión de los factores de 
avirulencia durante la fase virulenta no modifica de manera apreciable la interacción 
Bordetelia - hospedador. Este resultado llamó nuestra atención, ya que había sido 
reportado que la expresión ectópica de un factor de avirulencia como el flagelo en una 
cepa de B. bronchiseptica cultivada en condiciones de virulencia alteraba de manera 
desfavorable la interacción entre la bacteria y el hospedador, a tal punto que dicho 
mutante no era capaz de colonizar el tracto respiratorio de ratas (5). Una posible 
explicación a estas diferencias entre los resultados obtenidos por dichos autores y los 
nuestros es que BbBvgR'expresa durante el cultivo en condiciones de fase virulenta el 
conjunto de factores de avirulencia además de los factores de virulencia, y la cepa 
antes mencionada solamente expresa un único factor vrg, el flagelo. Sin embargo, 
nuestros resultados son similares a los obtenidos en B. pertussis. Merkel y 
colaboradores (1998) reportaron que la deleción del gen bvgR en B. pertussis no 
modifica la capacidad de esta bacteria de colonizar los pulmones murinos. Por lo 
tanto, también en B. pertussis la expresión del conjunto de factores de avirulencia no 
altera la capacidad de este patógeno de colonizar el modelo animal (282). Sin 
embargo, en este mismo trabajo observaron que la cepa mutante presentaba una 
menor capacidad de inducir enfermedad. Así, los ratones inoculados con la cepa 
mutante presentaron una mayor sobrevida que los inoculados con la cepa parental. 
Las diferencias observadas en el comportamiento del mutante obtenido por nosotros y 
el de B. pertussis pueden deberse a la diferencia en la patogénesis que causan ambas 
especies en el modelo de infección murino.

Los resultados aquí presentados indican que en B. bronchiseptica, al igual que en B. 
pertussis, está presente la proteína BvgR cuya función es la de reprimir la expresión 
de los factores de avirulencia durante las condiciones de cultivo de la fase virulenta, y
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también que la presencia de factores de avirulencia durante la fase virulenta de la 
bacteria no es perjudicial para la interacción patógeno - hospedador. Este último 
aspecto reviste gran importancia para la comprensión del rol de la modulación 
fenotípica en el ciclo infeccioso.

Nuestros resultados nos alejan en parte del modelo que apoya que la expresión de 
los factores denominados de virulencia resultan ser esenciales para el inicio de la 
infección mientras que los factores denominados de avirulencia serían los 
responsables de que este microorganismo sea capaz de persistir tanto en el 
hospedador desencadenando procesos crónicos (160) como en el medio ambiente 
(334,295). Más aún, la función de BvgAS sería no sólo la de activar a los factores de 
virulencia en el momento de infección sino que además se encargaría de reprimir los 
factores que perturban la colonización de la bacteria en el hospedador. Este modelo 
cuenta con aceptación quizás por su sencillez pero en la actualidad no descansa en 
datos acabados que lo soporten en forma definitiva.

Una hipótesis respecto al rol del sistema BvgAS y al requerimiento de los diferentes 
factores en las diversas etapas del ciclo infeccioso de B. bronchiseptica que concuerda 
con nuestros datos estaría relacionada con el proceso evolutivo de las especies 
denominadas clásicas que parecen derivar de B. bronchiseptica. Así, el sistema BvgAS 
en un principio parecería que tuvo la misma función para las distintas especies 
sensando si la bacteria se encontraba dentro o fuera del hospedador de manera que 
los factores de avirulencia se expresaran sólo fuera del hospedador para permitir la 
vida de la bacteria en el medio ambiente. Esta función de BvgAS y de los factores de 
avirulencia parece continuarse para B. bronchiseptica ya que este patógeno es capaz 
de sobrevivir tanto dentro como fuera del hospedador. Para B. pertussis no sería esta 
la situación ya que sólo vive dentro del hospedador. Esta idea estaría de acuerdo con 
los resultados presentados por Tejada y colaboradores (1996). Estos autores 
construyeron quimeras del sistema de dos componentes con partes de la secuencia de 
B. bronchiseptica y partes de la de B. pertussis, y con este tipo de construcciones 
pudieron observar que la sensibilidad a los agentes moduladores es más baja para B. 
pertussis que para B. bronchiseptica (265). Esto significa que B. pertussis requiere de 
mayor concentración de los agentes moduladores para poder cambiar de fase, 
comportamiento que indicaría que este patógeno no necesitaría este sistema como un 
control fino de la regulación de los distintos factores, lo cual estaría asociado al hecho 
de que B. pertussis no vive fuera del hospedador a diferencia de B. bronchiseptica que 
sí lo hace. El hecho distintivo mostrado en este capítulo respecto a que los factores de 
avirulencia no perjudican ni favorecen ninguna de las etapas de la infección concuerda 
con la idea de que dentro del hospedador no resulta necesaria la regulación de dichos 
factores, por lo que para un patógeno que sólo vive dentro del hospedador el sistema 
BvgAS sería un vestigio evolutivo. Quedaría por investigar qué sucede durante la 
transmisión del patógeno de hospedador en hospedador; quizás allí la actividad del 
sistema de dos componentes cobre importancia para las diferentes especies.
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Conclusiones Generales

Las infecciones respiratorias representan uno de los principales problemas de salud 
entre los niños menores de cinco años de los países en desarrollo. En la Región de las 
Américas, las infecciones respiratorias se ubican entre las primeras cinco causas de 
defunción en niños de esas edades y representan la causa principal de enfermedad y 
consulta a los servicios de salud. Aunque la extensión de estas enfermedades es 
global, su impacto se refleja con gran disparidad entre los países industrializados y los 
menos desarrollados. La desnutrición infantil y el grado de acceso a los servicios de 
salud son elementos claves que explican esta diferencia. Se suma a esta problemática 
la existencia de infecciones crónicas que conllevan a la presencia de portadores 
asintomáticos del patógeno, causando la diseminación silenciosa del agente causal de 
la enfermedad entre la población susceptible.

La etapa de persistencia de la bacteria en el hospedador representa un verdadero 
problema epidemiológico que debe resolverse para poder erradicar en forma definitiva 
la enfermedad. En general, las estrategias de prevención contra las infecciones están 
dirigidas solamente a evitar las primeras etapas de la infección, sin tener en cuenta 
los estadios de cronicidad. Esto puede deberse en parte a que el conocimiento sobre 
esta etapa es en general escaso, quizás como consecuencia de la complejidad que el 
fenómeno en sí mismo reviste y de la diversidad de mecanismos que deben 
desarrollarse para que el patógeno pueda desencadenarlo. Esto es, procesos de 
adhesión, multiplicación, daño celular / tisular y luego inducción del proceso infeccioso 
crónico. Además, en cada una de estas etapas el patógeno debe evadir la respuesta 
inmune que el hospedador desarrolla ante su presencia. Si bien los mecanismos de 
evasión del patógeno son justamente los aspectos menos conocidos de la interacción 
patógeno - hospedador, sí se ha podido observar un fenómeno bastante distribuido 
entre los microorganismos que está asociado al cambio en el perfil de expresión de 
diferentes componentes bacterianos (variación antigénica) a lo largo de todo el 
proceso infeccioso (61,330,372,462). De esta forma, la respuesta montada por el 
hospedador durante las etapas tempranas de la enfermedad, que está dirigida contra 
el patógeno que inició la infección, no reconoce al patógeno en el estadio crónico.

Bordetella bronchiseptica, un patógeno que produce enfermedades crónicas, 
parece no ser la excepción ya que es capaz de alternar entre distintas fases 
fenotípicas o antigénicas a través del sistema de dos componentes BvgAS 
(21,42,101). Este sistema no sólo regula positivamente la expresión de los genes que 
codifican para factores de virulencia denominados vag (por virulence-activated genes) 
sino que además regula negativamente la expresión de otro grupo de genes a los que 
se denomina vrg (por virulence repressed genes). En los extremos de dicha variación 
fenotípica se encuentra por un lado, la fase Bvg+ o virulenta caracterizada por la 
expresión de los genes vag, que resultan esenciales para el inicio de la infección y por 
otro la fase Bvg-  o avirulenta en la que los genes vag están reprimidos y los genes 
vrg se están transcribiendo. Las bacterias en fase avirulenta son incapaces de iniciar
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una infección pero se ha sugerido que esta fase es la más apta para persistir (84). 
Este cambio en el perfil de expresión de componentes bacterianos, que se denomina 
modulación fenotípica, podría contribuir in vivo a la inmunoevasión que posibilita la 
persistencia de la bacteria dentro del hospedador, transformándolo en un portador 
asintomático. Sin embargo, son pocos los datos experimentales que apoyan esta 
hipótesis. De hecho sólo se ha podido poner de manifiesto el funcionamiento del 
sistema BvgAS en condiciones de laboratorio mediante la presencia de determinadas 
señales externas. No se ha esclarecido todavía el rol del sistema BvgAS durante el 
proceso infeccioso y menos aún el rol de los factores vrg o de avirulencia, si es que lo 
tienen, durante este ciclo de B. bronchiseptica. Sobre estos aspectos es que hemos 
focalizado el trabajo de Tesis doctoral que aquí se presenta.

Debido a que al momento de iniciar este trabajo la fase avirulenta era considerada 
la más apta para persistir en condiciones de escasez de nutrientes, nos propusimos 
analizar particularmente la participación de esta fase y de los factores que se 
expresan durante la misma en la supervivencia de B. bronchiseptica. Para ello 
construimos por un lado una cepa de B. bronchiseptica que se encuentra bloqueada 
en la fase avirulenta, y por ende no puede pasar a la fase virulenta, y por otro un 
mutante defectivo en la expresión de un factor de avirulencia, la flagelina, al que 
denominamos Bbfla~. De esta forma y con el empleo de estas cepas se esperaba 
poder definir el rol de la fase avirulenta —en forma global y particularizando en uno 
de los componentes que la caracterizan— en la supervivencia.

Comenzamos entonces nuestros estudios realizando ensayos in vitro para evaluar 
la capacidad de B. bronchiseptica para persistir en diferentes condiciones 
nutricionales. Pudimos observar que en condiciones de escasez de nutrientes B. 
bronchiseptica persiste durante largos períodos de tiempo, independientemente del 
número de bacterias presentes al inicio del cultivo, tal como había sido descripto 
anteriormente. Sin embargo, el resultado más sorprendente fue que las bacterias que 
persistían lo hacían en fase virulenta. Más aún, la bacteria bloqueada en fase 
avirulenta no fue capaz de persistir. Además, la ausencia de un único factor de 
avirulencia como la flagelina no modificó en ningún aspecto la persistencia de B. 
bronchiseptica. Estos resultados no sólo profundizan el conocimiento de la 
participación de las fases de virulencia en el ciclo de vida de este patógeno, sino que 
plantea un nuevo problema desde el punto de vista epidemiológico: las bacterias que 
se encuentran en el medio ambiente (en condiciones de escasez de nutrientes) se 
encontrarían en fase virulenta, que es la fase requerida para iniciar una infección.

Todos estos datos resultaron sorprendentes por alejarse de la hipótesis más 
aceptada que presenta a la fase avirulenta como la más capacitada para sobrevivir. 
Sin embargo, corresponden a ensayos in vitro que no pueden generalizarse a lo que 
ocurre in vivo. Es por ello que en la siguiente etapa de este trabajo abordamos el 
estudio del rol que juegan los factores de avirulencia de B. bronchiseptica en la 
infección, y en particular en la persistencia de este patógeno en el hospedador. Para 
ello empleamos dos herramientas diferentes en sistemas de estudio similares. Una de
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ellas consistió en emplear la bacterias defectivas en la expresión del marcador de 
avirulencia construidas para los ensayos in vitro antes descriptos y la otra en la 
construcción de una cepa que expresara simultáneamente factores de virulencia y 
avirulencia. En ambos casos analizamos el comportamiento de las bacterias en su 
interacción con el hospedador, ya sea a través de ensayos empleando células de línea 
o in vivo empleando el modelo de infección intranasal en ratones.

Para el primer caso utilizamos el mutante Bbfia~ defectivo en la expresión del 
marcador flagelina y analizamos su comportamiento en las primeras etapas de la 
infección. Si bien los ensayos en células de línea y los ensayos in vivo empleando el 
modelo de infección en ratones proporcionan diferente información, se observó que 
las primeras etapas de la interacción patógeno - hospedador no se vieron modificadas 
al emplear el mutante defectivo en flagelina. Esto es, la adhesión a células epiteliales 
y la colonización en pulmones de ratón resultaron ser similares para la cepa parental y 
para el mutante defectivo. Sin embargo, la etapa de persistencia resultó de diferente 
duración para la dos cepas. El mutante defectivo en flagelina fue capaz de sobrevivir 
tanto en células de línea como in vivo por períodos más largos de tiempo. Esta 
diferencia de comportamiento entre la cepa parental y el mutante defectivo nos 
condujo a pensar, entre otras posibilidades, que el mutante se presenta diferente a la 
cepa parental dentro del hospedador, o destruye más eficazmente las defensas del 
hospedador, o utiliza estrategias de evasión de la respuesta inmune del hospedador 
diferentes a las que utiliza la cepa parental, o una combinación de esas posibilidades.

A fin de evaluar si dentro del hospedador el mutante se mostraba diferente a la 
cepa parental, realizamos ensayos con sueros de los ratones infectados con Bbfia~ o 
con la cepa parental. Estos ensayos nos permitieron observar claras diferencias en el 
perfil de reconocimiento de las proteínas de una u otra cepa. Estas diferencias entre 
las cepas se extendían al perfil de proteínas secretadas. En particular pudimos 
identificar dos de las proteínas secretadas exclusivamente por Bbfla~ en fase 
virulenta, siendo una de ellas el factor de virulencia PRN y otra la proteína 
característica de fase intermedia BipA. Esta secreción diferencial de proteínas podría 
ser consecuencia de la propia deficiencia en la estructura del sistema flagelar que al 
no tener flagelina quedaría simplemente como un pequeño orificio en la membrana 
por el que se secretarían las proteínas. La secreción de factores de virulencia a través 
del sistema de secreción flagelar tipo III es un fenómeno que ya ha sido descripto en 
otros patógenos (142,383). Más allá de si la secreción ocurre a través del sistema 
flagelar o no, el hecho de que se secreten proteínas en forma diferencial para el 
mutante permite explicar en parte la mayor persistencia en el modelo animal de 
infección.

La segunda estrategia que empleamos fue estudiar los factores de avirulencia en su 
conjunto, pero sobre una cepa que fuera capaz de infectar. Esto no es posible 
utilizando una cepa salvaje en fase avirulenta ya que al no lograr iniciar una infección 
resulta inadecuada para esta clase de estudios. Sin embargo, una cepa que expresara 
simultáneamente ambos tipos de factores permitiría que la infección se inicie, ya que
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expresa los factores de virulencia, y permitiría al mismo tiempo analizar el rol de los 
factores de avirulencia en dicha infección. Obtuvimos entonces un mutante defectivo 
en el gen regulador bvgR que codifica para una proteína represora de los genes vrg 
durante la fase virulenta de la bacteria. Este mutante, denominado fíbBvgR- , fue 
capaz de expresar en forma simultánea los factores de virulencia y avirulencia. En 
este trabajo se realiza la primera descripción de este gen en B. bronchiseptica, ya que 
hasta el momento sólo había sido descripta su funcionalidad en B. pertussis. Pudimos 
determinar que fíbBvgR-  es capaz de expresar el flagelo en condiciones de cultivo de 
fase virulenta, indicando que esta proteína actuaría como regulador de la transcripción 
de los genes involucrados en la biosíntesis del flagelo.

En los ensayos in vitro e in vivo realizados, el mutante fíbBvgR se comportó de 
manera análoga a la cepa parental. Estos resultados indican que la presencia del 
conjunto de factores de avirulencia durante la fase virulenta de B. bronchiseptica no 
es perjudicial ni beneficiosa en las etapas de la infección analizadas. Es decir la 
expresión de los factores de avirulencia no alteran la interacción patógeno - 
hospedador. El consenso actual sobre la participación del sistema BvgAS en el ciclo 
infeccioso de Bordetella considera que este sistema no sólo tiene una función 
fundamental en activar la expresión de los genes vag para que el patógeno pueda 
producir una infección, sino que también sería crucial en la represión de los genes vrg, 
ya que la expresión ectópica de un factor de avirulencia en fase virulenta se había 
presentado como perjudicial en la colonización. El comportamiento observado en el 
mutante fíbBvgR-  indica que dicha represión no es indispensable para que la bacteria 
logre establecer una infección, al menos en el modelo utilizado. Nuestros resultados 
parecen contradictorios a los obtenidos empleando la cepa que expresa ectópicamente 
un factor de avirulencia; sin embargo dicha discrepancia podría deberse a que por un 
lado, en aquel trabajo se empleó otro modelo de infección (ratas en lugar de ratones) 
y por otro se trabajó con la expresión de un único factor de avirulencia y no con el 
conjunto como es nuestro caso.

Los resultados presentados aquí asignarían menor importancia al rol del sistema 
BvgAS durante el ciclo infeccioso de B. bronchiseptica y la sobrevida de la bacteria 
fuera del hospedador. En nuestros estudios la fase virulenta se presenta no sólo como 
la fase esencial para la infección sino además como la más adaptada a sobrevivir 
fuera del hospedador. Más aún, la presencia de los factores de avirulencia regulados 
por este sistema no sería beneficiosa ni perjudicial en la interacción patógeno - 
hospedador. Queremos destacar sin embargo que la variación antigénica ha sido 
observada por otros autores (160) pero quizás esté asociada a otros sistemas 
regulatorios de Bordetella, como el sistema de dos componentes Ris, o alguno de los 
16 sistemas de dos componentes que se han identificado a partir de la secuenciación 
del genoma de este patógeno (325,187). Estudios similares a los aquí presentados 
deberían realizarse sobre estos sistemas a fin de comprender mejor el rol de la 
variación antigénica en Bordetella.
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