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Bordetella parapertussis Capitulo 1

1. Introduccion General

1.1 Tos convulsa: historia, etiologia y epidemiologia

La tos convulsa es una enfermedad infecciosa de las vias respiratorias provocada
por los cocobacilos Gram negativos Bordetella pertussis y Bordetella parapertussis, cuyo
unico hospedador es el hombre, sin reservorio conocido por fuera del mismo. Esta
enfermedad es una de las principales causas de mortalidad infantil entre las enfermedades

inmunoprevenibles.

La primera descripcion clinica de la enfermedad es la de Guillermo de Baillou en
1578, quien la llamé Tussis Quintin (1). Posteriormente, Thomas Sydenham en 1679, y
Thomas Willis en 1682 llamaron “pertussis” (per, intensa; tussis, tos) a esta enfermedad
que afectaba a lactantes y nifios provocando la muerte en muchos casos. En Europa durante
los siglos XVIII y XIX las epidemias de tos convulsa causaron numerosas muertes y hacia
el afo 1906 Jules Bordet y Octave Gengou aislaron el que se consideraria el unico agente
causal de esta enfermedad en este momento, B. pertussis (2). Debido a la rapida
diseminacion y al impacto epidémico de la enfermedad, el desarrollo de vacunas fue
prioritario. Entre 1914 y 1923, Hess, Luttinger y Madsen realizaron los primeros ensayos
exitosos de vacunacion contra la tos convulsa utilizando vacunas formuladas con células
enteras de B. pertussis (3). Finalmente durante la década de 1940-1950 las vacunas
celulares fueron introducidas en la profilaxis contra la tos convulsa lo cual redujo
drésticamente la incidencia de esta enfermedad. En este periodo Eldering y Kendrick
(1938) aislaron una nueva especie en pacientes con tos convulsa relacionada con B.
pertussis a la que denominaron B. parapertussis (4). Esta bacteria desarrollaba una
enfermedad con la misma sintomatologia que B. pertussis aunque generalmente mas leve.
Los primeros estudios epidemiologicos sugerian que B. parapertussis podia infectar
poblaciones que habian adquirido inmunidad contra B. pertussis (5). En ese momento
estudios preliminares de laboratorio demostraron que B. pertussis y B. parapertussis
presentaban diferencias antigénicas que, aunque pequefias, eran suficientes para que B.
parapertussis evada la proteccion conferida por las vacunas formuladas con B. pertussis e

infecte poblaciones vacunadas (6, 7). La aparicion de casos fatales en infecciones causadas
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por B. parapertussis instaldo la necesidad de contar con una vacuna que incluya a B.
parapertussis en su formulacion (8). En 1974 se realizaron los primeros estudios con
vacunas contra B. parapertussis (9), obteniéndose resultados controversiales en cuanto a la
posible interferencia generada en la proteccion contra B. pertussis (10). El proyecto fue
abandonado porque se concluyd que la situacion epidemioldgica no representaba una
amenaza y por lo tanto no justificaba el desarrollo de un programa de vacunacion contra B.
parapertussis (11). Esta decision, basada en datos erroneos debido a la falta de técnicas
adecuadas para la diferenciacion de especies de Bordetella, entre otros problemas
metodoldgicos para el diagnostico en si de la tos convulsa, ha derivado en la situacion de
reemergencia actual agravada por el cambio en el tipo de vacunas empleadas para el control

de la enfermedad, segtin se detalla mas abajo.

En la actualidad a pesar de la extensiva vacunacion la tos convulsa continua siendo
una de las principales causas de mortalidad infantil, registrandose picos epidémicos cada 4
a 5 afos (12, 13). El grupo mas expuesto y el que registra la mayor tasa de mortalidad es el
de nifios menores de cuatro afios, teniendo prevalencia sobre el género femenino (70%).
Dentro de éste, los lactantes representan el principal blanco de la enfermedad con el mas
alto porcentaje de complicaciones y muertes; la letalidad es de aproximadamente un 1% en
menores de un ano, aumentando a 5,7% cuando son hospitalizados. En general la severidad

de la enfermedad decrece con la edad del individuo infectado (14, 15).

Estudios recientes indican que hay aproximadamente 16 millones de casos de tos
convulsa por afio en todo el mundo, con un nimero de casos fatales cercano a 195.000
(OMS, 2011), y en los ultimos afios, la incidencia de la enfermedad reportada se ha
incrementado. Recientemente la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha declarado la
tos convulsa como una enfermedad reemergente. En Argentina, en coincidencia con lo
ocurrido a nivel mundial, entre el afio 2003 y 2011 los casos de tos convulsa aumentaron de
manera significativa reportandose 1.498 casos en 2011 con un total de 70 muertes en
menores de 5 meses de edad y 2.207 casos en 2012 (Ministerio de Salud de la Nacion;
Disponible en: http://www.msal.gov.ar/prensa/index.php/noticias/noticias-de-la-
semana/494-tos-convulsa-ministerio-de-salud-de-la-nacion-insta-a-la-vacunacion-de-
embarazadas-ninos-y-adolescentes). Si bien los estudios epidemiologicos actuales

demuestran que la incidencia de B. pertussis continla en aumento aun en poblaciones
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vacunadas indicando que existe una ineficiencia de las vacunas en uso en el control de este
patdégeno, también se ha observado que uno de los factores que contribuyen a la re-
emergencia de la tos convulsa es el aumento sostenido de la incidencia de B. parapertussis
en la enfermedad (16-19). Hoy es claro que, al igual que B. pertussis, este patdogeno
representa una amenaza para la salud publica mundial. En la Tabla 1 se muestran los
resultados de estudios epidemioldgicos donde se puede observar la prevalencia de B.
parapertussis en poblaciones vacunadas que va desde un ~1% a un ~98% segun el brote
epidémico. En Argentina los datos documentados en diferentes provincias indican que B.
parapertussis representa el 27% de los casos de tos convulsa en poblaciones con cobertura
de vacunacion superior al 92% (20). Cabe sefialar que la incidencia actual de B.
parapertussis podria estar subestimada ya que las infecciones causadas por este patdgeno
pueden ser asintomaticas o dar un cuadro clinico similar al de B. pertussis que resulta
indistinguible en la mayoria de los casos (21-23). A esto se suma el hecho de que el
diagnostico diferencial no modifica el curso del tratamiento y en muchos casos no se realiza
la distincion de especie y por lo tanto las infecciones causadas por B. parapertussis son

atribuidas a B. pertussis (24).

Un aspecto interesante es que en general las infecciones por B. parapertussis tienen
una mayor incidencia en individuos vacunados que en individuos no inmunes (25). En la
actualidad existen dos tipos de vacunas utilizadas en el control de la enfermedad, las
vacunas celulares y las vacunas acelulares, ambas desarrolladas solo con componentes de
B. pertussis segin se detalla mas adelante. Si bien las vacunas celulares confieren una
proteccion baja contra B. parapertussis, varios estudios demuestran que las vacunas
acelulares no presentan proteccion alguna contra esta bacteria (19, 26, 27). Estudios
recientes en modelos murinos sugieren que la vacuna acelular podria incluso predisponer al
hospedador a la infeccion por B. parapertussis (27, 28). En este sentido se ha observado
que el reemplazo de las vacunas celulares por las vacunas acelulares, formuladas
unicamente a partir de antigenos purificados de B. pertussis comunes a ambas especies,
determin6 un aumento en la incidencia de B. parapertussis en la epidemiologia de la
enfermedad (25, 27). Se espera que la situacion epidemiologia empeore en las
circunstancias actuales y hoy se reconoce que es necesario revisar las estrategias

preventivas contra la tos convulsa para lograr controlar mejor a ambas especies.
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Tabla 1. Prevalencia de B. parapertussis en poblaciones con Tos convulsa

B. parapertussis

Pais Afo (%) Ref.
Dinamarca 1946-1970 4,2 (29)
Checoslovaquia 1967-1969 97,7 (30)
Alemania 1991-1993 24,0 - 40,0 (17)
Suiza 1991-1997 1,0-43 (21)
Italia 1992-1993 12,3 (31)
Alemania 1993-1995 36,0 (25)
Francia 1993-2000 1,4 (32)
Italia, Alemania y suiza 1997 2,1-25,0 (18)
Finlandia 1994-1997 39,2 (19)
Rusia 1998-2000 13,0¢ (33)
Pakistan 2005-2009 7,4 (34)
Tanez 2007-2011 6,0% (35)
Estados unidos 2008-2010 13,9¢ (12)
Estados unidos 2010-2011 1,3 (36)
China 2011 2,1% (23)

& X X .
Incluyen infecciones mixtas.

1.2 Vacunas actuales contra la Tos convulsa

Como ya ha sido mencionado existen dos tipos de vacunas en uso contra la tos
convulsa, las de primera generacion formuladas a partir de células enteras de B. pertussis en
fase virulenta inactivadas por calor (vacuna celular), y las de segunda generacion
formuladas con ciertos factores de virulencia purificados de B. pertussis (vacuna acelular).
La vacuna celular fue introducida en la inmunizacion global entre 1940 y 1950. Esta
vacuna, aunque efectiva en disminuir la incidencia de la enfermedad presentaba efectos
adversos de distinta magnitud, incluso ocasionaba la muerte de los vacunados (1 de cada
310000). Esto motivo el desarrollo de una nueva generacion de vacunas de formulacion
acelular, mas segura, y que no presenta efectos adversos. La primer vacuna acelular
desarrollada por Sato y colaboradores estaba formulada con proteinas de B. pertussis co-
purificadas, que comprendian esencialmente toxina pertussis (PTx) y hemaglutinina
filamentosa (FHA) (37). Posteriormente se desarrollaron nuevas formulaciones compuestas
de antigenos purificados individualmente y hoy las vacunas actualmente en uso son una

combinacion de FHA, PT, pertactina (Prn), y fimbria (Fim).
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1.3 Cuadro clinico

Los sintomas de la tos convulsa pueden variar, dependiendo la edad, el estado
inmune, el tiempo transcurrido desde la ultima infeccion o desde la tltima vacunacion (38)
y el agente causal de la enfermedad. En general las infecciones causadas por B.
parapertussis presentan un cuadro clinico mas leve y de corta duracién que las infecciones
causadas por B. pertussis (18, 21, 25, 31, 39) y en un gran porcentaje de los casos se
desarrolla como una infeccion asintomatica (23). Sin embargo los sintomas clasicos de la
enfermedad pueden aparecer hasta incluso determinar la muerte del individuo infectado (8,

19, 25, 39-41).

1.3.1 Manifestaciones tipicas

Luego del contagio los sintomas aparecen en un periodo que oscila entre 7 y 10
dias, y la enfermedad puede durar entre 4 a 8 semanas, o mas. En el transcurso de la
enfermedad pueden distinguirse tres periodos con manifestaciones clinicas caracteristicas
que se suceden sin limite preciso: periodo catarral, periodo paroxistico y periodo de
convalecencia. Debido a que la enfermedad puede ser diagnosticada luego de la etapa de
incubacion, en la que se ha producido dafio local y sistémico, el tratamiento con antibidtico
no resulta eficaz en su control pero su uso se recomienda para limitar el esparcimiento del

organismo a otros individuos.

La etapa catarral con una duracidon aproximada de una a dos semanas no presenta
sintomas especificos y, por lo general, se la confunde con una infeccion corriente de las
vias respiratorias superiores. Hacia el final de este periodo la tos se vuelve més intensa. La
etapa paroxistica estd determinada por la aparicién de accesos de tos. A esta manifestacion
le sigue un periodo de apnea que puede llevar a la cianosis (coloracion azulada por falta de
oxigeno) luego de la cual se produce una inspiracion profunda a través de las cuerdas
vocales contracturadas causando el estribor caracteristico (silbido) asociado a la
enfermedad. Este episodio ocurre repetidas veces hasta finalizar con vomitos o
expectoracion. La duracion del periodo paroxistico es de entre 3 y 4 semanas y es en el cual
pueden producirse complicaciones tales como vomitos, convulsiones, hemorragias diversas,
neumotorax, invaginacion intestinal, encefalopatias y en algunos casos la muerte del

individuo infectado. A las complicaciones mecanicas y neurologicas se le suman las
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infecciosas, dado que la infeccion por estos patdégenos hace del hospedador un entorno
propicio para el establecimiento de diversas infecciones causadas por otros patogenos de las
vias respiratorias. La etapa de convalecencia se caracteriza por la disminucion gradual y
progresiva de los accesos de tos, con una duracion proporcional a la gravedad alcanzada en

el transcurso de la enfermedad.

Mientras que la enfermedad causada por B. pertussis genera linfocitosis, en las
infecciones causadas por B. parapertussis la linfocitosis es de menor magnitud dado que
esta no expresa PTx que estimula la proliferacion de los linfocitos (39, 42). Un estudio en
donde se compara la sintomatologia relativa entre estos patdgenos muestra que la tos, la
etapa paroxistica, los vomitos y la apnea luego de los accesos de tos ocurren en 100, 97, 77
y 75 % de los casos de infeccion con B. pertussis y en un 100, 76, 43 y 39 % de los casos
de infeccion con B. parapertussis (18). Aunque la duracién de la enfermedad tiende a ser
mas corta en los individuos infectados con B. parapertussis, estos estudios demuestran que
la mayoria de los nifios infectados con esta bacteria desarrollan la etapa aguda del
paroxismo y aproximadamente el 39% de los infectados desarrollan los sintomas mas
severos de la enfermedad. Aunque no es un cuadro comun, se han reportado bacteriemias e
infecciones letales causadas por infecciones con B. parapertussis en individuos inmuno

comprometidos e inmuno competentes (8, 40, 41).

1.3.2 Transmision

Dado que B. pertussis y B. parapertussis no poseen reservorio por fuera del hombre,
la transmision ocurre de persona a persona. Se cree que el contagio se produce por saliva o
por secreciones de las vias respiratorias de un individuo infectado. La transmision del
agente es maxima en el periodo catarral previo a los accesos de tos del periodo paroxistico.
Estudios estiman que en un ambiente cerrado un solo nifio infectado puede infectar entre el
55 y 100 % de los individuos no inmunizados presentes (25). Se cree que la enfermedad
comienza cuando la bacteria expelida por la tos de un individuo infectado (contenida en la
micro gota) ingresa al hospedador susceptible a través de las vias aéreas. Una vez alli, la
bacteria se replica y coloniza areas adyacentes. Diferentes estudios y datos clinicos
demuestran la existencia de periodos asintomaticos que contribuirian significativamente a

la propagacion de la enfermedad (23).
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1.4 Género Bordetella

El género Bordetella estd conformado por B-proteobacterias y estd compuesto por
nueve especies (Bordetella pertussis, B. parapertussisy, B. parapertussis,, B.
bronchiseptica, B. avium, B. hinzii, B. holmesii, B. petrii, and B. trematum). Cuatro de las
especies que conforman este género, B. bronchiseptica, B. parapertussis, B. pertussis y B.
holmesii estan asociadas con enfermedades respiratorias en mamiferos (Tabla 2). B.
bronchiseptica infecta principalmente animales y puede desarrollar infecciones zoonoticas
en humanos, pero la sintomatologia leve de la enfermedad y el eficiente control de la
bacteria en huéspedes sanos hace que no se considere una amenaza para los humanos (24,
43, 44). A pesar de que ha sido aislada de humanos en varias ocasiones, no ha sido asociada
con las epidemias de tos convulsa (45-51). B. holmesii es una bacteria identificada
recientemente (1995) asociada en primera instancia con el desarrollo de sepsis, bacteriemia
y endocarditis principalmente en pacientes con inmunodeficiencias (individuos esplénicos o
con SIDA), y en menor grado con el desarrollo de infecciones respiratorias con
sintomatologia caracteristica de la tos convulsa (52-55). B pertussis y B. parapertussis son
considerados los principales agentes causales de la tos convulsa y el unico hospedador
conocido hasta el momento es el hombre (24, 56). En la literatura se describen dos especies
de B. parapertussis, pero solo B. parapertussisy, causa infecciones en humanos debido a un
diferente tropismo. A pesar de las diferencias en el huésped, en el grado de virulencia y
persistencia, B. pertussis, B. parapertussis y B. bronchispetica estan tan estrechamente
relacionadas filogenéticamente que se la ha reclasificado como subespecies dentro del

cluster “classical bordetellae” (44, 57-60).
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Tabla 2. Especies dentro del género Bordetella que cusan infecciones respiratorias en

mamiferos.
Especie Enfermedad asociada Hospedadores
B. pertussis Tos convulsa Humanos
B. parapertussis Tos convulsa Humanos
B. parapertussis Neumonia no progresiva Ovejas
cronica
B. bronchiseptica Traqueobronquitis cronica, Ratones, zarigiieyas, ratas,
bronconeumonia, mapaches conejos, coalas,

septicemia, tos de las ovejas, caballos, monos,
perreras, rinitis atrofica, cerdos, gatos, perros,
(cerdos), catarro (conejos) hurones, zorro, pavos,

zorrinos, leopardos, erizos

B. hosmessii Septicemia, endocarditis, Humanos con deficiencias
infecciones respiratorias. inmunitarias

1.4.1 Evolucion y tropismo.

Recientemente las secuencias genomicas de las especies que integran el “classic
Bordetellae”, B. pertussis, B. parapertussis y B. bronchiseptica, han sido descriptas (59). B.
bronchiseptica tiene el genoma mas grande de las tres especies con un tamafio aproximado
de 5.3 Mpb. Este genoma incluye casi todos los genes contenidos en los genomas de B.
pertussis 'y B. parapertussis, de 4.0 y 4.7 Mpb, respectivamente (59). El andlisis
comparativo de las secuencias gendmicas muestra que tanto B. pertussis como B.
parapertussis evolucionaron a partir del antecesor en comun, B. bronchiseptica, hace
aproximadamente 0,7-3,5 y 0,27-1,4 millones de afios, respectivamente. Segin estos
estudios la evolucion de estos patogenos llevd a la perdida de material genético. Se ha
sugerido que la restriccion a un unico hospedador (el hombre) fue consecuencia de esta
pérdida de material genético, dado que no hay indicios de que hayan adquirido material
genético de otras especies durante su evolucion (59). Estudios recientes, sin embargo, han
encontrado evidencia de transferencia horizontal de material genético entre estas especies
(61).

De cualquier manera se asume que la reduccion del genoma de B. pertussis y B.

parapertussis dio lugar a mecanismos de patogenicidad que en definitiva, permitieron el
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establecimiento de infecciones persistentes en humanos y el desarrollo de patologias mas

severas que su antecesor B. bronchiseptica.

1.5 Factores de virulencia

La estrecha relacion filogenética que existe entre las especies B. bronchiseptica, B.
parapertussis y B. pertussis queda reflejada por la gran similitud en el conjunto de factores
de virulencia que expresan y por el alto grado de identidad existente entre estos (59). Entre
los principales factores de virulencia se encuentran las adhesinas, como FHA y Fim, y las
toxinas con diferentes actividades citotoxicas e inmunomodulatorias como el
lipopolisacarido (LPS), la toxina adenilato ciclasa (CyaA), la citotoxina traqueal (TCT) y la
toxina dermonecrdtica (Dnt). Por otro lado, existen diferencias en el conjunto de factores
de virulencia expresados por cada especie que se cree que han determinado la virulencia y
la sintomatologia particular de la enfermedad ocasionada por cada patdégeno. Entre estos se
encuentran PTx, el factor de colonizacion traqueal (TcfA) y la proteina BrkA expresadas
solo por B. pertussis, y el antigeno O, expresado solo por B. parapertussis y B.
bronchiseptica (62, 63). Dado que solo las infecciones causadas por B. pertussis y B.
parapertussis se consideran una amenaza para la salud publica, en este trabajo solo
analizaremos las diferencias en la expresion de factores de virulencia entre estas especies.
En la Tabla 3 se muestran los factores de virulencia comunes y diferenciales expresados por
B. pertussis y B. parapertussis. En los parrafos siguientes se describiran en detalle los
factores de virulencia mas relevantes en la patogenicidad de estas bacterias y en particular

aquellos que determinan las diferencias en la patogénesis de B. pertussis y B. parapertussis.
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Tabla 3. Factores de virulencia expresados por B. pertussis y B. parapertussis

Factor de virulencia

Funcién

Bordetella Bordetella
pertussis parapertussis

gen exp. gen  exp.
Hemaglutinina filamentosa Adhesion + o+ + +
Pertactina Adhesion + o+ + +
Fimbria Adhesion + o+ + +
BrkA Resistencia al sistema de +  + + -
complemento
Factor de colonizacion Adhesion + o+ + -
traqueal
Toxina pertussis Bloqueo de las funciones +  + + -
efectoras de las células inmunes y
retraso de la respuesta
proinflamatoria
Toxina dermonecrética Contraccion del musculo liso de +  + + +
la traquea
Adenilato ciclasa Bloque funciones efectoras de las +  + + +
celulas inmunes
Citotoxina traqueal Actividad citotoxica sobre el + <+ + +
epitelio ciliado
LPS Retardo de la  respuesta +  + + +
inflamatoria y diferentes
actividades inmunomodulatorias.
Antigeno O Evasion  del  sistema  de - - + +

complemento, proteccion del
reconocimiento por anticuerpos
generados por vacunacion.

1.5.1 Sistema BvgAS

La expresion de mayoria de los factores de virulencia y otras proteinas de funcion

desconocida hasta el momento es regulada por un sistema de dos componentes BvgAS

codificado por el locus bvgAS (Bordetella virulence genes) que responde a cambios en las

condiciones del entorno (64, 65). BvgA y BvgS son miembros de este sistema y su

activacion implica un mecanismo de fosfo-transferencia (66, 67). BvgS es un sensor hibrido

anclado a la membrana interna que ante determinados estimulos determina la fosforilacion

de BvgA (68), un regulador transcripcional que se une al ADN una vez fosforilado (69). La

caracterizacion in vitro de varios promotores regulados por BvgA, entre los que se
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encuentra su propio promotor, indica que la expresion de diferentes genes puede ser
diferencialmente controlada por BvgA (67). Aunque las sefiales censadas por este sistema
in vivo no han sido esclarecidas, se cree que su regulacion diferencial en respuesta a los
distintos ambientes encontrados tanto dentro del hospedador como durante la transmision a
otros hospedadores tiene un rol central en la patogénesis de estas bacterias. Estudios in
vitro demostraron que el sistema BvgAS se inactiva a bajas temperaturas (por debajo de
25°C), en presencia de concentraciones milimolares de MgSO4 o acido nicotinico, y se
activa cuando la bacteria crece a 37°C. La inactivacion implica la inhibicion de la expresion
de los factores de virulencia. Esta regulacion no es tipo ON-OFF sino que responde a modo
de redstato a la concentracion del modulador controlando la expresion de no solo los genes
relacionados con los factores de virulencia, sino también de cientos de genes diferentes
cuyos productos participan en una amplia variedad de actividades celulares incluyendo
sistemas de transporte, metabolismo, y regulacion transcripcional. En particular se han
descripto tres perfiles de expresion basados en la afinidad de BvgA por los diferentes
promotores. Estas fases fenotipicas han sido identificadas como Bvg” (fase virulenta), Bvg'
(fase intermedia) y Bvg™ (fase avirulenta) (70). Este fendmeno de transicion de fase es

reversible y se conoce como modulacion fenotipica (71).

En base a experimentos in vitro, los genes regulados por el sistema BvgAS han sido
clasificados en tres clases de acuerdo a diferencias en su expresion temporal: tempranos,
intermedios y tardios (72-74). Los genes tempranos, que codifican algunas adhesinas (FHA
y Fim) responden rapidamente a la activacion y requieren bajas concentraciones de BvgA
para su induccién (72). Los genes tardios codifican toxinas (CyaA y PTx) y presentan una
cinética de induccion relativamente lenta, requiriendo mayores niveles de BvgA para su
expresion (72). Finalmente, el gen que codifica para pertactina (Prn) pertenece a la clase de

genes intermedios, que requieren concentraciones intermedias de BvgA (75).

1.5.2 Toxina Adenilato Ciclasa.

Tanto B. pertussis como B. parapertussis producen la CyaA la cual penetra en
células eucariotas causando su intoxicacion (76, 77). La CyaA pertenece a la familia de
citotoxinas formadoras de poro dependiente de Ca™ denominadas toxinas RTX (repeats-in-

toxins) (78, 79). Es una proteina bifuncional con un dominio N-terminal que media la
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actividad adenilato ciclasa y un dominio C-terminal que media la actividad formadora de
poros en la membrana plasmatica y promueve la liberacion del dominio catalitico en el
citoplasma de células eucariotas (80-83). La glicoproteina de superficie CD11b en la célula
blanco sirve de receptor de la toxina madura (84, 85). Una vez dentro de la célula blanco,
CyaA es activada por calmodulina (86) y cataliza la producciéon de AMPc en cantidades
suprafisioldgicas (87-90). El incremento de AMPc interfiere con los mecanismos de
transmision de sefales en células del sistema inmune y modula diferentes funciones
efectoras, incluyendo la respuesta oxidativa, lo cual favorece la sobrevida bacteriana en la
interaccion con la célula hospedadora (91). In vitro, CyaA induce apoptosis en macrofagos
y disminuye la produccioén del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) en monocitos y
neutrofilos (90, 92, 93). Se ha postulado que esta toxina funciona como un factor
antiinflamatorio y antifagocitico durante la infeccion inhibiendo las funciones de las células
efectoras del sistema inmune y por lo tanto favoreciendo la persistencia en el hospedador
(94, 95). Tanto B. pertussis como B. parapertussis sintetizan esta toxina que permanece
asociada a la superficie bacteriana y también es excretada al medio extracelular en
presencia Ca™> por un sistema se secrecion tipo I. En presencia de 2 mM de Ca™ se libera al

medio extracelular gran parte de la toxina producida.

1.5.3 Toxina pertussis

La PTx es uno de los principales factores de virulencia de B. pertussis y posee
diferentes funciones inmunomoduladoras. Esta toxina no es expresada por B. parapertussis
debido a que el gen de la subunidad ptxB de esta toxina ha sido remplazado por un
pseudogen que no se expresa (59). Debido a las funciones inmunomoduladoras que
presenta PTx, esta toxina es determinante de la severidad y la duracion de la enfermedad
causada por B. pertussis, y en particular en la exacerbada linfocitosis generada durante la
infeccion. Sin embargo, B. parapertussis puede desarrollar un cuadro clinico igual al de B.
pertussis en ausencia de expresion de esta toxina (97), sugiriendo que otras toxinas
diferentes a PTx pueden suplir sus funciones inmunomodulatorias. Los efectos biologicos
atribuidos a la alteracion de los patrones de sefnalizacion inducida por esta toxina, se suman

a la accion de la CyaA (aumento de AMPc) provocando la sensibilizacion a histamina,
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linfocitosis, aumento de la secrecion de insulina en respuesta a sefiales reguladoras,

hipoglucemia y efectos inmunoldgicos tanto supresores como estimuladores (98).

1.5.4 LPS

El LPS, es el principal componente de la membrana externa de bacterias Gram
negativas y constituye el 75% de la superficie celular. La molécula de LPS cumple un rol
determinante en la sobrevida de estas bacterias al proveer una barrera protectora contra el
entorno (99, 100) y mediar la interacciéon con componentes del sistema inmune del
hospedador (101). En general la molécula de LPS tiene actividad pirogénica, mitogénica e
histamino sensibilizante (102-104) e induce la expresion de citoquinas pro-inflamatorias
(IL-1B, TNF-a, IL-8) en contacto con células epiteliales, macrofagos y otras células del

sistema inmune conduciendo a un “shock inducido por endotoxina” (103).

La molécula de LPS esta constituida por tres componentes principales (105): una
porcion lipidica denominada lipido A que se encuentra anclada a la membrana, una cadena
glicosidica denominada antigeno O que se encuentra en la porcion distal de la molécula de
LPS y un nucleo oligosacarido que conecta el lipido A con el antigeno O (Fig. 1). Varias
diferencias han sido encontradas entre las estructuras de la molécula de LPS de B. pertussis

y B. parapertussis y se describen a continuacion.
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Figura 1. Estructura del lipopolisacarido.
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1.5.4.1 Lipido A

El lipido A constituye el componente bioactivo de la molécula de LPS (106). La
estructura del lipido A se encuentra muy conservada entre diferentes especies bacterianas
indicando su gran importancia en la biologia de estos microorganismos. La actividad
endotdxica de la molécula de LPS se encuentra en el lipido A, el cual es reconocido por el
complejo TLR-4 (Toll like receptor 4) /MD-2 de diferentes células del huésped, induciendo
la activacion de las vias reguladas por NFK-B que lleva a un aumento en la produccion y

secrecion de citoquinas proinflamatorias (107).

El reconocimiento del LPS bacteriano por TLR-4 es un paso crucial en el desarrollo
de la respuesta inmune contra microorganismos Gram negativos. Se ha observado que los
patoégenos que co-evolucionan con humanos modifican la estructura del LPS, haciendo de
esta una molécula menos citotoxica. En particular, se ha observado que el lipido A del LPS
del género Bordetella sufre modificaciones en su estructura luego de su biosintesis a través
de acilacion-desacilacion, hidroxilacion de acidos grasos secundarios, y la sustitucion de
grupos fosfatos por aminoarabinosa, galactosamina o fosfatidiletanholamina (108-111).
Estas modificaciones interfieren con la respuesta inmune del huésped (112, 113). Algunos
estudios sugieren que estas modificaciones pueden representar adaptaciones del antecesor
B. bronchiseptica que llevaron al tropismo de B. pertussis y B. parapertussis por la especie
humana (59). Las modificaciones de la molécula de LPS de B. pertussis y B. parapertussis
disminuyen su toxicidad determinando una menor respuesta inflamatoria lo cual facilita la
colonizacion del huésped (114, 115). La toxicidad del lipido A de B. parapertussis es 10 y
100 veces menor que la de B. pertussis y B. bronchiseptica, respectivamente (115). Asi es
que en las infecciones causadas por B. pertussis o B. bronchiseptica la respuesta inmune
montada por la estimulacion de TLR-4 contribuye al control de la infeccién a tiempos
cortos después de la infeccion, mientras que practicamente no hay respuesta de este tipo en
las infecciones causadas por B. parapertussis (114). Se ha demostrado que la baja
estimulacion de este receptor por parte de B. parapertussis favorece el establecimiento de la
infeccion, ya que la activacion con agonistas de TLR-4 inducen una rapida eliminacion del
patdégeno en ratones no inmunizados (114). La baja estimulacion de TLR4 retrasa el
reclutamiento de neutréfilos y leucocitos en pulmoén, inhibe la produccion de citoquinas

proinflamatorias, e interfiere en la eliminacion del patdgeno mediada por anticuerpos (114).
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Esto ultimo esta probablemente asociado al retraso del reclutamiento de neutrofilos al
pulmoén, dado que la eliminacion de B. parapertussis mediada por anticuerpos requiere
tanto del reconocimiento por anticuerpos opsonizantes como de neutréfilos en el sitio de

infeccion (116).

1.5.4.2 Antigeno O

Una de las principales diferencias entre el LPS de B. pertussis y B. parapertussis es
la expresion del antigeno O. El antigeno O es una cadena glucosidica formada por unidades
repetitivas de oligosacaridas cuya sintesis esta determinada por la expresion de los genes
que se ubican en el locus wbm (117-121). Esta estructura esta presente en la molécula de
LPS de B. parapertussis y B. bronchiseptica, pero no en el LPS de B. pertussis debido a la
delecion de 20 kb en el locus wbm (59, 118). Estudios recientes demuestran que el género
B. bronchiseptica tiene la capacidad de alternar entre al menos dos serotipos diferentes de
antigeno O mediante la transferencia horizontal de genes y la recombinacidn, permitiendo
que bacterias con grandes similitudes generen un repertorio de anticuerpos diferentes ante

una infeccion y puedan infectar una misma poblacion (61).

El antigeno O cumple importantes funciones inmunoevasoras en diferentes
patégenos humanos, entre las que se encuentran el impedimento estérico para el
reconocimiento de las estructuras de la membrana bacteriana por el sistema inmune,
generado por las largas cadenas polisacaridas que conforman el antigeno O (26, 122) y el

impedimento de la opsonizacion por C3b (123).

En el caso de B. parapertussis se han llevado a cabo pocos estudios para determinar
la influencia de ésta molécula en la colonizacion del huésped pero se han descripto algunas
de vital importancia. Por ejemplo, se ha demostrado en modelos animales que interviene en
la colonizacién y persistencia dentro de huéspedes no inmunes (124, 125). Se demostro que
interfiere con la deposicion de C3 en la membrana bacteriana (124, 125). Se observo que de
alguna manera en ausencia de opsoninas interfiere con la actividad bactericida de
macrofagos y neutréfilos, aunque no se han descripto los mecanismos que sustentan esta
observacion (125). También estd involucrado en el apantallamiento de antigenos de
membrana lo cual evita el reconocimiento de la bacteria por anticuerpos inducidos por

vacunacion con vacuna contra pertussis (celular y acelular), y explica la falta de proteccion
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cruzada de las vacunas acelulares (27). Este mismo efecto es el que inhibe que los
anticuerpos generados por infeccion con B. pertussis protejan al infectado o convaleciente
contra la infeccion contra B. parapertussis (26, 126, 127). La proteccion asimétrica
conferida por el antigeno O es una de las caracteristicas mas importantes que le confiere
este factor de virulencia a B. parapertussis, dado que permite la coexistencia de estas dos
especies (B. pertussis y B. parapertussis) en un mismo nicho ecolégico (127). Asi B.
parapertussis escapa a la inmunidad conferida por B. pertussis e infecta poblaciones donde

B. pertussis es endémica.

1.6 Patogénesis

La colonizacion de un huésped por un determinado microorganismo estéd
determinada por una serie de eventos entre los que se incluye la evasion del sistema
inmune, la adhesion, la proliferacion dentro del huésped, y la eventual persistencia del
patdgeno en el hospedador, todos ellos determinados por los mecanismos de patogenicidad
del microorganismo. Aunque B. parapertussis es uno de los principales agentes causales de
la tos convulsa que ha circulado en la poblacion infantil y adulta por décadas es poco lo que
se conoce de sus mecanismos de patogenicidad, estrategias de inmunoevasion y
persistencia en la poblacion. La mayor parte de lo que se sabe es a través de las similitudes

(asumida) que comparte con B. pertussis segun se resume a continuacion.

Luego del ingreso al hospedador las bacterias colonizan la nasofaringe y luego la
traquea. Las bacterias se adhieren a células del epitelio respiratorio (128-130) a través de
adhesinas (42). FHA es la principal adhesina de B. parapertussis que participa en este
proceso pero no es la tnica (129). FHA es un factor de virulencia temprano regulado por el
BvgAS expresado en fase virulenta o intermedia. Se cree que durante la transmision y ya en
la zona nasofaringea la temperatura ambiente (menor a 37°C) podria modular
temporalmente la fase de virulencia de la bacteria infectante a una fase intermedia en cuyo
caso intervendria FHA, o una fase avirulenta donde intervendrian otras adhesinas menores,
aun no identificadas, hasta que la bacteria vuelva a modularse a fase virulenta por accion de
la temperatura corporal. Durante la colonizacion la induccion de ciliastosis junto al dafio
del epitelio respiratorio y la acumulacion de mucus, dificulta la eliminacion de los

microorganismos de las vias respiratorias. En la infeccion por B. pertussis el dafio local de
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las células epiteliales se debe a la accion de TCT y Dnt, y en menor medida CyaA (131,
132), las cuales posiblemente provoquen efectos similares durante la infeccion con B.

parapertussis dado que estas toxinas estan presentes también en esta especie (24, 42, 133).

En una etapa posterior las bacterias interaccionan con componentes del sistema
inmune modulando la respuesta inmune montada por el hospedador. B. pertussis es capaz
de modular la respuesta inmune adaptativa a través de la accion de distintos factores de
virulencia, entre los que se encuentran FHA (134, 135), CyaA (136-138), y LPS (139, 140),
que también estan presentes en B. parapertussis. Si bien no ha sido demostrado en estudios
con B. parapertussis, los estudios llevados a cabo con B. pertussis demuestran que CyaA
media diferentes funciones inmunoevasoras. CyaA provoca la intoxicacion de neutréfilos
catalizando la produccion excesiva de AMPc e inhibe la activacion de la célula inmune
(91). El incremento de AMPc interfiere con los mecanismos de transmision de sefiales en
células del sistema inmune y modula diferentes funciones efectoras, incluyendo la respuesta
oxidativa, lo cual favorece la sobrevida bacteriana al contacto con la célula del hospedador.
Se ha observado que por accion de CyaA, B. pertussis sobrevive a gran parte de los
mecanismos de la inmunidad innata durante la colonizacion. Dado que B. parapertussis
también expresa CyaA es posible que esta toxina medie mecanismos similares durante la

colonizacion del huésped.

En el caso de B. parapertussis los pocos estudios que se han llevado a cabo para
determinar los mecanismos de patogenicidad de esta bacteria se han centrado
principalmente en las funciones inmunoevasoras de la molécula de LPS y del antigeno O
descriptas anteriormente. A éstas se le suman diferentes funciones que no se las han
asociado atn a ningun factor de virulencia en particular, entre las que se encuentran la baja
capacidad estimulante de TLR-4, que contribuye en el retraso del reclutamiento de
neutrofilos al sitio de infeccion (114), y la induccion de IL-10 por células T y macréfagos
en respuesta al encuentro con B. parapertussis que conlleva a la disminucion de la repuesta

inflamatoria, y al retraso del reclutamiento de leucocitos al pulmon (141).

1.7 Actividad intracelular bactericida. Fagocitosis y ruta intracelular

Los macrofagos y neutrofilos son las principales barreras contra las infecciones

bacterianas. Estas células reconocen al microorganismo, lo fagocitan, y a través de un
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proceso de maduracion del fagosoma inactivan el microorganismo (Fig. 2A). Si bien la
fagocitosis es un mecanismo de defensa del huésped para controlar la infeccidon, en
ocasiones los microorganismos fagocitados manipulan la ruta intracelular, evaden la accion
bactericida y permanecen viables en localizacion intracelular, lo cual determina su
persistencia en el hospedador. Tal es el caso de Mycobacterium spp., Brucella abortus,
Salmonella typhimurium, Leishmania spp., Leghionella pneumophila y B. pertussis, entre
otros (142-150). Algunas de las estrategias utilizadas para evadir los mecanismos
bactericidas de las células fagociticas son, la inhibicion de la maduracion del fagosoma
(Fig. 2B), el desarrollo de la resistencia a péptidos, bacteriocinas y otros componentes
bactericidas del fagolisosoma (Fig. 2C), la ruptura de la membrana del fagosoma para pasar
al citoplasma de la célula (Fig. 2D), y el alojamiento de la bacteria en organelas que no
entran en la via degradativa (Fig. 2E). Para poder estudiar la capacidad de un
microorganismo de evadir los mecanismos bactericidas de las células fagociticas es
necesario conocer el proceso normal de maduracion del fagosoma que se describe a

continuacion.
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Figura 2. Maduracion del fagosoma y mecanismos microbianos de evasion. (A) En
general la fagocitosis de un microorganismo determina la maduracién del fagosoma que
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finaliza con la formacion del fagolisosoma. Durante la maduracion se produce un aumento
progresivo de la acides y de las propiedades degradativas del fagosoma. (B-E) Algunos
microorganismos patdégenos evaden los mecanismos bactericidas de las células fagociticas.
(B) inhibicién de la maduracion del fagosoma. (C) Resistencia a moléculas bactericidas.
(D) Liberacion al citoplasma. (E) Alojamiento en compartimientos que no pertenecen a la
via degradativa (Golgi; Reticulo endoplasmatico). (Fuente: Huynh KK and Grinstein S.
(2007) Microbiol Mol Biol Rev (151)).

1.7.1 Maduracion del Fagosoma

La eliminacién de los microorganismos por las células fagociticas comienza con el
reconocimiento de la bacteria. Este es mediado por receptores de membrana propios de la
inmunidad innata y receptores Fc que median la accién de la inmunidad adaptativa. Los
receptores de la inmunidad innata son conocidos como receptores de reconocimiento de
patrones (PPR) (receptores Toll, receptores lectina tipo C, receptores Scavenger y
receptores para péptidos formilados) y reconocen estructuras de la superficie bacteriana a
las que se las denomina patrones moleculares asociados a patogeno (PAMP). Estos PAMP
se encuentran ampliamente conservados en la escala evolutiva, y permiten a las células
fagociticas reconocer un gran numero de microorganismos con un bajo nimero de
receptores (152, 153). Los receptores Fc se unen a la porciébn constante de las
inmunoglobulinas generadas por células de la inmunidad adaptativa que reconocen infinitas
estructuras en la superficie bacteriana. Existen ademds otros receptores en la membrana
celular involucrados en el reconocimiento de citoquinas, hormonas y neurotransmisores que
intervienen en la respuesta integral de la célula. El conjunto de receptores activados durante
la interaccion con un determinado microorganismo desencadenara diferentes mecanismos

celulares que determinaran el destino de la bacteria

El paso siguiente al reconocimiento y captura del microorganismo es generalmente
la fagocitosis de la bacteria. La fagocitosis es un mecanismo que generalmente involucra
modificaciones en la estructura del citoesqueleto y ocurre a través del reordenamiento de
los microfilamentos de actina. Esta comienza con la invaginacion de la membrana celular
alrededor del microorganismo que determina la formacion de una vacuola denominada
fagosoma. Normalmente el fagosoma resultante interacciona con diferentes
compartimientos durante su transito intracelular modificando la composicion de la

membrana y de su interior. En general, estas modificaciones ocurren de manera progresiva
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y le otorgan al fagosoma propiedades degradativas y bactericidas que cumplen un rol
central en la eliminacion de los microorganismos internalizados (154, 155). A este proceso
se lo denomina maduracién fagolisosomal o via degradativa. Durante la maduracion, el
fagosoma interacciona con los componentes de la via endocitica, endosomas tempranos,
endomas tardios y lisosomas. Mediante un proceso de fusion-fision con estas estructuras va
cambiando la composicion de las proteinas de membrana y de su interior (156, 157) lo que
determina el estado de maduracion en que el fagosoma se encuentra. Este proceso estad
regulado por diferentes proteinas denominadas GTPasas Rab. Las proteinas Rab alternan su
conformacion entre una forma unida a GTP, la forma activa, y otra unida a GDP (158). Una
vez activadas estas proteinas se asocian a diferentes moléculas efectoras que se encuentran
relacionadas con el trafico vesicular, el mecanismo de fusion-fision, e inclusive con la

activacion de otras proteinas Rab (159).

En el inicio de su transito intracelular el fagosoma adquiere Rab5 que junto con otra
molécula efectora, el antigeno 1 de endosomas tempranos (EEA-1, Early Endosome
Antigen 1), coordinan el trafico endocitico y la interaccién con endosomas tempranos para
formar el fagosoma temprano (156, 160, 161). El interior de los fagosomas tempranos tiene
un pH que varia entre 6.1 y 6.5, y no tiene una actividad degradativa importante. Los
fagosomas tempranos interaccionan con endosomas de la via de reciclaje. Estos se encargan
del reciclaje de moléculas que no deben seguir la via degradativa, como son los diferentes
receptores de membrana, y del transporte de nutrientes desde el medio extracelular a las
diferentes organelas manteniendo la homeostasis de la célula. El transporte de hierro unido
a proteinas como la transferrina ocurre a través de esta via y por lo tanto el receptor de

transferrina es una molécula que sirve como marcador de fagosomas tempranos.

El proceso de maduracion contintia con la generacion del fagosoma tardio. En esta
etapa la proteina Rab5 es remplazada por Rab7. Esta molécula es un marcador
caracteristico de fagosoma tardio y coordina la interaccion entre fagosomas y lisosomas
(156, 162). En este proceso el fagosoma adquiere la ATPasa vacuolar (v-ATPasa) que
bombea protones hacia el interior del fagosoma (162) y mantiene el pH intravacuolar entre
5.5 y 6.0. También adquiere diferentes proteasas y proteinas de membrana asociadas a
lisosomas (LAMP- 1, Lysosomal Associated Membrane Proteins 1) que le confieren

actividad degradativa.
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En los fagosomas tardios también se encuentra el receptor de manosa 6 fosfato
(M6PR; Mannose 6-Phosphate Receptor) y Rab9 (159, 163). La proteina LAMP-1 esta
relacionada con mantenimiento del bajo pH (Griffiths 1996) y resulta esencial en el
reclutamiento de Rab7 y en la adquisicion de las funciones microbicidas del fagosoma
(164).

El proceso de maduracion del fagosoma finaliza con la formacion del fagolisosoma,
que retiene LAMP-1 pero no M6PR en membrana vacuolar (159, 163). Este proceso,
mediado por Rab7, ocurre a través de la interaccion de los endosomas tardios con lisosomas
y es en donde el fagosoma adquiere su maxima capacidad degradativa. El fagolisosoma se
caracteriza por presentar una acidez elevada (pH 4.5), por contener un gran nimero de
enzimas hidroliticas, defensinas y péptidos con actividad bactericida, y por su capacidad de
generar especies reactivas del Oxigeno (ROS). Estos mecanismos se complementan y

determinan la gran actividad bactericida de este compartimiento.

Las diferentes caracteristicas del fagosoma durante la maduracién, como lo son las
diferentes proteinas de superficie o el aumento en la acidez del lumen, se utilizan como

herramientas en el estudio de la ruta intracelular (Tabla 4).

Tabla 4. marcadores moleculares de los diferentes compartimientos que componen la
via endocitica/degrdativa

Compartimiento Marcadores pH
EEA1
Endosoma/fagosoma temprano Transferrina 6.1-6.5
Rab5
LAMP-1
Lysotracker
Endosoma/fagosoma tardio Rab7 5.5-6.0
Rab9
M6PR
LAMP-1
Lisosoma y fagolisosoma Lysotracker 45-54
Catepsina D
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1.7.2 Rol del pH en la maduracion del fagosoma

La acidificacion progresiva del fagosoma es uno de los mecanismos mas relevantes
en el control de microorganismos y esta regulado por la v-ATPasa. El pH 4cido afecta de
manera directa la viabilidad de los microorganismos y de manera indirecta a través de la
catalisis de la produccion de ROS mediada por la superoxido dismutasa, y por la
generacion de un entorno Optimo para el funcionamiento de las enzimas degradativas.
Varios estudios sugieren que la acidificacion del fagosoma no es un proceso destinado
unicamente a la eliminacién de microorganismos, sino también, que estd implicado en el

proceso de maduracion del fagosoma (165-169).

Algunos patdgenos intracelulares no solo sobreviven en fagosomas acidos sino que
incluso necesitan de esta acidificacion para sobrevivir en localizacion intracelular y pueden
beneficiarse de la acidificacion del fagosoma. En el caso de Brucella suis y Salmonella
typhimurium se ha demostrado que la acidificacion del fagosoma favorece la sobrevida y
replicacion de la bacteria en localizacion intracelular (170, 171). Estos estudios sugieren
que el bajo pH intravesicular determina la generacion de una respuesta de estrés en la
bacteria que induce la expresion de diferentes genes necesarios para la sobrevida
intracelular. En el caso de Francicella tulerensis la acidificacion del fagosoma determina la
disociacion de hierro de la transferrina aumentando la disponibilidad de este nutriente
necesario para la sobrevida y replicacion de este patdogeno (172). Otros patdogenos evitan la
maduracion del fagosoma mediante la modificacion del pH intrafagosomal. Tal es el caso
de Helicobacter pylori, que expresa ureasa, una enzima que cataliza la hidrolisis de urea a
NH3 y CO,, dos moléculas con capacidad buffer que evitan la acidificacion intravesicular.
Por otro lado estd el caso de Mycobacterium tuberculosis, que expresa la proteina
Mycobacteruim tirosin fosfatasa (PtpA) que se une a la subunidad H de la v-ATPasa

inhibiendo su trafico hacia el fagosoma (173).

Diferentes drogas han sido utilizadas para inhibir el gradiente de protones a través
de la membrana del fagosoma. Estos se agrupan en tres categorias: inhibidores especificos
de v-ATPasas, como la bafilomicina y la concanamicina, que inhiben de manera rapida e
irreversible el bombeo de protones al unirse a el dominio VO especifico en la v-ATPasa
(174-177); bases débiles, que penetran la membranas cuando no se encuentran protonadas y

una vez dentro de las organelas secuestran los protones elevando el pH dentro de la
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organela; y los iondforos que permiten el pasaje de protones en contra del gradiente
electroquimico (178-180). La inhibicion de la acidificacion del fagosoma es un método
utilizado para la caracterizacion de los procesos de transporte dentro de la célula, y para el

estudio del rol de la acidificacion en el destino intracelular de un patogeno.

1.8 Actividad extracelular bactericida: degranulacion y formacidn de trampas

extracelulares

Mientras que la eliminacién de patogenos mediada por macrofagos esta relacionada
fundamentalmente con la fagocitosis de la bacteria y la formacion del fagolisosoma, los
neutrofilos poseen diferentes estrategias microbicidas. Ademas de la fagocitosis e
inactivacion intracelular de las bacterias en los lisosomas en donde diferentes componentes
antimicrobianos derivados de los granulos, el pH y la generacion de ROS determinan un
entorno bactericida, los neutrofilos tienen la capacidad de reaccionar frente a estimulos
bacterianos mediante la liberacion de componentes bactericidas al medio extracelular.
Existen al menos dos mecanismos microbicidas extracelulares que se describen a

continuacion, la degranulacion y la formacion de NETs.

1.8.1 Degranulacion

Los neutrofilos tienen un repertorio de granulos intracelulares que contienen un
amplio contenido de componentes bactericidas. Frente a un estimulo adecuado, los granulos
se fusionan con la membrana fagosomal y plasmatica, permitiendo la liberacion de
componentes bactericidas al medio extracelular. Los granulos también funcionan como
depositos intracelulares de receptores de PAMP, los cuales se fusionan con la membrana
plasmatica y aumenten el numero de recetores en la membrana, potenciando la sensibilidad
a diferentes estimulos externos en el neutréfilo (181, 182). La liberacion del contenido de
los granulos al medio extracelular es un proceso estrictamente controlado que requiere de la
activacion de determinados receptores en la membrana plasmatica o en la membrana del
fagosoma. Su estricto control se debe a que el contenido de los granulos tiene efectos

nocivos tanto sobre los microorganismos como sobre las células del hospedador.

Existen al menos 4 tipos de granulos en el neutréfilo: los granulos azurofilos, un

tipo especializado de lisosomas secretorios que contienen las moléculas bactericidas mas
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potentes del neutréfilo como la elastasa (NE), la mieloperoxidasa (MPO), las catepsinas, las
defensinas y la generacion de ROS; los granulos especificos y terciarios que contienen
lactoferrina, metaloproteasa 9 (gelatinasa B), entre otros componentes (183); y las vesiculas
secretorias que contienen albumina y diferentes tipos de receptores de PAMP que son
almacenados y ante un estimulo son incorporados a la membrana plasmatica, influyendo en
el modo de interaccion del neutrdfilo con su entorno. Uno de los receptores incorporados a
la membrana por este mecanismo es CR3 (184), el cual tiene multiples especificidades de

ligando y funciones inmunes (185).

El proceso de degranulacion puede ser iniciado por la extravasacion de neutréfilos
en un tejido (186) o por diferentes estimulos bacterianos (187). La fagocitosis de patdgenos
a través de determinados receptores inicia el proceso de degranulacion durante el cual el
fagosoma naciente se fusiona con los granulos azuréfilos. Como resultado se produce la
formacion del fagolisosoma que determina la liberacion de parte del contenido de los
granulos azurdfilos al medio extracelular (183). Los componentes bactericidas y las
citoquinas liberadas generan un entorno hostil que determina la eliminacion de patdogenos
extracelulares y la modulacion de la respuesta inmune (188-190). Ciertos patdgenos, entre
los que se encuentran Mycobacterium smegmatis (191, 192) y Streptococcus pyogenes
(193), evitan la degranulacion del neutréfilo mediante el desacoplamiento selectivo de la

movilizacion de granulos azurofilos y la fagocitosis.

Dentro de los componentes liberados durante la fusion de los granulos azurdfilos
con la membrana plasmatica se encuentra la enzima B-glucuronidasa. Mediante la medida
de la actividad enzimdtica de esta enzima se puede determinar si ha ocurrido la

degranulacion frente a un determinado estimulo (194).

1.8.2 NETosis

La formacion de trampas extracelulares o NETs (Neutrophil Extracelullar Traps)
tiene lugar durante un proceso de muerte celular controlado denominado NETosis, el cual
se diferencia de la muerte celular por apoptosis o necrosis principalmente en que en este
proceso ocurre la liberacion de ADN al espacio extracelular. Las NETs son trampas de
ADN extracelulares formadas principalmente por fibras de cromatina descondensada que

entrelazan componentes bactericidas del neutrofilo. La funcion principal de las NETs es
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inmovilizar e inactivar patogenos extracelulares impidiendo su diseminacién en el
hospedador (195) a través de su entrampamiento en redes de ADN en las cuales los
componentes bactericidas del neutr6filo se encuentran en concentraciones muy elevadas
(195). Las NETs son capaces de inmovilizar diferentes tipos de patogenos, entre los que se
incluyen bacterias Gram positivas y negativas, levaduras, virus y parasitos, incluso aquellos
que poseen un tamafo que impide ser fagocitado (196). La inmovilizacion ocurre por
interacciones a través de las superficies cargadas de los microorganismos y los
componentes de las NETs. Las responsables de la actividad bactericida son las proteinas
granulares, nucleares y citoplasmaticas entre las que se encuentran la NE, las histonas, la
MPO, la catepsina G, la proteinasa 3 (PP3), la lactoferrina, la calprotectina y péptidos tales
como defensinas y el péptido catatonico antimicrobiano LL37 (197). Las proteasas que
conforman las NETs (NE y PP3) inactivan patéogenos y degradan factores de virulencia
(195). Las histonas y el péptido LL37 act@ian desintegrando la membrana de los patogenos
(198, 199). El ADN, a su vez, ejerce una efecto bactericida mediante la captura de cationes

de la superficie del microorganismo y la lisis del patogeno (200).

La formacion de NETs se induce por la interaccion del neutrofilo con bacterias,
hongos, virus y parésitos, o por la interaccion con plaquetas activadas, citoquinas
proinflamatorias (IL-8) o la presencia de determinados compuestos quimicos que activan al
neutréfilo (phorbol-12-myristate-13-acetate o PMA) (195, 201-203) (Fig. 3A). El tiempo de
formacion de las NETs y su composicion dependera del tipo de estimulo que desencadene
el proceso de NETosis. Una vez iniciado el proceso de NETosis, la cromatina comienza a
descondensarce, y la eucromatina y heterocromatina se mezclan (204). Este proceso esta
mediado por las enzimas NE y MPO, ambas contenidas en los granulos azuréfilos, que son
translocadas al nticleo mediante un mecanismo desconocido (Fig. 3B). Dentro del nucleo la
elastasa degrada la histona H1 y las histonas del ntcleo histonico octamérico, lo cual lleva a
la desorganizacion del nucleosoma y a la descondensacion de la cromatina. Este proceso es
acelerado por la MPO (205, 206). Luego se produce la ruptura de la membrana nuclear,
permitiendo que la cromatina se expanda dentro de la célula y ocupe todo el espacio
citoplasmatico. En esta etapa se produce la ruptura de la membrana de los granulos y la
cromatina se mezcla con el contenido bactericida de estos (204) (Fig. 3B). Finalmente, se

produce la ruptura de la membrana celular y las NETs son liberadas al espacio extracelular
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(207) (Fig. 3C). La generacion de ROS es considerada el estimulo iniciador del proceso de
NETosis (204). Pero para que la formacion de NETs ocurra se requiere tanto de la
generacion de ROS a través de la NADPH oxidasa como de la activacion de la via
autofagica. Estudios recientes demuestran que la inhibicién de la autofagia impide la
descondensacion de la cromatina y la formacion de NETs aun en condiciones que
determinan la generacion de ROS, demostrando que la actividad de 1a NADPH oxidasa es
necesaria pero no suficiente para iniciar el proceso de NETosis (208). Por otro lado
estudios recientes demuestran que la formaciéon de NETs puede ser independiente de la
generacion de ROS (209), demostrando la existencia de diversos mecanismos

desencadenantes de este proceso.

Algunos patdgenos tienen mecanismos que les permiten evitar la accion bactericida
de la NETs, por ejemplo a través de la secrecion de endonucleasas que impiden la
formacion de NETs mediante la degradacion del ADN, como es el caso de Staphylococcus
aureus y Streptococcus pyogenes (210). Por otro lado, estdn los microorganismos como
Streptococcus pneumoniae cuya cépsula polisacaridica carga a la superficie bacteriana de

manera tal que impide su inmovilizacion (211).
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Figura 3. Etapas del proceso de formacion de NETSs. Diferentes estimulos entre los que
se encuentran la interaccidn con bacterias, hongos, virus, parasitos, citoquinas o
compuestos quimicos (PMA, H202) desencadenan el proceso de NETosis (A), el cual
comienza con la descondensacion de la cromatina mediada por las enzimas elastasa (NE) y
mieloperoxidasa (MPO). En esta etapa se produce la ruptura de la membrana nuclear y de
las membranas de los granulos permitiendo el mezclado del contenido de los granulos con
la cromatina (B). En la etapa final, se produce la ruptura de la membrana celular y la
liberacion de NETs al espacio extracelular inmovilizando a las microorganismos (C). En la
figura se muestran imagenes representativas de cada etapa del proceso de NETosis
obtenidas por microscopia confocal, en donde se distingue la cromatina (rojo) de la elastasa
(verde) que conforman la NETs. Las bacterias se distinguen como cuerpos solidos color
rojo.

1.9 Balsas lipidicas de la membrana celular y su relacion con las infecciones

bacterianas

1.9.1 Balsas lipidicas

El concepto de balsa lipidica o dominio lipidico (lipid raft) fue introducido hace mas

de 30 afios y surgidé de la observacion de que el colesterol y los esfingolipidos, junto con
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ciertas proteinas de membrana, formaban complejos insolubles luego de la solubilizacion
de la membrana con detergente Triton X-100 a baja temperatura (212, 213), es por ello que
las balsas lipidicas también han sido denominadas membranas resistentes a detergentes

“detergent-resistant membranes-DRMs”.

Estos dominios estan compuestos principalmente por esfingolipidos, colesterol y
proteinas ancladas a dominios lipidicos. Los esfingolipidos se asocian a través de sus
acidos grasos de cadena larga saturada formando agrupaciones muy compactas, con
reducido movimiento, estabilizadas por los puentes de hidrogeno que se producen entre los
azucares presentes en las cabezas polares. El colesterol, debido a su alta afinidad por los
acidos grasos saturados, se intercala entre las cadenas hidrocarbonadas de los esfingolipidos
promoviendo la transicion desde estructuras con reducido movimiento a estructuras liquidas
ordenadas (LO) que permiten cierto movimiento lateral (Fig. 4). Estas estructuras en
movimiento liquido ordenado son conocidas como dominios lipidicos o balsas lipidicas y
se diferencian de la bicapa de fosfolipidos circundante porque é€sta Gltima permanece en
una fase liquido desordenada, también llamada fluido liquido cristalina (LC), debido a las
cadenas insaturadas de los fosfolipidos. Se puede decir que las balsas lipidicas son
dominios relativamente ordenados que flotan en la desordenada bicapa fosfolipidica (Fig.

4).

fase LO; Balsa lipidica

fase LC (SM, GSLs, GPLs, colesterol)

(Principalmente
GPLs)

. TN
"""II\ |"|I|'|'|I'||' Y MY ol
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o
\ /

Cadenas
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Figura 4. Organizacion de los lipidos en un microdominio lipidico (balsa lipidica). La
organizacion de los lipidos de membrana depende de su caracter anfipatico (cabezas polares
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y colas hidrofébicas), que intenta excluir el mayor nimero de moléculas de agua del
interior de la misma. La forma Liquido cristalina (LC) parece ser la mas estable desde el
punto de vista termodindmico y estd compuesta principalmente por glicerofosfolipidos
(GPLs). En la fase “liquido-ordenada” (LO), los esfingolipidos (GSL) junto al colesterol y
esfingomielina (SM) forman las balsas lipidicas donde se insertan otras moléculas de forma
permanente o dindmica. (Fuente: Jarek Majewski, Understanding the Cell Membrane,
http://www.lanl.gov/science/1663/august2011/story3full.shtml)

Estudios realizados utilizando microscopia de fuerza atémica indican que las balsas
lipidicas miden aproximadamente 50 nm y solo una limitada cantidad de proteinas forman
parte de estos dominios. La presencia de caveolina o flotilina define los dominios lipidicos,
(212). Los dominios lipidicos, estan particularmente enriquecidos en proteinas que
participan en transduccion de sefiales (214, 215). Entre ellas se incluyen: 1) Proteinas
externas asociadas a la membrana por glicosilfosfatidilinositol (GPI), entre las que se
encuentran CD14 (receptor de LPS bacterianos), CD16 (FcyRIllb), CD48 y CDS58
(moléculas de adhesion/coestimulacion). Aunque estas proteinas no poseen un dominio
transmembrana o citoplasmatico, muchas de ellas son capaces de activar la transduccion de
sefiales a través de su interaccion con moléculas efectoras presentes en las balsas lipidicas.
2) Proteinas transmembrana, por ejemplo, el receptor de IgE (FceRI). 3) Proteinas
citoplasmaticas que se asocian a la cara interna de las balsas lipidicas a través de
acilaciones, entre ellas se encuentran las proteinas pertenecientes a la familia de las Scr
tirosin quinasas. La acilacion es un proceso post-traduccional 14bil y reversible, lo que da a
las células la potencialidad de modificar y asi controlar la asociacién de estas proteinas a
las balsas lipidicas. Otro tipo de asociaciéon que se ha observado es por interacciones
electrostaticas entre aminodcidos cargados en una proteina y la carga opuesta en la cabeza

polar de los fosfolipidos.

1.9.2 Andlisis de balsas lipidicas en las membranas celulares: Técnicas bioquimicas y

morfologicas

Una técnica popularmente utilizada para estudiar la estructura y funcion de los
dominios lipidicos es la utilizacion de drogas capaces de extraer el colesterol de la
membrana plasmatica. El colesterol es una molécula clave necesaria para mantener la

integridad de estos dominios, su remocion de la membrana plasmatica determina la
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dispersion de lipidos y proteinas asociadas a los mismos. Un compuesto cominmente
utilizado para remover el colesterol de membrana es la metil-B-ciclodextrina (MBCD)
(216), esta molécula es capaz de disolver lipidos mediante la formacién de nucleos
hidrofobicos lo cual conlleva a la deplecion del colesterol de la membrana plasmatica
seguido por la disociacién de las proteinas asociadas a los dominios lipidicos (217). El
mecanismo que permite a las ciclodextrinas remover el colesterol de las membranas
celulares estd relacionado con su habilidad para reducir la energia de activacion para el
reflujo de colesterol. El tratamiento de las células con agentes que unen colesterol, como
nistatina o filipina (218, 219), o la inhibicion de la sintesis de colesterol con lovastatina, un
inhibidor de la 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa (220), son otras de las
estrategias utilizadas para desorganizar los dominios lipidicos resultando en la dispersion

de las proteinas que pertenecen a los mismos.

También se han llevado a cabo estudios de microscopia confocal para determinar la
localizacion de lipidos y proteinas asociados a éstos dominios lipidicos de la membrana
plasmatica (221), a través del uso de diferentes marcadores para esta moléculas entre los

que se encuentran anticuerpos contra GM1 y flotilina, (222-224).

1.9.3 Dominios lipidicos y sefializacion intracelular

Hoy se sabe que los dominios lipidicos controlan numerosas interacciones lipido-
lipido y proteina-lipido a través de su capacidad de coalescer formando grandes dominios
en la membrana plasmatica. La coalescencia entre estos dominios permite el acercamiento
eventual de ciertas proteinas involucradas en la regulacion de procesos complejos como los
involucrados en la transduccion de sefiales. Se especula que pequefios dominios lipidicos
presentes en una célula en reposo mantienen la sefializacion proteica en un estado-off- La
estimulacion de la célula induce el reclutamiento de estos pequefios dominios,
determinando la formacién de dominios especializados en donde los patrones de
sefalizacion convergen y se activan (215, 225). Esta sefializacion via balsa lipidica también
involucra proteinas previamente no asociadas a los dominios lipidicos. El modelo de
“coalescencia” en la transduccion de sefales puede ser ilustrado utilizando como ejemplo la
sefalizacion en la célula inmune (226-228). El entrecruzamiento de los receptores de la

célula T o los receptores de la célula B determina un aumento en su afinidad por los
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dominios lipidicos estabilizando su asociaciéon con estos dominios y promoviendo su
coalescencia durante el reconocimiento inmune de la célula T o de la célula B. La
agregacion de las balsas lipidicas también favorece el acercamiento de las moléculas
coestimulatorias CD4 y CDS8 a los receptores de antigenos, lo cual es necesario para la

correcta activacion de la célula T (229).

Los dominios lipidicos no s6lo son requeridos para la respuesta inmune adaptativa,
también estan involucrados en el reconocimiento inmune innato (230). EI TLR-4 se asocia
con dominios lipidicos luego de la estimulacion celular con LPS bacteriano. EI TLR-4 no
se encuentra normalmente en las balsas lipidicas, pero la unién del LPS al receptor anclado
por GPI, CD14, dispara la asociacion del TLR-4 con los dominios lipidicos, lo cual dispara
la produccion de citoquinas que intervienen en el montaje de la respuesta inmune frente al

patogeno.

1.9.4 Interaccion de dominios lipidicos con microorganismos

Muchas de las sefiales involucradas en la respuesta inmune adaptativa y en la innata
se inician en los dominios lipidicos. Si bien las balsas lipidicas son sitios especializados
encargados de mediar diferentes funciones inmunes en la célula mediante la traduccion de
sefales a través de la membrana, algunos microorganismos patdégenos, en general de dificil
erradicacion, han desarrollado estrategias para impedir la generacion de estas sefiales
utilizando la maquinaria de los dominios lipidicos para invadir y sobrevivir en las células
del huésped, entre los cuales se incluyen virus, bacterias, hongos y parasitos. (215, 231-
235). Estos microorganismos interaccionan tanto con las proteinas como con los lipidos

asociados a estos dominios como sitios de adhesion (Tabla 5).
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Tabla S. Interaccion patogeno bacteriano-balsa lipidica. Receptores involucrados.

Patogeno Sitio de unién/Receptor Referencia
Helicobacter pylori GalCer, sulfatldo, L,acCer, GM3, (233, 234)
glicoproteinas
Shigella GSL no identificado, CD44 (236)
Salmonella CDS55 (proteina anclada por GPI) (237)
Borrelia burgdorferi GalCer, Lacg;rl,bi& GDla, (238)
Streptococcus pneumoniae Motivo GalNa(:C[}SSII:4 Gal en varios (239)
Mycobacterium Colesterol (240, 241)
Brucella PrPC (cellular prion protein), (242,243)
GM1
. o . CD48 (proteina anclada por GPI)
_l’_
Fim H y Dr (+) Escherichia coli CD55, integrina aSp1 (244, 245)
Porphyromonas gingivalis TLR2, CR3, CD14? (246)
Francisella tularensis No identificado (247)
Bordetella pertussis CR3 (248, 249)

La entrada a través de los dominios lipidicos confiere ciertas ventajas entre las
cuales se encuentran la evasion de la via degradativa, mediante la evasion de la fusion
fagolisosomal, y la puesta en marcha de mecanismos de sefializacion celular que

determinan la internalizacion no bactericida del patdogeno (250).

Hay al menos dos estrategias utilizadas por los patdgenos bacterianos para evadir la
via degradativa que dependen de la asociacion del patogeno con los dominios lipidicos. En
una de ellas la incorporacién de componentes de los dominios lipidicos en la membrana del
fagosoma determina un trafico intracelular a través del aparato de Golgi donde el fagosoma
secuestra vesiculas conteniendo esfingolipidos y colesterol. De esta manera, el fagosoma
bacteriano se enmascara simulando un origen biosintético y no entra en la via degradativa,
tal es el caso de Chlamydia spp (251). En la otra estrategia el fagosoma enrriquecido en
componentes de los dominios lipidicos dirige la bacteria hacia compartimientos con
caracteristicas de endosoma temprano y con acceso a la via de reciclaje. Los dominios
lipidicos no estan distribuidos estocasticamente a lo largo de la via endosomal, sino que se

encuentran protegidos de la via degradativa (252) y no se encuentran en endosomas tardios
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y lisosomas. La incorporacion de componentes proteicos o lipidicos pertenecientes a
dominios lipidicos a la membrana del fagosoma limita la accesibilidad de la bacteria a la
maquinaria de procesamiento y presentacion de antigenos resultando en la evasion del
sistema inmune adaptativo (250). Por ejemplo, los fagosomas conteniendo Mycobacterium
spp, reclutan la proteina TACO (tryptophan-aspartate containing coat protein) que
previene la fusion con lisosomas (253). TACO se asocia con la membrana del fagosoma
por medio del colesterol reclutado durante la entrada de la bacteria a través de los dominios
lipidicos. Esto inhibe la maduracion del fagosoma y permite la sobrevida en este tipo de
vesiculas. Estudios previos de nuestro grupo han demostrado que estas estructuras también
cumplen un rol importante en la sobrevida de B. pertussis en diferentes tipos celulares (248,

249).

1.10 Antecedentes y objetivos

B. pertussis y B. parapertussis son los agentes causales de la tos convulsa. Mientras
B. pertussis causa la tos convulsa tipica, en su modalidad mas severa, B. parapertussis
causa una forma generalmente moderada. A pesar de la gran cobertura de vacunacion la
incidencia de esta enfermedad ha aumentado alarmantemente en los ultimos afios en todo el
mundo, y ha sido declarada reemergente por la OMS. Datos epidemioldgicos recientes
indican que se ha verificado un aumento sostenido de la incidencia de B. parapertussis en
los casos de tos convulsa cuyo comienzo coincide con la introduccion de vacuna acelular
contra la tos convulsa (25, 30, 42, 254). La vacuna celular clasica, formulada con bacterias
inactivadas de B. pertussis, induce cierto grado de proteccion cruzada contra B.
parapertussis, pero las vacunas acelulares actualmente en uso no generan proteccion alguna
contra esta especie. Estas vacunas acelulares, introducidas en la década del '80, tienen una
formulacion antigénica limitada a ciertos factores de virulencia purificados de B. pertussis
y generan un tipo de respuesta inmune fundamentalmente humoral (predominantemente
Th2) y son menos protectoras que la vacuna celular contra B. pertussis. En lo que respecta a
B. parapertussis estas vacunas no confieren ninguna proteccion a pesar de que ambas
especies comparten todos los factores de virulencia incluidos en la misma, excepto PTx que
solo se expresa en B. pertussis. La causa de esta falta de proteccion cruzada se origina en la

presencia del antigeno O unido al lipopolisacarido de B. parapertussis, ausente en B.
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pertussis. Segin resultados recientes, la presencia de este antigeno en la superficie de B.
parapertussis evita el reconocimiento de anticuerpos dirigidos contra antigenos comunes a
ambas especies inducidos por la vacuna acelular (26, 126). En términos epidemiologicos
esto significa que las personas no estan protegidas contra B. parapertussis a menos que se
hayan infectado recientemente con esta especie. Ambas especies son patdogenos
estrictamente humanos sin reservorio conocido por fuera del hombre. La clinica y la
epidemiologia de la enfermedad sugieren que existen portadores con sintomatologia leve o
incluso asintomaticos. La localizacion y los mecanismos de persistencia de ambas especies
de Bordetella en estos portadores se desconocen lo cual ha obstruido el disefio de mejoras
en las vacunas y en las estrategias inmuno-preventivas. B. pertussis y B. parapertussis
pueden coexistir en una misma poblacion hasta incluso en un mismo individuo (35, 255,
256). Estudios en modelos murinos sugieren que la infeccion con B. pertussis favoreceria la
infeccion con B. parapertussis debido fundamentalmente al efecto que PTx tiene sobre el
sistema inmune del hospedador (257, 258). Esto, sumado a la falta de proteccion cruzada
sugiere que la situacion epidemioldgica puede agravarse a medida que avance la utilizacion
masiva de la vacuna acelular contra B. pertussis. En este contexto se enmarca la
investigacion que se llevo a cabo en este trabajo de Tesis. La situacion epidemioldgica
requiere de estrategias preventivas también contra B. parapertussis. Nuestra hipotesis de
trabajo es que el control de una enfermedad infecciosa de dificil erradicacién depende
fundamentalmente del conocimiento de los factores involucrados en el establecimiento de
la infeccion aguda y/o cronica, y los mecanismos que hacen posible la aparicion de nichos

de persistencia para poder abordar el disefio de estrategias preventivas.

En este contexto, en este trabajo se estudid el resultado de la interaccion de B.
parapertussis con cé€lulas relevantes en el sitio de infeccion, la eventual existencia de
mecanismos que lleven al establecimiento de nichos de persistencia y el rol de anticuerpos
especificos contra esta bacteria en dicha interaccion. Para llevar a cabo estos estudios se
eligieron sistemas ex vivo y cultivos primarios de células de origen humanos en aquellos
casos en que fue posible, tal fue el caso del estudio de la interaccion con neutrofilos y
macrofagos. El estudio de la interaccion con células epiteliales de pulmoén se llevé a cabo in

vitro empleando una linea celular establecida que ha retenido las caracteristicas de las
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células primarias que le dieron origen (16HBEI40-; células epiteliales bronquiales

humanas).

En el Capitulo 2 se muestran los resultados obtenidos en el estudio de la interaccion
de B. parapertussis con neutr6filos humanos, principales células encargadas del control de
patdgenos. Estos estudios mostraron que en ausencia de anticuerpos especificos en el sitio
de infeccion la bacteria evade los mecanismos bactericidas del neutrofilo y sobrevive en
localizacion extracelular inhibiendo los mecanismos de eliminacion de patdgenos
extracelulares (degranulacion y NETSs) y en localizacion intracelular, mediante la inhibicion
de la maduracion del fagosoma y la permanencia en compartimientos con caracteristicas de
endosoma temprano. También se observd que este patdgeno es capaz de retardar la
apoptosis inducida por fagocitosis lo que extenderia su sobrevida en localizacion
intracelular. Por el contrario, la fagocitosis mediada por anticuerpos determina una potente
accion celular bactericida. En el Capitulo 3 se muestran los resultados obtenidos en el
estudio de la interaccion de B. parapertussis con macrofagos humanos, un tipo celular que
es nicho de persistencia de varios patogenos bacterianos de dificil erradicacion. En estos
estudios se demuestra que en ausencia de anticuerpos opsonizantes B. parapertussis
sobrevive a la interaccion con estas células y permanece viable en localizacion intracelular
por periodos de tiempo prolongado, en fagosomas con caracteristicas de endosoma
temprano y con membranas enriquecidas en balsas lipidicas que lo mantiene alejado de la
via degradativa y en los que tiene acceso a nutrientes esenciales, todas caracteristicas de un
nicho de persistencia intracelular y de una bacteria que puede categorizarse como un
patdgeno intracelular facultativo. En el Capitulo 4 se muestran los resultados obtenidos en
el estudio de interaccion de B. parapertussis con células respiratorias humanas, y su
eventual implicancia en la persistencia de este patdgeno en el hospedador. Estos estudios
mostraron que B. parapertussis invade células del epitelio respiratorio, sobrevive en
localizacion intracelular y es capaz de repoblar el medio extracelular. Un aspecto
particularmente relevante es que B. parapertussis inhibe la secrecion de interleuquinas
proinflamatorias que podrian activar células inmunes e inducir actividad celular bactericida
en el sitio de colonizacién. En el Capitulo 5 se presenta la discusion general de los

resultados obtenidos.
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2. Bordetella parapertussis sobrevive a la accion bactericida de

neutrofilos humanos.

2.1 Introduccion

Durante la infeccidbn B. parapertussis se enfrenta a distintos factores de la
inmunidad innata y adquirida. Uno de los principales efectores de la inmunidad innata son
los neutrofilos que constituyen la primera barrera contra las infecciones bacterianas. En el
sitio de infeccion los neutréfilos reconocen al microorganismo invasor, se adhieren a ¢€l, lo
fagocitan y, eventualmente, lo inactivan. Los neutr6filos poseen ademas mecanismos
bactericidas extracelulares como lo son la degranulacion, que lleva a la liberacion de
componentes bactericidas de los granulos al medio extracelular, y la formacion de trampas
de ADN extracelulares o “NETs”, conformadas por cromatina, proteinas nucleares y
componentes de los granulos, que inmoviliza los microorganismos en un entorno

bactericida.

Los mecanismos bactericidas puestos en juego tras el ingreso del microorganismo al
hospedador dependen del tipo de receptores involucrados en el reconocimiento del
patogeno. Estudios previos llevados a cabo en un modelo murino demuestran que la
eliminacion de B. parapertussis del hospedador depende de la presencia simultanea de
neutr6filos y anticuerpos especificos contra la bacteria en el sitio de infeccion (1). La falta
de alguno de estos componentes determina la colonizacion del huésped. Estos estudios
siguieren que la eliminacion de B. parapertussis requiere de la accion bactericida de los
neutrofilos y la participacion de los receptores Fc, poniendo de manifiesto la importancia de

la respuesta inmune adaptativa en el control de este patogeno.

Las vacunas actuales contra la tos convulsa formuladas con componentes derivados
unicamente de B. pertussis, generan anticuerpos que reconocen deficientemente a B.
parapertussis (2-4). En particular, mientras que la vacuna celular confiere algiin grado de
proteccion contra B. parapertussis, mediado principalmente por anticuerpos que reconocen
antigenos en la estructura del LPS (4, 5), la vacuna acelular no genera proteccion contra
esta bacteria (2, 4, 6). Estudios previos demuestran que el antigeno O de B. parapertussis es

el responsable de la falta de proteccion cruzada entre estas especies. El antigeno O genera

71



Bordetella parapertussis Capitulo 2

un efecto de apantallamiento de los antigenos expuestos en la superficie bacteriana e
impide que B. parapertussis sea reconocida por anticuerpos generados por vacunacion con
antigenos comunes a ambas especies (4, 5). En la actualidad gran parte de los paises han
remplazado las vacunas celulares por las vacunas acelulares menos reactogénicas y mas
seguras, pero también menos protectoras contra B. parapertussis. Por encima del reemplazo
de la vacuna celular contra pertussis por la vacuna acelular en los esquemas de vacunacion
obligatorios, historicamente dirigido s6lo a infantes, la reemergencia de la enfermedad ha
determinado un cambio en las estrategias de vacunacién que incluye la inmunizacion de
adultos también con vacuna acelular (7). Esto ha tenido un impacto muy significativo en la
incidencia de B. parapertussis porque las vacunas acelulares en uso no solo no protegen
contra ésta especie sino que favorecen el establecimiento de infecciones causadas por esta
bacteria (2, 8).

La falta de prevencion por vacunacion significa que el control de la infeccion por B.
parapertussis en la poblacion depende exclusivamente de la inmunidad innata a menos que
el individuo haya sido previamente infectado con B. parapertussis (6). Como se menciona
mas arriba uno de los efectores mas importantes de la inmunidad innata son los neutrofilos
el resultado de la interaccion con este tipo de c€lulas suele ser critico en la resolucion de la
infeccion. Los estudios que han abordado esta tematica se han llevado a cabo in vivo en
modelos murinos y muestran que los neutréfilos son necesarios pero no suficientes para
controlar la infeccion (1, 9). Aunque obtenidos en un modelo muy cuestionado por tratarse
de un patdogeno estrictamente humano, estos resultados alertan acerca de la eventual

existencia de mecanismos de inmunoevasion en B. parapertussis.

En este trabajo empleamos neutr6filos humanos, que es un modelo relevante para
este tipo de patogenos, para estudiar en detalle la interaccion de B. parapertussis con éstas
células del sistema inmune tanto en ausencia como en presencia de anticuerpos
opsonizantes, el papel del antigeno O en esta interaccion, y los receptores involucrados en

la generacion de actividad celular bactericida.
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2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Para la realizacion de este estudio se emplearon las siguientes cepas. B.
parapertussis CN2591 (cepa salvaje) y una cepa mutante isogénica defectiva en la
expresion del antigeno O denominada CN2591Awbm (10, 11). Se empled ademas B.
pertussis Tohama 1 (cepa salvaje) y un mutante isogénico defectivo en la expresion de
CyaA (12). Las bacterias fueron cultivadas en placas de Agar Bordet Gengou (DIFCO
Laboratories, USA), suplementada con 15% v/v de sangre desfibrinada de carnero (ABGs),
durante 24 hs a 37°C. Al cabo de este tiempo se repicoé en una nueva placa ABGs y se

cultivo a 37°C durante 20 hs.

2.2.2 Células

En estos estudios se emplearon neutréfilos de sangre periférica aislados de sangre
humana heparinizada utilizando gradientes de centrifugacion Ficoll-Histopaque (Sigma, St.
Louis, MO, USA). Los globulos rojos remanentes en la suspension de polimorfonucleares
(PMN) fueron removidos por lisis hipotonica logrando una pureza mayor al 95%. La
viabilidad celular se determin6 por tincion vital con Trypan Blue obteniéndose un nivel de
viabilidad superior al 99%. Previo a la realizacion de los ensayos funcionales, los
neutr6filos fueron lavados dos veces con DMEM suplementado con 0.2% p/v de BSA
(Sigma), resuspendidos y utilizados inmediatamente. Todos los experimentos descriptos en
este capitulo fueron llevados a cabo utilizando neutrofilos purificados en el momento. El
nivel de expresion del receptor FcyRI (CD64) fue monitoreado mediante criometria de flujo
utilizando el mAc anti FcyRI 22 (13). Solo fueron utilizados aquellos neutréfilos que no

presentaban niveles detectables de expresion de CD64.

2.2.3 Anticuerpos y sueros

Los siguientes anticuerpos fueron utilizados en este ensayo: anticuerpos policlonales
de conejo anti-elastasa (Calbiochem-Merk; Millipore; Darmstad, Germany), anticuerpos
policlonales de conejo anti-flotilina humana (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA),

anticuerpos monoclonales (mAc) de raton anti-proteina lisosomal asociada a membrana
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(LAMP-1) (Pharmingen, San Diego, CA) y mAc de raton anti-hFcyRI (CD64) mAc 22
(mIgG1) (Medarex, Annandale, NJ). Fragmentos F(ab), de anticuerpos de cabra anti-IgG
de conejo conjugados con CY3 y Fragmentos F(ab), de anticuerpos de cabra anti-IgG de
conejo conjugados con FITC (ambos de Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA).
Fragmentos F(ab), de anticuerpos de cabra anti-IgG de raton conjugados con CY3 y
Fragmentos F(ab), de anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo conjugados con ficoeritrina
(PE) (ambos de Molecular Probes, Eugene, OR). Fragmentos F(ab), de anticuerpos de cabra
anti-IgG de raton conjugados con FITC (Southern Biotechnology). También fueron
utilizadas fracciones de IgG obtenidas a partir de un pool de sueros de pacientes con
elevado titulo contra B. parapertussis, segin se determind por ELISA (14), obtenida como
se describe en Rodriguez et al. (15), suero anti-B. parapertussis de conejo obtenido segin
se describe en Hellwig ef al. (16), y suero anti-B. parapertussis de raton obtenidos segin se
describe en (5). Estos sueros presentan elevado titulo contra B. parapertussis, segin se

determiné por ELISA (14).

2.2.4 Tratamiento de neutrofilos con drogas desorganizadoras de balsas lipidicas

La desorganizacion de los dominios lipidicos se llevo a cabo mediante la incubacion
de las células con diferentes drogas que extraen o se adhieren al colesterol de membrana.
Para ello, previo a la infeccion, las células fueron incubadas con 1, 3.5 o 10 mg/ml de
metil-B-ciclodextrina (Sigma) durante 15 min a 37°C o con 35 pg/ml de nistatina (Sigma)
durante 30 min a 37°C en medio DMEM suplementado con BSA (0.2% p/v). En los
ensayos que se utilizd metil-B-ciclodextrina. Luego de la incubacion con esta droga las
células fueron lavadas y suspendidas en medio de cultivo suplementado con lovastatina (5
pg/ml) (Sigma) (DMEM-BSA-Lovastatina) la cual fue mantenida durante todo el ensayo
La lovastatina inhibe la sintesis de novo de colesterol impidiendo la reposicion de colesterol
en la membrana plasmatica. La viabilidad celular no fue afectada por el tratamiento con
estas drogas segiin se determind mediante tincion vital con Trypan Blue y recuento en

camara de Neubauer.
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2.2.5 Cuantificacion de la adhesion y fagocitosis

La fagocitosis bacteriana se evalud por microscopia de fluorescencia. Las bacterias
fueron incubadas con neutréfilos humanos a una multiplicidad de infeccion (MDI) de 30 o
300 durante 15 min a 37°C para permitir la adhesion. El inoculo bacteriano fue cuantificado
mediante recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) en ABGs. En determinados
experimentos los neutréfilos fueron tratados con 200 ng/ml citocalasina D (Sigma) antes de
la infeccion para inhibir la fagocitosis (17). Luego de lavar para remover las bacterias no
adheridas, las células fueron incubadas 1 h a 37°C para permitir la fagocitosis. Para detener
la fagocitosis los neutrofilos fueron colocados en hielo. Las células fueron fijadas con
paraformaldehido al 4% durante 10 minutos. Luego de la fijacion, los neutrofilos se lavaron
con buffer fosfato salino (PBS) y se incubaron con NH4CL 50 mM durante 10 minutos a
temperatura ambiente. El nimero de bacterias adheridas a la superficie del neutréfilo y
aquellas internalizadas fueron determinadas por doble marcacién fluorescente y
microscopia de fluorescencia. Para determinar el numero de bacterias adheridas las células
fueron incubadas con anticuerpos policlonales de conejo anti-B. parapertussis (30 min a
4°C), seguido por la incubacion con fragmentos F(ab), de anticuerpos de cabra anti-IgG de
conejo conjugados con CY3 (30 min a 4°C). Para determinar el nimero de bacterias
intracelulares las células fueron lavadas y permeabilizadas mediante la incubacion con una
solucion de saponina 0.1% (Sigma) y BSA 0.2% (Sigma) (30 min a 25°C), seguido de la
tincion de las bacterias por inmunofluorescencia indirecta. Para ello las células fueron
incubadas con anticuerpos policlonales de conejo anti-B. parapertussis en PBS con
saponina 0.1% y BSA 0.2% (30 minutos a 25°C), seguido por la incubacion con fragmentos
F(ab), de anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo conjugados con FITC (30 min a 25°C) en
presencia de saponina 0.1% y BSA 0.2%. Luego del lavado con agua destilada para
eliminar el exceso de sales, las muestras se montaron sobre cubreobjetos y fueron
analizadas por microscopia de fluorescencia utilizando un microscopio DMLB acoplado a
una camara DC 100 (Leica Microscopy Systems Ltd., Heerbrugg, Switzerland). El nimero
de bacterias extracelulares (rojas y verdes) e intracelulares (verdes) se determino por la
observacion de al menos 100 células en cada condicion. Todos los experimentos se

realizaron al menos tres veces por triplicado. En determinados experimentos, las bacterias
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fueron opsonizadas con IgG humana con alto titulo anti- anti-B. parapertussis (200 pg/ml)

durante 30 min a 37°C previo a la incubacion con los macréfagos (MDI: 30).

2.2.6 Activacion de la respuesta oxidativa

La produccion de ROS se determino segun ha sido descripto anteriormente (18).
Para ello, 1 x 10° neutréfilos fueron infectados con 50 pl de una suspension conteniendo 3
x 10° bacterias opsonizadas con IgG o 3 x 107 bacterias no opsonizadas en presencia de 600
ul de luminol 180 uM (Sigma). La repuesta quimioluminicente fue determinada cada 30
min a 37°C mediante la utilizacién de un luminémetro (Luminoskan TL Plus; Thermo Lab

Systems, Finland).

2.2.7 Microscopia confocal

Los estudios de colocalizacion fueron realizados como ha sido descripto
anteriormente (19), con algunas modificaciones. Neutréfilos incubados con las diferentes
cepas bacterianas (MDI: 30 o 300) durante 15 min a 37°C fueron lavados para remover
bacterias no adheridas y posteriormente incubados durante 1 h a 37°C. En determinados
experimentos se tomd muestra cada 20 minutos hasta las 2 h posteriores a la infeccion. Las
células infectadas fueron fijadas con paraformaldehido 4% o fueron incubadas con
Lysotracker DND-99 200 nM (Molecular Probes) (5 min a 37°C) previo a su fijacion.
Aquellas células que fueron tefiidas con Lysotracker fueron lavadas e incubadas durante 10
minutos con NH4Cl 50 mM. Luego del lavado, las células fueron incubadas con PBS
suplementado con saponina 0,1% p/v (Sigma) y BSA (Sigma) 0.2% p/v durante 30 minutos
a 25°C y luego incubadas con anticuerpos policlonales de conejo anti-B. parapertussis (30
min a 25°C) en presencia de 0.1% saponina y 0.2% BSA. Luego de tres lavados, los
neutr6filos fueron incubados con fragmentos F(ab), de anticuerpos de cabra anti-IgG de
conejo conjugados con FITC (30 min a 25°C) en presencia de saponina 0.1% y BSA 0.2%.
Aquellas muestras incubadas durante 1 h a 37°C que no fueron tefiidas con Lysotracker,
luego de la fijacion, fueron lavadas e incubadas durante 10 min con NH4Cl 50 mM. Luego
del lavado las células fueron incubadas con PBS suplementado con saponina 0,1% p/v
(Sigma) y BSA (Sigma) 0.2% p/v durante 30 min. Posteriormente las células fueron

incubadas con anticuerpos policlonales de conejo anti-flotilina y anticuerpos policlonales
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de raton anti-B. parapertussis (30 min a 25°C) o con anticuerpos monoclonales de raton
anti-LAMP-1 y anticuerpos policlonales de conejo anti-B. parapertussis (30 min a 25°C) en
presencia de 0.1% saponina y 0.2% BSA. Luego de tres lavados, los macrofagos fueron
incubados con fragmentos F(ab), de anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo conjugados
con CY3 y fragmentos F(ab), de anticuerpos de cabra anti-IgG de raton conjugados con
FITC (30 at 25°C) o con fragmentos F(ab), de anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo
conjugados con FITC y fragmentos F(ab), de anticuerpos de cabra anti-IgG de raton
conjugados con CY3 (30 min a 25°C) en presencia de 0.1% saponina y 0.2% BSA. Para
evitar la union inespecifica de los anticuerpos todas las incubaciones fueron realizadas en
presencia de 25% v/v de suero normal humano inactivado por calor. Las muestras fueron
analizadas por microscopia confocal (Leica TCS SP5, Germany). El porcentaje de bacterias
que colocalizan con un marcador determinado fue calculado mediante la observacion de al

menos 50 fagosomas.

2.2.8 Estudios de adquisicion de transferrina humana

Los estudios fueron realizados segin se ha descrito anteriormente (20) con
modificaciones menores. Neutrofilos humanos incubados durante 15 min a 37°C con las
diferentes bacterias, fueron lavados e incubados nuevamente durante 1 h a 37°C para
permitir que la fagocitosis transcurra. Posteriormente los neutrofilos fueron deplecionados
de transferrina exdgena mediante la incubacion en medio DMEM conteniendo BSA 1% p/v
durante 1 h a 37°C. Posteriormente las células fueron incubadas con 10 pg/ml de
transferrina marcada con Alexa-594 (Molecular Probes) durante 10 min a 4°C en medio
DMEM con BSA 1% p/v para permitir la union de la transferrina a los receptores de la
membrana de los neutrofilos. Luego fueron incubados a 37°C durante 5 minutos para que la
transferrina sea internalizada y posteriormente lavados con DMEM-BSA 1% p/v.
Finalmente fueron incubados durante 45 min a 37°C y fijados para ser observados por
microscopia confocal. La colocalizacion de las bacterias (verde) con la transferrina (roja)

fue analizada observando al menos 50 fagosomas.
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2.2.9 Sobrevida intracelular: ensayo de proteccion a polimixina B

Los neutréfilos fueron infectados con B. parapertussis (MDI: 30 o 300) segliin se
describi6é en los ensayos de adhesion. El inoculo bacteriano fue cuantificado mediante
recuento de UFC en ABGs. Luego de 15 min de incubacién a 37°C con 5% CO,, los
neutrdfilos fueron lavados para eliminar las bacterias no adheridas. Las células fueron
incubadas con polimixina B (100 pg/ml) (Sigma) durante 1 h a 37°C, a esta concentracion y
este tiempo el antibidtico no penetra en las células eucariotas (21). La polimixina B inactiva
solo las bacterias extracelulares adheridas al neutrofilo y las bacterias en suspension que no
fueron eliminadas por los lavados. Posteriormente los neutrofilos fueron lavados y la
sobrevida intracelular de B. parapertussis se determiné como se describe a continuacion.
Los neutrodfilos fueron sedimentados por centrifugacion y cada muestra se divididé en dos
alicuotas. Una de ellas se utilizd para determinar el nimero de células viables mediante
tincion con Trypan Blue y recuento en camara de Neubauer, y la otra fue incubada en agua
destilada durante 10 min a 4°C para provocar la lisis de la célula permitiendo la liberacion
de las bacterias intracelulares. Se realizaron diluciones seriadas en agua destilada con
saponina 0,1% p/v y finalmente se sembraron alicuotas en ABGs para determinar el nimero
de bacterias por recuento de UFC, el cual se refirio al nimero de neutrofilos presentes en la
muestra utilizando el recuento de células mencionado mas arriba. Paralelamente se
determin6 el nimero de bacterias fagocitadas a los 15 minutos que permitid calcular el
porcentaje de bacterias internalizadas que permanecieron viables durante 1 hora después de
la fagocitosis. El niimero de bacterias fagocitadas se determind por microscopia de
fluorescencia segiin se describid anteriormente. En experimentos control se evalud la
actividad bactericida de la polimixina B. Para ello, muestras de 5 x 10° bacterias fueron
incubadas con 1 ml de polimixina B (100 pg/ml) durante 1 h a 37°C, lavadas y sembradas
en ABGs. El tratamiento determiné una disminuciéon del 99,999% en la viabilidad
bacteriana, segin se determin6 por recuento de UFC. Paralelamente, se determiné si luego
del tratamiento de las células con polimixina B habia bacterias viables en el sobrenadante
no encontrandose bacterias viables a diferentes tiempos después de la infeccién segliin se
determind por recuento de UFC. Cabe sefalar que las diferentes cepas utilizadas no

mostraron diferencias significativas en la sensibilidad a la polimixina B. En determinados
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experimentos, las bacterias fueron opsonizadas con IgG humana (200 pug/ml) durante 30

min a 37°C previo a la incubacioén con los neutréfilos (MDI: 30).

2.2.10 Liberacion de la enzima lisosomal B-glucuronidasa

Neutrofilos en suspension (5 x 10° células/ml) fueron incubados con las diferentes
cepas bacterianas durante 1 h a 37°C, y luego centrifugados a 10000 x g durante 10 min
para eliminar bacterias y células en suspension. La actividad enzimatica de la [-
glucuronidasa fue determinada en los sobrenadantes segiin ha sido descrito en Gregoire et
al. (22). Como control se realizo la medida de actividad enzimatica en el sobrenadante de
neutréfilos (5 x 10° células/ml) no infectados, lisados por tratamiento con 0.2% v/v de
Triton X-100. Mediante este tratamiento se induce la liberacion de la totalidad de la enzima
B-glucuronidasa contenida en los granulos y por lo tanto este valor corresponde al 100% de

liberacion esperado.

2.2.11 Determinacion de la formacion de NETs

Para la determinacion de la formacion de NETSs, se infectaron neutrofilos (1 x 10°
células/ml) con las diferentes cepas bacterianas (MDI: 300) en placas de 24 pocillos
conteniendo cubreobjetos de 12 mm. Como control positivo de la formacion de NETs se
utiliz6 PMA (forbol-12-miristato-13-acetato) 20 mM, que induce la formacion de NETs en
neutro6filos por activacion simultanea de la NADPH oxidasa y de la via autofagica (24, 25).
A diferentes tiempos post-infeccion (1, 2, 3 o 4 horas), las células fueron fijadas por
tratamiento con paraformaldehido y la formaciéon de NETs se determind mediante la
marcacion del ADN con ioduro de propidio y microscopia de fluorescencia utilizando un
microscopio DMLB acoplado a una cdmara DC 100 (Leica Microscopy Systems Ltd.,
Heerbrugg, Switzerland). El nimero de NETs formadas se determin6 por observacion de al
menos 100 células en cada condicion. Todos los experimentos se realizaron al menos tres
veces por duplicado. En determinados experimentos, los neutrofilos fueron infectados
durante 30 minutos con las diferentes bacterias, previo al tratamiento con PMA 20 mM.
Para los estudios de colocalizacion las células fijadas, fueron marcadas con anticuerpos

policlonales de conejo anti-elastasa seguido por la incubacidon con fragmentos F(ab), de
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anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo conjugados con FITC y ioduro de propidio, y luego

analizadas por microscopia confocal.

2.2.12 Determinacion de apoptosis

Para la determinacion de los niveles de apoptosis, neutrofilos (1 x 10° células/ml)
fueron incubados en medio DMEM suplementado con SFB 10% con las diferentes cepas
(MDI: 300) durante 4 horas a 37°C. A este tiempo, las células fueron tefiidas con anexina V
conjugada a FITC y ioduro de propidio de acuerdo con las especificaciones del fabricante
(Invitrogen). Las muestras fueron analizadas inmediatamente por citometria de flujo (BD
FACSCalibur instrument) y los resultados fueron procesados utilizando el programa

WinMDI.

2.2.13 Analisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron al menos por triplicado. Los resultados se
analizaron estadisticamente mediante el andlisis de varianza (ANOVA). Para la
comparacion de los valores obtenidos (medias) se utilizd el test de Menor Diferencia
Significativa (LSD) con un grado de significacion del 95% (P < 0.05). Los resultados se

muestran como el valor medio y la desviacion estandar (DE).
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2.3 Resultados

2.3.1 El antigeno O estd involucrado en la interaccion innata de B. parapertussis con los

neutrofilos

En estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio se determind que en
ausencia de anticuerpos especificos B. parapertussis evita en gran medida la adhesion y
fagocitosis por neutr6filos humanos (4). En estudios preliminares realizados durante este
trabajo pudimos determinar que en ausencia de anticuerpos opsonizantes los niveles de
adhesion de B. parapertussis disminuyen aproximadamente 10 veces respecto a los niveles
de adhesion alcanzados con bacterias opsonizadas. En condiciones no opsonizantes solo un
6% de las bacterias incubadas con la célula inmune es fagocitado mientras que la captura de
las bacterias opsonizadas es mayor al 60%.(datos no mostrados). Estos bajos niveles de
adhesion y fagocitosis en ausencia de anticuerpos sugieren que B. parapertussis posee
mecanismos que le permiten escapar a la captura por neutréfilos. Diferentes patdgenos que
expresan estructuras polisacaridos en su superficie dificultan la interaccidon innata con
células inmunes. El antigeno O es un factor determinante en la virulencia de diferentes
patdgenos, capaz de modular de la fagocitosis de la bacteria por las células inmunes (26-
28). Para evaluar si el antigeno O de B. parapertussis esta implicado en la evasion de la
captura de esta bacteria en la interaccion innata con neutrofilos, empleamos neutrofilos
humanos aislados de donantes sanos y dos cepas de B. parapertussis, la cepa salvaje y una
cepa mutante deficiente en la expresion del antigeno O. Los neutroéfilos fueron incubados
can cada una de las cepas durante 15 minutos para permitir la adhesion, lavados para
eliminar las bacterias no adheridas e incubados 1 hora a 37°C para permitir la fagocitosis.
Luego del fijarlos, se determind el numero de bacterias adheridas e internalizadas por doble
marcacion fluorescente y microscopia de fluorescencia. En la Figura 1A se puede ver que la
fagocitosis de la cepa deficiente en la expresion del antigeno O fue significativamente
superior que la fagocitosis de la cepa salvaje de B. parapertussis, sugiriendo que el
antigeno O interviene en la interaccion de esta bacteria con neutrofilos humanos. Dado que
la diferencias observadas en los niveles de fagocitosis puede deberse a diferencias en la
adhesion o en la velocidad con que son fagocitadas ambas cepas se evalud la interaccion de

B. parapertussis con neutr6filos humanos en presencia de citocalasina D, un inhibidor de la
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polimerizacién de microfilamentos de actina que inhibe la fagocitosis permitiendo estudiar
la adhesién bacteriana de manera independiente. Para ello, luego de 15 minutos de
incubacion con citocalasina D, los neutrofilos fueron infectados con la cepa salvaje o la
cepa mutante durante 15 minutos a 37°C. Luego de lavar las células para eliminar las
bacterias no adheridas, los neutro6filos se incubaron durante 1 hora a 37°C. La citocalasina
D se mantuvo en el medio durante todo el ensayo. El nimero de bacterias adheridas por
neutroéfilo se determind mediante microscopia de fluorescencia. En la Figura 1B se observa
que el grado de adhesion de la cepa mutante es significativamente mayor que para la cepa
salvaje de B. parapertussis. Comparando este resultado con el de la Figura 1A se puede
observar que el nimero de bacterias adheridas por neutréfilo es similar al nimero de
bacterias que fueron fagocitadas una hora después de la infeccion. Estos resultados
demuestran que el antigeno O interfiere principalmente en la adhesion de la bacteria a los

neutroéfilos y sugieren la existencia de diferentes blancos de interaccion para la cepa salvaje
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y la cepa mutante en la membrana del neutréfilo.
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Figura 1. Adhesion y fagocitosis de B. parapertussis por neutro6filos humanos. (A) B.
parapertussis cepa salvaje (Bpp) o un mutante deficiente en la expresion del antigeno O
(BppAwbm) fueron incubadas con neutr6filos humanos (MDI: 300) durante 15 min a 37°C
para permitir la adhesion. Luego, las células fueron lavadas para eliminar bacterias no
adheridas e incubadas 1 h a 37°C para permitir la fagocitosis. Las células fueron fijadas y
permeabilizadas previo a la marcacion de las bacterias intracelulares con una marca verde
fluorescente, y las bacterias extracelulares con marcas verde y rojo fluorescente. EI nimero
de bacterias intracelulares y extracelulares fueron determinadas por microscopia de
fluorescencia. Al menos 100 células fueron analizadas por cada condicion. En la figura se
muestran los valores medios = DE de cuatro experimentos independientes expresados como
el numero de bacterias adheridas que fueron fagocitadas 1 h después de la infeccion. Los
niveles de fagocitosis de la cepa salvaje de B. parapertussis difiere significativamente de
los niveles de fagocitosis de la cepa mutante para el antigeno O (P<0.05). (B) B.
parapertussis (Bpp) o un mutante deficiente en la expresion del antigeno O (BppAwbm)
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fueron incubadas con neutr6filos humanos (MDI: 300) durante 15 min a 37°C en presencia
de citocalasina D. Seguido, las células fueron lavadas para eliminar bacterias no adheridas e
incubadas 1 h a 37°C en presencia de citocalasina D. Las células fueron fijadas y
permeabilizadas, y el numero de bacterias intracelulares y extracelulares fueron
determinados por doble marcacion fluorescente y microscopia de fluorescencia. El nimero
de bacterias adheridas se determind mediante el analisis de al menos 100 células. En ambos
casos (Bpp y BppAwbm), el total de las bacterias se encontraron en localizacion
extracelular, indicando que la fagocitosis fue bloqueada de manera eficiente. En la figura se
muestran los valores medios + DE de cuatro experimentos independientes expresados como
el numero de bacterias adheridas por célula 1 hora después de la infeccion. Los niveles de
adhesion de la cepa salvaje de B. parapertussis difieren significativamente de los niveles de
adhesion observados para la cepa mutante (P<0.05).

2.3.2 En ausencia de anticuerpos B. parapertussis inhibe de la fusion fagolisosomal y dirige
la bacteria a compartimientos con caracteristicas de endosoma temprano en un mecanismo

dependiente del antigeno O

En el estudio descripto en el punto anterior se observd que la interaccion innata de
B. parapertussis con neutrofilos humanos conduce a una baja tasa de captura y fagocitosis
de la bacteria. El antigeno O esta de alguna manera involucrado en la interaccion, lo que
podria favorecer una interaccion no bactericida. Para estudiar el trafico intracelular de B.
parapertussis en neutrofilos humanos, empleamos microscopia confocal y diferentes
marcadores intracelulares. En primer lugar determinamos el grado de colocalizacion con el
marcador de lisosomas Lysotracker, una molécula acido tréfica que penetra en la célula por
difusion y una vez protonada (pH acido) es retenida en los compartimiento que han sido
acidificados. Esta molécula emite fluorescencia roja cuando es excitada en longitudes de
onda de 594 nm. Los estudios de colocalizacion de B. parapertussis con este marcador se
llevaron a cabo a distintos tiempos post-infeccion. Se evaluaron al menos 50 fagosomas por
condicion en células elegidas al azar. En la Figura 2 se observa que 20 minutos después de
la infeccion un gran porcentaje de bacterias no colocaliza con Lysotracker (63 + 4%). Este
porcentaje no se vio modificado de manera significativa a tiempos mayores, indicando que
aquellas bacterias que evaden la fusion con lisosomas a tiempos cortos post-infeccion

permanecen en vesiculas que no son acidificadas en el tiempo.

Para investigar si la presencia de anticuerpos opsonizantes determina un cambio en

el destino intracelular de la bacteria, se evaluaron los niveles de colocalizacion de B.
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parapertussis con Lysotracker en presencia de anticuerpos opsonizantes. Dado que nuestros
resultados demostraron que la opsonizacion de la bacteria determina un aumento de
aproximadamente ~10 veces en los niveles de fagocitosis de B. parapertussis en
neutrofilos, en los ensayos que involucran la presencia de anticuerpos se empled una
multiplicidad de infeccion 10 veces menor (MDI: 30) que la utilizada en ausencia de
anticuerpos (MDI: 300) de modo que los niveles de infeccion sean similares en cada
condicion. En la Figura 2, se observa que en presencia de anticuerpos opsonizantes el
trafico intracelular de B. parapertussis es dirigido mayoritariamente a compartimientos
acidos. Dos horas post-infeccion aproximadamente el 90% de las bacterias se encuentra
colocalizando con el marcador Lysotracker, demostrando que la fagocitosis via FcR induce
una ruta intracelular que determina la formacion del fagolisosoma. Para descartar la
posibilidad de que el trafico intracelular observado en la cepa opsonizada sea consecuencia
de la utilizacion de una multiplicidad de infeccion menor, evaluamos el trafico intracelular
de B. parapertussis no opsonizada a la misma multiplicidad de infeccion que la utilizada en
condiciones opsonizantes (MDI: 30). A pesar de que el nimero de bacterias no opsonizadas
en localizacion intracelular disminuyd significativamente, el porcentaje de bacterias
colocalizando con Lysotracker mostrd ser independiente de la multiplicidad de infeccion
utilizada (datos no mostrados). Estos resultados sugieren que en ausencia de anticuerpos B.
parapertussis interfiere con la fusion fagolisosomal y permanece en compartimientos que

no son acidificados.

En estudios previos se ha observado que en el caso de algunos patogenos
bacterianos el antigeno O interviene en la interaccion innata con células inmunes y
determina la evasion de la via degradativa (29). El tipo de receptores de la célula eucariota
involucrados en la interaccion inicial con el patégeno determinan el trafico intracelular que
sigue la bacteria. Dado que nuestros resultados sugieren que el antigeno O de B.
parapertussis estd involucrado en la interaccion inicial de esta bacteria con los neutrofilos,
decidimos estudiar si en el caso de B. parapertussis el antigeno O es responsable de la
evasion de la maduracion del fagosoma observada. Para ello, se evalud el grado de
colocalizacion con Lysotracker de una cepa de B. parapertussis defectiva en la expresion
del antigeno O. En la Figura 2 se observa que el porcentaje de colocalizacion de la cepa

mutante de B. parapertussis con el marcador Lysotracker es significativamente mayor que
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el porcentaje de colocalizaciéon de la cepa salvaje a todos los tiempos ensayados,
demostrando que el antigeno O estd implicado en la evasion de la maduracion

fagolisosomal en ausencia de anticuerpos.
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Figura 2. Colocalizacion de B. parapertussis con marcadores de Lysotracker. B.
parapertussis no opsonizada (Bpp), B. parapertussis opsonizada con IgG (IgG-Bpp) o un
mutante deficiente en la expresion del antigeno O (BppAwbm) fueron incubados con
neutr6filos humanos (MDI: 300 no opsonizada; MDI: 30 opsonizada) durante 15 min a
37°C, lavados extensivamente y tratados con polimixina B para inactivar las bacterias
extracelulares. A diferentes tiempos después de la infeccion las células fueron incubadas
con Lysotracker durante 5 min y fijadas. Luego de la tincién indirecta de las bacterias
intracelulares las muestras fueron analizadas por microscopia confocal. Al menos 50
fagosomas fueron analizados por cada condicion. (A) El grafico muestra el porcentaje de
bacterias colocalizando con el marcador Lysotracker a diferentes tiempos después de la
infeccion. Los datos representan la media + DE de al menos tres experimentos
independientes. El numero de bacterias B. parapertussis cepa salvaje que colocaliza con el
marcador Lysotracker a 1 hora post-infeccion no muestra diferencias significativas con los
valores observados a tiempos mayores (P<0.05). El nimero de bacterias deficientes en la
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expresion del antigeno O y cepa salvaje opsonizada muestran un aumento significativo en
el namero de bacterias colocalizando con el marcador en el tiempo (P<0.05) (B) Se
muestran imagenes representativas de neutréfilos infectados una hora posterior a la
infecciéon obtenidas por microscopia confocal. La colocalizacion se evidencia por la
convergencia de fluor6foros en zonas amarillas. Se muestran imagenes representativas de
uno de tres experimentos independientes.

Con el fin de estudiar las caracteristicas del fagosoma de B. parapertussis
empleamos microscopia confocal y marcadores de endosomas tempranos y endosomas
tardios/lisosomas. En la Figura 3A, se observa que el porcentaje de fagosomas conteniendo
la cepa salvaje de B. parapertussis que no adquieren el marcador de endosomas
tardios/lisosomas, LAMP-1, es similar al porcentaje de fagosomas que no mostraron fusion
con lisosomas una hora después de la fagocitosis (Figura 2), indicando que aquellas
bacterias que evitan la acidificacion de los fagosomas permanecen en compartimientos que
no adquieren caracteristicas de endosoma tardio o lisosoma a este tiempo post-infeccion.
En paralelo, se evalu6 el grado de colocalizacion de B. parapertussis opsonizada con I1gG y
B. parapertussis defectiva en la expresion del antigeno O con este mismo marcador. Como
se muestra en la Figura 3A el porcentaje de bacterias colocalizando con LAMP-1, tanto de
la cepa mutante como de la cepa salvaje opsonizada con IgG, fue similar al porcentaje de
bacterias que se encontraron en compartimientos acidicos mostrados en la Figura 2. Para
evaluar si las bacterias que no muestran signos de colocalizaciébn con marcadores de
endosoma tardio o lisosoma se encuentran en endosomas tempranos, se utiliz6 como
marcador transferrina conjugada a un fluoréforo y microscopia confocal. La transferrina
ingresa a la célula a través de receptores especificos via ruta de reciclaje y se fusiona con
endosomas tempranos de baja acidez (pH 6,5-6,0) induciendo la liberacion de hierro en el
lumen del compartimiento. Finalmente la transferrina es reciclada hacia la membrana de la
célula hospedadora evitando los mecanismos de degradacion como la fusiéon con lisosomas.
Junto a la transferrina, la vacuola transporta nutrientes del medio extracelular. Los estudios
de colocalizacidn con transferrina marcada permiten, por lo tanto, determinar caracteristicas
de maduracion del fagosoma y evaluar al mismo tiempo si la bacteria tiene acceso a
nutrientes extracelulares. Como se puede observar en la Figura 3B, una hora después de la
infeccion el 59 + 5% de los fagosomas conteniendo la cepa salvaje de B. parapertussis

adquiere transferrina, sugiriendo que la bacteria se encuentra en compartimientos con
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caracteristicas de endosoma temprano y con acceso a nutrientes esenciales. Por otro lado, y
de acuerdo con los resultados anteriores que muestran que tanto la cepa defectiva en el
antigeno O como la cepa salvaje opsonizada se encuentran principalmente en
compartimientos que siguen la maduracion lisosomal, los porcentajes de colocalizacién con
transferrina en ambos casos, fueron significativamente inferiores a los observados con la

cepa salvaje de B. parapertussis sin opsonizar (Fig. 3B).

309

Bpp BppAwbm IgG-Bpp

Colocalizacion (%)
o 8 &8 8
oy —
@l
\))O\N\qdd ]
o I

60
40
20

Colocalizacioén (%)
o
dd@ =

Y

<«
%v
k>

2
Figura 3. Colocalizacion de B. parapertussis con LAMP-1 y transferrina. 5.
parapertussis no opsonizada (Bpp), B. parapertussis opsonizada con IgG (IgG-Bpp) o un
mutante deficiente en la expresion del antigeno O (BppAwbm) fueron incubados con
neutrofilos (MDI: 300 no opsonizada; MDI: 30 opsonizada) durante 15 minutos a 37°C.
Luego de lavar para eliminar las bacterias no adheridas, las células fueron incubadas 1 h a
37°C y divididas en dos alicuotas. (A) Una muestra fue fijada y permeabilizada previo a la
incubacion con anticuerpos contra LAMP-1. (B) La otra muestra fue incubada con
transferrina conjugada a Alexa-594 y luego fijada. Las células fueron analizadas por
microscopia confocal. Los datos representan la media + DE de al menos tres experimentos
independientes expresados como el porcentaje de bacterias colocalizando con un
determinando marcador. Los niveles de colocalizacion de la cepa salvaje de B.
parapertussis (verde) con LAMP-1 (rojo) o transferrina (rojo) en ausencia de anticuerpos
difieren significativamente de los niveles de colocalizacion observados para la cepa

Bpp BppAawbm I9G-Bpp
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mutante y para la cepa opsonizada (P<0.05). Se muestran imagenes representativas de uno
de tres experimentos independientes.

2.3.3 En ausencia de anticuerpos B. parapertussis modula la activacion de los neutrofilos
evitando la generacion del estallido respiratorio a través un mecanismo dependiente del

antigeno O.

El trafico intracelular que sigue un patéogeno dentro del neutrofilo depende del
estado de activacion de la célula. El grado de activacion dependera del tipo de receptores de
membrana involucrados en la interaccion con el patdégeno. La activacion del neutrofilo
determina el montaje de mecanismos bactericidas como son los mecanismos dependientes
de la produccion de ROS y los mecanismos oxigeno-independientes mediados a través de la
accion de diversas enzimas hidroliticas. Los resultados anteriores demuestran que el
antigeno O de B. parapertussis esta involucrado en la evasion de los mecanismos
bactericidas del neutréfilo. Por esta razon, evaluamos si se induce la generacion de ROS en
estas células inmunes cuando interaccionan con B. parapertussis. Para ello, neutrofilos
humanos fueron infectados con B. parapertussis en presencia de luminol, una molécula que
en contacto con ROS genera una reaccion de quimioluminiscencia emitiendo una cantidad
de fotones proporcional a la concentracion de ROS. La determinacion de la respuesta
quimioluminicente se hizo cada 1 minuto a 37°C utilizando un luminémetro. Como se
observa en la Figura 4, en ausencia de anticuerpos opsonizantes B. parapertussis no induce
la generacion de ROS. Esta interaccion no activadora parece depender como en el caso de
otros Gram negativos (30) de la presencia del antigeno O. Segin podemos observar en la
Figura 4, la cepa mutante defectiva en la expresion del antigeno O indujo una respuesta
significativamente mayor que la cepa salvaje, sugiriendo que el antigeno O de B.
parapertussis esta involucrado en la inhibicion de la activacion del neutrédfilo y la
consiguiente generacion de ROS. Como se esperaba, en presencia de anticuerpos

opsonizantes B. parapertussis induce una fuerte activacion del neutrofilo (Fig. 4).
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Figura 4. Generacion de la respuesta oxidativa en neutréfilos humanos. B.
parapertussis no opsonizada (Bpp), B. parapertussis opsonizada con I1gG (IgG-Bpp) o un
mutante deficiente en la expresion del antigeno O (BppAwbm) fueron incubados con
neutrofilos (MDI: 300 no opsonizada; MDI: 30 opsonizada) en presencia de luminol a
37°C. La respuesta quimioluminicente generada por la activacion del neutréfilo fue medida
cada un minuto durante 20 minutos. Como control se incubaron neutréfilos con PBS. Los
datos representan la media £ DE de al menos tres experimentos independientes expresados.
Los niveles de generacion de ROS en respuesta a la infeccion con la cepa salvaje de B:
parapertussis difiere significativamente de los niveles observados en la infeccion con la
cepa de B. parapertussis deficiente en la expresion del antigeno O y la cepas salvaje
opsonizada. RLU, unidades relativas de luminiscencia.

2.3.4 El antigeno O favorece la sobrevida intracelular de B. parapertussis en la interaccion

innata con neutrofilos

Dado que en ausencia de anticuerpos opsonizantes la infeccion con B. parapertussis
no induce la generacion de una respuesta oxidativa y la bacteria permanece en fagosomas
que no muestran signos de maduracion lisosomal, investigamos si esto se refleja en una
mayor sobrevida de la bacteria a la interaccion con una de las células mas agresivas del
sistema inmune. Para ello evaluamos la viabilidad intracelular de B. parapertussis en
presencia o en ausencia de anticuerpos opsonizantes. En la Figura 5 se observa que 1 hora
post-infeccion la sobrevida de B. parapertussis en ausencia de anticuerpos fue
significativamente mayor que en presencia de estos. Acorde a los resultados obtenidos en
los estudios del trafico intracelular y de la activacion de respuesta oxidativa, la falta de
expresion del antigeno O determind una disminucion significativa en la sobrevida de B.

parapertussis. Estos resultados confirman que, en ausencia de anticuerpos, el antigeno O de
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B. parapertussis cumple un rol determinante en la interaccion con neutréfilos permitiéndole

a la bacteria evadir los mecanismos bactericidas y sobrevivir en localizacion intracelular.
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Figura 5. Sobrevida intracelular de B. parapertussis en neutrofilos humanos. 5.
parapertussis no opsonizada (Bpp), B. parapertussis opsonizada con I1gG (IgG-Bpp) o un
mutante deficiente en la expresion del antigeno O (BppAwbm) fueron incubados con
neutrofilos humanos (MDI: 300 no opsonizada; MDI: 30 opsonizada) durante 15 min a
37°C, lavados para eliminar las bacterias no adheridas y tratados con polimixina B para
inactivar bacterias extracelulares. El numero de bacterias viables por célula fue
determinado 1 hora post-infeccion por recuento de UFC y recuento de neutréfilos en
camara de Neubauer. Los resultados se expresaron como el porcentaje de bacterias vivas
por neutrofilo una hora después de la infeccion, respecto al namero de bacterias
internalizadas a los 15 minutos después de la infeccion. Los datos representan la media +
DE de al menos tres experimentos independientes. El nimero de bacterias no opsonizadas
viables difiere significativamente del nimero de bacterias mutantes y opsonizadas viables
una hora posterior a la infeccion (P<0.05).

2.3.5 La sobrevida de B. parapertussis a la fagocitosis esta ligada a su interaccion con las

balsas lipidicas de la membrana de la célula huésped a través del antigeno O.

En otros patogenos se ha postulado que el rol del antigeno O en la inhibicion de la
fusion del fagosoma con lisosomas estd determinado por su capacidad de interaccién con
sitios ricos en colesterol en la membrana plasmatica, denominados balsas lipidicas, que
formarian un fagosoma enriquecido en estas estructuras, manteniendo a la bacteria fuera de
la via degradativa (29, 31). Dado que nuestros resultados indican que el antigeno O esta
involucrado en la adhesion al neutréfilo, que cumple un rol importante en la sobrevida

intracelular de B. parapertussis, y que esta involucrado en la inhibicién de la maduracion
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del fagosoma, investigamos el rol de los dominios ricos en colesterol en la interaccion de B.
parapertussis con neutrofilos. Para ello, neutréfilos humanos fueron pre-incubados con
metil-B-ciclodextrina, un compuesto capaz de extraer los lipidos de membrana a través de
sus nucleos hidrofobicos (32), desorganizando asi las balsas lipidicas. Luego del
tratamiento con metil-B-ciclodextrina, los neutrofilos fueron infectados y los niveles de
fagocitosis se evaluaron segiin se describid anteriormente. Los ensayos se realizaron en
presencia de lovastatina, un inhibidor de la sintesis de novo de colesterol, para evitar la
reposicion de colesterol en la membrana plasmatica. En la Figura 6 se observa que el
tratamiento con metil-B-ciclodextrina disminuy6d significativamente los niveles de
fagocitosis de B. parapertussis. Resultados similares se obtuvieron en presencia de
nistatina, una droga que se une a colesterol sin extraerlo de la membrana plasmatica. Por
otro lado, la fagocitosis de la cepa defectiva en la expresion del antigeno O no se vio
afectada por el tratamiento de los neutréfilos con los agentes disruptores de balsas lipidicas,
indicando que el antigeno O media la interaccion de B. parapertussis con neutréfilos

humanos a través de estos dominios (Fig. 6).
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Figura 6. Efecto de la metil-B-cyclodextrina y nistatina en la fagocitosis de B.
parapertussis por neutréfilos humanos. Neutrdfilos tratados con metil-B-cyclodextrina
(10 mg/ml), nistatina (35pg/ml) o sin tratar, fueron incubados con B. parapertussis cepa
salvaje (Bpp) o un mutante deficiente en la expresion del antigeno O (BppAwbm) (MDI:
300) durante 15 min a 37°C, en presencia de lovastatina, un inhibidor de la sintesis de
colesterol. Luego de lavar extensivamente para eliminar las bacterias no adheridas, los
neutrdfilos se incubaron 1 hora a 37°C para permitir la internalizacion de las bacterias. Las
células fueron fijadas y permeabilizadas previo a la marcacion de las bacterias
intracelulares con una marca verde fluorescente, y las bacterias extracelulares con marcas
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verde y rojo fluorescente. El numero de bacterias intracelulares y extracelulares fueron
determinadas por microscopia de fluorescencia. Al menos 100 células fueron analizadas por
cada condicion. En la figura se muestran los valores medios + DE de al menos tres
experimentos independientes. Los resultados fueron expresados como el porcentaje de
bacterias fagocitadas 1 h después de la infeccion respecto al control sin tratar (100%) para
cada cepa. Los niveles de fagocitosis de la cepa salvaje en neutréfilos tratados con metil-3-
cyclodextrina o nistatina difiere significativamente de los niveles de fagocitosis observados
en neutrofilos sin tratar (P<0.05). La deplecion de colesterol no afecto de manera
significativa los niveles de fagocitosis de la cepa mutante de B. parapertussis (P<0.05).

Para confirmar la interaccion de B. parapertussis con las balsas lipidicas, se empled
el marcador flotilina y microscopia confocal. Para ello, neutréfilos infectados con las
diferentes cepas bacterianas fueron fijados una hora después de la interaccion inicial, sus
membranas permeabilizadas, y las bacterias y balsas lipidicas marcadas con diferentes
fluororos. Como se observa en la Figura 7, aproximadamente un 80% de los fagosomas
conteniendo la cepa salvaje de B. parapertussis se encuentra colocalizando con flotilina.
Por el contrario no se observa colocalizacion de flotilina con la cepa deficiente en la
expresion del antigeno O. Este resultado confirma que B. parapertussis interacciona con

balsas lipidicas y que el antigeno O tiene un rol en esta interaccion.
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Figura 7. Colocalizacion de B. parapertussis con flotilina. B. parapertussis no
opsonizada (Bpp) o un mutante deficiente en la expresion del antigeno O (BppAwbm)
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fueron incubados con neutr6filos (MDI: 300) durante 15 minutos a 37°C. Luego de lavar
para eliminar las bacterias no adheridas, las células fueron incubadas 1 h a 37°C, fijadas y
permeabilizadas previo a la incubacion con anticuerpos contra flotilina-1. La colocalizacion
se evidencia por la acumulacion del marcador para flotilina (rojo) alrededor de la bacteria
(verde). Se muestran imagenes representativas de uno de tres experimentos independientes.

Por ultimo estudiamos la implicancia de la interaccién de B. parapertussis con
balsas lipidicas en el trafico intracelular y la sobrevida de esta bacteria en neutréfilos. Para
esto, se infectaron neutréfilos previamente tratados con metil-f-ciclodextrina, y los niveles
de sobrevida se determinaron 1 hora post-infeccion segun fue descripto anteriormente. En
la Figura 8 se observa que el tratamiento con metil-B-ciclodextrina indujo un aumento
significativo en los niveles de colocalizacion de la cepa salvaje de B. parapertussis con
LAMP-1, pero no modificé el trafico de la cepa deficiente en la expresion del antigeno O,
indicando que la interaccion con las balsas lipidicas a través del antigeno O es lo que dirige

a B. parapertussis hacia una ruta que evade la fusion fagolisosomal.
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Figura 8. Efecto de la metil-B-cyclodextrina en el trafico intracelular de B.
parapertussis. Neutrofilos sin tratar o tratados con metil-B-cyclodextrina (M-B-CD) (10
mg/ml) fueron incubados con B. parapertussis cepa salvaje (Bpp) o un mutante deficiente
en la expresion del antigeno O (BppAwbm) (MDI: 300) durante 15 min a 37°C, en
presencia de lovastatina, un inhibidor de la sintesis de colesterol. Luego de lavar
extensivamente para eliminar las bacterias no adheridas, las células fueron tratadas con

99



Bordetella parapertussis Capitulo 2

polimixina B para inactivar bacterias extracelulares e incubadas 1 hora a 37°C. Luego de
fijar, las células fueron incubadas con anticuerpos contra LAMP-1 (rojo) y analizadas por
microscopia confocal. Los datos representan la media + DE de al menos tres experimentos
independientes expresados como el porcentaje de bacterias colocalizando con el marcador
LAMP-1. La colocalizacién se evidencia por la acumulacion de Lamp-1 (rojo) alrededor de
las bacterias (verde). Los niveles de colocalizacion de la cepa salvaje de B. parapertussis
(verde) con LAMP-1 (rojo) en neutrofilos tratados con metil-B-cyclodextrina difieren
significativamente de los niveles de colocalizacion en neutrofilos que no fueron tratados
(P<0.05). No se observan diferencias significativas en células tratadas o sin tratar con
metil-B-cyclodextrina, infectadas con la cepa deficiente en expresion del antigeno O
(P<0.05). Se muestran imagenes representativas de uno de tres experimentos
independientes.

En linea con este resultado, mientras que el tratamiento de los neutrofilos con metil-
B-ciclodextrina no indujo una disminucién significativa en los niveles de sobrevida de la
cepa deficiente en la expresion del antigeno O, los niveles de sobrevida de la cepa salvaje
de B. parapertussis disminuyeron de forma drastica luego del tratamiento, indicando que el
ingreso a través de dominios lipidicos mediado por el antigeno O favorece la sobrevida

intracelular de esta bacteria (Fig. 9).
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Figura 9. Efecto de la metil-B-cyclodextrina y nistatina en la sobrevida intracelular de
B. parapertussis. Neutrofilos tratados con metil-B-cyclodextrina (10 mg/ml), nistatina
(35pug/ml) o sin tratar, fueron incubados con B. parapertussis cepa salvaje (Bpp) o un
mutante deficiente en la expresion del antigeno O (BppAwbm) (MDI: 300) durante 15 min a
37°C, en presencia de lovastatina, un inhibidor de la sintesis de colesterol. Luego de lavar
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extensivamente para eliminar las bacterias no adheridas, las células fueron tratadas con
polimixina B para inactivar bacterias extracelulares e incubadas 1 hora a 37°C. El numero
de bacterias viables por célula fue determinado a este tiempo por recuento de UFC y
recuento de neutréfilos en cadmara de Neubauer. En la figura se muestran los valores medios
+ DE de al menos tres experimentos independientes. Los resultados fueron expresados
como el porcentaje de bacterias vivas por neutréfilo 1 h después de la infeccion respecto al
control sin tratar (100%) para cada cepa. Los sobrevida de la cepa salvaje en neutrdfilos
tratados con metil-B-cyclodextrina o nistatina difiere significativamente de la sobrevida
observada en neutrofilos sin tratar (P<0.05). La deplecion de colesterol no afecto de manera
significativa los niveles de sobrevida de la cepa mutante de B. parapertussis (P<0.05).

2.3.6 El antigeno O de B. parapertussis evita mecanismos bactericidas extracelulares del

neutrofilo

Durante la fagocitosis mediada por neutrofilos el fagosoma naciente se fusiona con
los granulos azurofilos, un tipo especializado de lisosomas secretorios que contiene
enzimas lisosomales, proteasas neutras y péptidos bactericidas. Como resultado se produce
la formacion del fagolisosoma que determina la liberacion de parte del contenido de los
granulos azurofilos al medio extracelular (33). Los componentes bactericidas y las
citoquinas liberadas generan un entorno hostil que determina la eliminacion de patdgenos
extracelulares y la modulacion de la respuesta inmune (34-36). Dado que nuestros
resultados muestran que B. parapertussis inhibe la maduracion fagolisosomal, investigamos
si esta bacteria es capaz de evitar la degranulacion del neutrofilo y la liberacion de
componentes de los granulos al medio extracelular. La liberacién de componentes de los
granulos se determind mediante la medida de la actividad enzimatica de la enzima B-
glucuronidasa, una de las enzimas contenida en los granulos azuréfilos. La determinacion
se llevo a cabo en sobrenadantes de neutrofilos infectados con B. parapertussis 1 hora post-
infeccion. Como control negativo se utilizé el medio sobrenadante de neutréfilos no
infectados. Como control positivo se empled el sobrenadante de neutréfilos incubados con
0.2% v/v de Triton X-100, que induce la liberaciéon de la totalidad de la enzima [-
glucuronidasa contenida en los granulos (considerado como el 100% de liberacion). Todos
los valores fueron referidos a este valor. En la Figura 10 se observa que la fagocitosis de la
cepa salvaje de B. parapertussis no induce una liberacion significativa de componentes de
los granulos al medio extracelular. Dado que nuestros resultados demuestran que el

antigeno O de B. parapertussis determina la evasion de la fusion fagolisosomal, evaluamos
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si esta molécula estd implicada en la inhibicion de la degranulacién del neutréfilo. En la
Figura 10 se puede observar que la cepa deficiente en la expresion del antigeno O induce la
liberacion de componentes de los granulos al medio extracelular, demostrando que esta
molécula esta implicada en la inhibicion de este mecanismo. De acuerdo con los resultados
mencionados anteriormente que demuestran que la opsonizacion de la bacteria determina la
activacion de la respuesta oxidativa y la maduracion del fagolisosoma, en presencia de
opsoninas la liberacion componentes de los granulos fue significativamente mayor que en
condiciones no opsonizantes (Fig. 10). Estos resultados demuestran que en ausencia de
anticuerpos opsonizantes B. parapertussis interacciona con los neutréfilos a través del
antigeno O inhibiendo la liberacion de granulos azurdfilos, evitando asi uno de los

mecanismos bactericidas extracelulares de estas células.
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Figura 10. Liberacion de granulos azurofilos por interaccion con B. parapertussis.
Neutrofilos humanos fueron infectados con B. parapertussis no opsonizada (Bpp), B.
parapertussis opsonizada con IgG (IgG-Bpp) o un mutante deficiente en la expresion del
antigeno O (BppAwbm) (MDI: 300 no opsonizada; MDI: 30 opsonizada) durante 1 hora a
37°C. Luego de centrifugar para eliminar neutrofilos y bacterias, se midid la actividad f3-
glucuronidasa en los sobrenadantes. Como control se utilizaron los sobrenadantes de
neutrdfilos lisados con Triton X-100. Los resultados fueron expresados como el porcentaje
de PB- glucuronidasa liberado al medio extracelular respecto al control. Los datos
presentados representan la media + DE de al menos tres experimentos independientes
utilizando neutréfilos de diferentes donantes. La liberacion de B- glucuronidasa inducida
por B. parapertussis en condiciones no opsonizantes difiere significativamente de la
liberacion inducida por la cepa deficiente en la expresion del antigeno O y de B.
parapertussis opsonizada (P<0,05).
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El otro mecanismo bactericida extracelular importante de los neutréfilos es la
liberacion al medio extracelular de trampas de ADN extracelulares o NETs (neutrophil
extracelular traps), conformadas por cromatina y proteinas con actividad bactericida. La
formacion de NETs es inducida por diferentes estimulos que determinan la generacion de
ROS a través de la activacion de la NADPH oxidasa en combinacidon con otros estimulos
(24). Dado que nuestros resultados mostraron que B. parapertussis evita la formacion de
ROS, decidimos investigar si esta bacteria es capaz también de evadir este mecanismo

bactericida extracelular.

Las células que desarrollan NETs sufren una serie de cambios que se inicia con la
descondensacion de la cromatina y la desorganizacion de la envoltura nuclear, finalizando
con la ruptura de la membrana plasmatica y la liberacion del contenido de los granulos
azurofilos y especificos junto a proteinas nucleares y cromatina al medio extracelular. Por
lo tanto, la formacion de NETs puede determinarse siguiendo los cambios estructurales de
la cromatina. En estos ensayos utilizamos ioduro de propidio y microscopia de
fluorescencia para la determinacion de la formacion de NETs. Como control positivo se
utilizo6 PMA (forbol-12-miristato-13-acetato), que induce la formacion de NETs mediante
la generacion de ROS por activacion de la NADPH oxidasa y la activacion de la via
autofagica (24). La metodologia que se empleo en este estudio permite la cuantificacion de
células netdticas en un estadio temprano de maduracion, cuando alin no se ha producido la
liberacion de cromatina al medio extracelular. Las células netoticas (que liberaran NETs al
espacio extracelular) quedan evidenciadas por la aparicion de neutrofilos en los que la
cromatina ocupa todo el espacio citoplasmatico y el ntcleo celular se ha desorganizado. En
un ensayo preliminar se determind la cinética de liberacion de NETs al medio extracelular
por neutrofilos activados por tratamiento con PMA. En la Figura 11A, se observa que 2
horas después del tratamiento con PMA un gran numero de neutrdfilos (54.9%) ha
reorganizado su cromatina y ya no se visualiza el nicleo en su interior, indicado que es una
célula netdtica que se encuentra en un estadio temprano de maduracion y ain no ha
liberado la cromatina al medio extracelular. Luego de 3 horas de incubacion con PMA ya se
ha producido la liberacion de cromatina al medio extracelular. A este tiempo de incubacion
ya no se pueden cuantificar las células que se volvieron netdticas, por lo tanto, en los

ensayos siguientes la induccion de células netdticas por un determinado estimulo se evalu6
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a las 2 horas post exposicion a dicho estimulo. En la Figura 11B se observa que la infeccion
con la cepa salvaje de B. parapertussis no induce la formacion de NETs si se las compara
con las células sin infectar. Este resultado se mantuvo invariable a tiempos mayores (4
horas post-infeccion; no se muestran los datos). Cabe destacar que a pesar de que la cepa
deficiente en la expresion del antigeno O induce la generacion de ROS, no se observo
induccion de NETs en neutréfilos infectados con una cepa deficiente en la expresion del
antigeno O. (Fig. 11B). Este resultado sugiere que B. parapertussis inhibe la formacion de
NETs a través de otros factores bacterianos diferentes del antigeno O, o que no induce la
activacion de la via autofagica necesaria para la induccion de NETosis en presencia de la

respuesta oxidativa (24).
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Figura 11. Determinacion de la induccion de NETs en neutr6filos humanos. (A)
Neutréfilos sin tratar o tratados con PMA fueron incubados durante 2 horas a 37°C. A
diferentes tiempos post-infeccion las células fueron fijadas, tefiidas con ioduro de propidio
y analizadas por microscopia de fluorescencia. Los resultados se expresaron como el
porcentaje de neutrofilos que desarrollaron NETs respecto al total de neutrofilos, a cada
tiempo post-infeccion. Se observa un aumento significativo en la formacion de NETs en el
tiempo (P<0,05). Se muestran imagenes representativas de uno de tres experimentos
independientes. (B) Neutréfilos sin infectar, infectados con B. parapertussis cepa salvaje
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(Bpp) o un mutante deficiente en la expresion del antigeno O (BppAwbm) (MDI: 300)
fueron incubados durante 2 horas a 37°C. Luego de fijar las células, se determin6 el nimero
de NETs formadas mediante tinciéon con ioduro de propidio (rojo) y microscopia de
fluorescencia. Como control de la formacién de NETs se utilizaron neutrofilos tratados con
PMA (20 mM). Los resultados fueron expresados como el porcentaje de neutréfilos que
desarrollaron NETs 2 horas post-infeccion respecto al total de neutrofilos. Los datos
presentados representan la media + DE de al menos tres experimentos independientes
utilizando neutréfilos de diferentes donantes. La formacion de NETs inducida por la cepa
salvaje de B. parapertussis y la cepa deficiente en la expresion del antigeno O es
significativamente menor que la formaciéon de NETs observada en neutréfilos tratados con
PMA (P<0,05). Se muestran imagenes representativas de uno de tres experimentos
independientes. (N/D: no determinado).

Ademas de la interaccion con bacterias, diferentes estimulos, entre los que se
encuentran citoquinas liberadas por células epiteliales o del sistema inmune (25, 37),
determinan la induccion de la formacion de NETs y contribuyen a la eliminacion del
patdégeno en el sitio de infeccidbn. Muchos patdogenos han desarrollado la capacidad de
inhibir la NETosis desencadenada por factores externos lo cual contribuye
significativamente al establecimiento de la infeccion. Estudios previos demuestran que
CyaA de B. pertussis es capaz de inhibir la formacion de NETs inducida por un estimulo
externo (PMA) (38). Para determinar si B. parapertussis es capaz de inhibir la formacion de
NETs inducida por PMA, neutréfilos infectados con B. parapertussis durante 30 minutos se
incubaron con PMA y luego de 2 horas las células fueron fijadas por tratamiento con
paraformaldehido, tefiidas con ioduro de propidio y analizadas por microscopia de
fluorescencia. Como control se evalud en paralelo la formacion de NETs inducida por
incubacion con PMA en neutrofilos previamente infectados con una cepa salvaje de B.
pertussis (control negativo) o con una cepa de B. pertussis deficiente en la expresion de la
CyaA (control positivo). Segun se puede observar en la Figura 12 tanto la cepa salvaje de
B. parapertussis como la cepa deficiente en la expresion del antigeno O inhiben de manera
eficiente la formacion de NETs inducida por PMA. Esta inhibicién es dependiente de la
viabilidad de la bacteria, dado que la infeccion con la cepa salvaje de B. parapertussis
muerta por tratamiento con paraformaldehido (MF Bpp) no inhibe la formacion de NETs
inducida por PMA (Fig. 12). Estos resultados demuestran que B. parapertussis inhibe

activamente la induccion de NETSs atin en presencia de estimulos externos.
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Figura 12. Efecto de la infeccion con B. parapertussis en la formacion de NETs
inducida por PMA. Neutrofilos sin infectar, infectados con B. pertussis cepa salvaje (Bp),
B. pertussis deficiente en la expresion de CyaA (BpACya), B. parapertussis cepa salvaje
(Bpp), B. parapertussis muerta por paraformaldehido (MF Bpp) o un mutante deficiente en
la expresion del antigeno O (BppAwbm) (MDI: 300) fueron incubados durante 30 min a
37°C. Luego las células fueron incubadas con PMA 20 nM durante 2 horas y fijadas por
tratamiento con paraformaldehido. El nimero de NETs formadas se determind mediante
tincion con ioduro de propidio (rojo) y microscopia de fluorescencia. Los resultados fueron
expresados como el porcentaje de neutrofilos que desarrollaron NETs 2 horas post-
infeccion respecto al total de neutrdfilos. Los datos presentados representan la media + DE
de al menos tres experimentos independientes utilizando neutrofilos de diferentes donantes.
Se muestran imagenes representativas de al menos tres experimentos independientes.

Las NETs estan formadas por fibras de cromatina intercaladas con diferentes
proteinas con actividad bactericida entre las que se encuentra la elastasa (25, 39). Para
confirmar la inhibicidon de la formacién de NETs por B. parapertussis se estudié si lo que
se observa en el control positivo es efectivamente formacion de NETs. Para ello se
realizaron estudios de colocalizacion utilizando ioduro de propidio para la marcacion del

ADN, y anticuerpos contra elastasa. En las células sin infectar que no fueron tratadas con
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PMA la elastasa se encuentra en estructuras pequefias consistentes con granulos y la
cromatina aparece condensada dentro del nucleo (Fig. 13). En los neutrofilos tratados con
PMA, la elastasa aparece colocalizando con el ADN, ocupando todo el citoplasma, y
formando estructuras que sugieren la generacion de NETs (Fig. 13). Cuando los neutréfilos
son infectados con B. parapertussis previo al tratamiento con PMA, la elastasa permanece
localizada por fuera de la cromatina que permanece condensada, confirmando que la
bacteria inhibe la formacion de NETs. Esta inhibicion depende de la viabilidad de la
bacteria. En la Figura 13 se observa que la infeccion con una cepa salvaje de B.
parapertussis muerta por tratamiento con paraformaldehido induce la formacion de NETs
funcionales. Estos resultados sugieren que la infeccion de los neutréfilos previo a la
incubacion con PMA, bloquea la formacion de NETs en una etapa previa a la translocacion
de la elastasa al nucleo y a la descondensacion de la cromatina, en un mecanismo

dependiente de la viabilidad de la bacteria.

Con PMA BpACya + PMA

Figura 13. Evaluacion de la integridad y composicion de las NETs. Neutrofilos sin
infectar, infectados con B. pertussis cepa salvaje (Bp), B. pertussis deficiente en la
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expresion de CyaA (BpACya), B. parapertussis cepa salvaje (Bpp) o B. parapertussis
muerta por paraformaldehido (MF Bpp) (MDI: 300) fueron incubados durante 30 min a
37°C. Luego las células fueron incubadas con PMA 20 nM durante 2 horas, fijadas por
tratamiento con paraformaldehido y tefiidas con ioduro de propidio (rojo), anticuerpos anti-
elastasa (verde) y analizadas por microscopia confocal. La formacion de NETs se evidencia
por la colocalizacion del marcador para elastasa (verde) con el marcador para ADN (rojo).
Se muestran imagenes representativas de uno de tres experimentos independientes.

2.3.7 El antigeno O de B. parapertussis inhibe la apoptosis del neutréfilo.

La apoptosis es un proceso que permite, entre otras cosas, limitar la capacidad
destructiva de los neutréfilos que han sido activados disminuyendo asi los efectos
citotoxicos sobre los tejidos adyacentes, y constituye la etapa final en la resolucion de los
procesos infecciosos. La apoptosis puede ser retrasada o inducida por diferentes
microorganismos dependiendo de las estrategias de inmunoevasion de los mismos (40-42).
Dado que nuestros resultados demuestran que B. parapertussis sobrevive a la interaccion
innata con los neutr6filos y permanece viable en localizacion intracelular, decidimos
evaluar si, ademas, B. parapertussis modula la apoptosis de estas células lo cual le
permitiria una sobrevida mas larga en un nicho protegido. Para ello neutrofilos sin infectar
o infectados con B. parapertussis durante 4 horas fueron tefiiddos con anexina V conjugada
a FITC, que se une a la fosfatidilserina solo expuesta en la membrana de las células
apoptoticas y ioduro de propidio, que tifie el nicleo de las células independientemente del
estado de viabilidad de la misma, y analizadas por citometria de flujo. El nimero de células
apoptoticas fue determinado a las 4 horas post-infeccion. En la Figura 14 se observa que la
cepa salvaje de B. parapertussis induce niveles de apoptosis similares a los de los
neutrdfilos que no han sido infectados y un gran porcentaje de células permanecen viables
sin signos de apopotosis a este tiempo. La falta de expresion del antigeno O o la
opsonizacion de la bacteria inducen niveles de apoptosis significativamente mayores que el
control, indicando que en ausencia de anticuerpos opsonizantes B. parapertussis inhibe la

apoptosis inducida por la infeccion en un mecanismo dependiente del antigeno O.
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Fig. 14. Determinacion de la apoptosis en neutrofilos infectados con B. parapertussis.
Neutrofilos sin infectar, infectados con B. parapertussis no opsonizada (Bpp), B.
parapertussis opsonizada con IgG (IgG-Bpp) o un mutante deficiente en la expresion del
antigeno O (BppAwbm) (MDI: 300) fueron incubados durante 4 horas a 37°C. Las células
fueron marcadas con anexina V conjugada a FITC (verde) y ioduro de propidio (rojo), y
analizadas inmediatamente por citometria de flujo. Los niveles de apoptosis fueron
expresados como el porcentaje de células que adquirieron el marcador anexina V respecto
al total. Los niveles de apoptosis inducidos por la cepa salvaje de B. parapertussis no
presentan diferencias significativas con el control, pero si con la cepa deficiente en la
expresion del antigeno O y con la cepa salvaje opsonizada (P<0,05). Se muestran
diagramas representativos de uno de tres experimentos independientes.
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2.4 Discusion

Dado que las vacunas aceluares no inducen anticuerpos capaces de reconocer a B.
parapertussis ni proteccion alguna contra esta especie (2, 6), el control de la infeccion en la
mayor parte de la poblacion dependera exclusivamente de la inmunidad innata. Los
neutr6filos son la primera linea de defensa del hospedador y las células efectoras mas
importantes contra las infecciones bacterianas. Los resultados mostrados en este capitulo,
sin embargo, demuestran que en ausencia de anticuerpos opsonizantes B. parapertussis
sobrevive a la fagocitosis por neutr6filos humanos, y permanece viable en localizacion
intracelular. A diferencia de lo que ocurre en presencia de anticuerpos, la falta de
opsonizacion determina que B. parapertussis inhiba la fusion fagolisosomal, siguiendo un
trafico no bactericida, y permanezca en localizacion intracelular dentro de fagosomas con
caracteristicas de endosoma temprano y con acceso a nutrientes. En ausencia de opsoninas
B. parapertussis inhibe dos de las actividades microbicidas extracelulares del neutrofilo: la
degranulacion, evitando la liberacion de componentes bactericidas al medio extracelular, y
la formacion de NETs. Este conjunto de mecanismos de evasion de las distintas actividades
bactericidas en neutrdfilo da como resultado que una gran proporcion (cercana al 98%) de

las bacterias que se enfrentan con los neutrofilos sobreviva.

El antigeno O estd involucrado en estos mecanismos de evasion de la actividad
bactericida. Los resultados muestran que la expresion del antigeno O no solo determina una
disminucién significativa en la fagocitosis de B. parapertussis, sino que ademas evita la
activacion de la célula inmune, impidiendo la generacion de ROS, y determina un trafico
intracelular que lleva a la evasion de la maduracion del fagosoma. Se observo que el nivel
de fagocitosis de B. parapertussis deficiente en la expresion del antigeno O es
significativamente mayor que el de la cepa salvaje, y que un gran porcentaje de los
fagosomas conteniendo ésta bacteria adquiere marcadores lisosomales rapidamente,
indicando que el antigeno O esta involucrado en el trafico intracelular no bactericida. En
linea con estos resultados, la interaccion de la cepa deficiente en la expresion del antigeno

O indujo la generacion de ROS y fue eliminada mas eficientemente por la célula inmune.

Estudios previos en otros patdgenos mostraron que la presencia del antigeno O

dirige a las bacteria a las balsas lipidicas de la membrana celular, y esta interaccion es la
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que evita que los fagosomas entren en la via degradativa (29). La asociacion a las balsas
lipidicas genera un fagosoma enriquecido en componentes de los dominios lipidicos que no
se fusiona con lisosomas (31). Nuestros resultados sugieren que B. parapertussis podria
presentar un mecanismo de este tipo. A diferencia de lo observado con la cepa mutante
defectiva en la expresion del antigeno O, la fagocitosis de la cepa salvaje de B.
parapertussis demostré ser dependiente de la integridad de las balsas lipidicas. Mientras
que en la cepa deficiente en la expresion del antigeno O no mostré diferencias en los
niveles de fagocitosis por neutrdfilos tratados con drogas que desorganizan los dominios
lipidicos o se adhieren a estos, la fagocitosis de la cepa salvaje mostré una disminucion
dréstica luego del tratamiento. La dependencia del antigeno O en esta interaccion fue
confirmada por microscopia confocal utilizando el marcador de balsas lipidicas flotilina.
Mientras que la cepa salvaje de B. parapertussis mostr6 elevados niveles de colocalizacion
con areas enriquecidas en flotilina, la cuales se visualizan como vesiculas (rojas) que
rodean a la bacteria (verde), no se encontr6 colocalizacion del marcador con la cepa
deficiente en la expresion del antigeno O. En linea con estos resultados, la evasion de la
fusion fagolisosomal y la sobrevida intracelular de B. parapertussis mostrd ser dependiente
tanto de la expresion del antigeno O como de la integridad de las balsas lipidicas. Mientras
que el tratamiento con metil-B-ciclodextrina determiné un aumento significativo en los
niveles de colocalizacion de la cepa salvaje de B. parapertussis con el marcador lisosomal
LAMP-1, el trafico intracelular de la cepa deficiente en la expresion del antigeno O se
mantuvo invariable. Por otro lado, la falta de expresion del antigeno O o el tratamiento con
drogas que secuestran colesterol y desorganizan los dominios lipidicos produjo un
disminucion significativa en los niveles de sobrevida de B. parapertussis. Estos resultados
sugieren un rol central de las balsas lipidicas y el antigeno O en la fagocitosis, el trafico
intracelular y la sobrevida de B. parapertussis en condiciones no opsonizantes, y
demuestran el papel critico del antigeno O en dirigir la bacteria hacia los dominios
lipidicos. Por otro lado, nuestros resultados muestran que la interaccion a través del
antigeno O determina la inhibiciéon de la apoptosis inducida por infeccion con B.
parapertussis. Mientras que la cepa deficiente en la expresion del antigeno O indujo altos
niveles de apoptosis, las células infectadas con la cepa salvaje de B. parapertussis no

mostraron diferencias significativas con las células sin infectar. Estos resultados
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demuestran que en ausencia de anticuerpos opsonizantes el antigeno O de B. parapertussis
no solo evita los mecanismos intracelulares de eliminacion de patéogenos del neutrofilo,
sino que también, aumenta la sobrevida de la célula inmune. Si bien los neutr6filos no son
células adecuadas para el establecimiento de nichos de persistencia, la inhibicion de los
mecanismos de muerte celular podria contribuir a la persistencia dentro del hospedador de

patdgenos que sobrevivan en localizacion intracelular (45).

El antigeno O estd involucrado también en la inhibicion de los mecanismos de
eliminacion extracelulares. Nuestros resultados muestran que la interaccion a través del
antigeno O determina el desacoplamiento de la fusion del fagosoma naciente con los
granulos azuréfilos evitando la liberacion de componentes bactericidas al medio
extracelular. Mientras la cepa deficiente en la expresion del antigeno O indujo la liberacion
de componentes de los granulos al medio extracelular, la infeccion con la cepa salvaje de B.
parapertussis no indujo la degranulacion del neutrofilo. En conjunto, estos resultados
demuestran que en ausencia de anticuerpos opsonizantes B. parapertussis inhibe tanto la
actividad bactericida intracelular como extracelular a través de un mecanismo dependiente
del antigeno O, dejando claro que el antigeno O es un factor de virulencia clave en la
evasion de mecanismos inmunes. Estos resultados explican la dependencia de la expresion
del antigeno O en la colonizacion del tracto respiratorio observada en ensayos in vivo (46).
Es interesante destacar que recientemente se ha demostrado que B. pertussis (47) también
sobrevive a la interaccion con estas células inmunes. Sin embargo solo B. parapertussis
parece depender de la expresion del antigeno O. B. pertussis no expresa el antigeno O en su
molécula de LPS, y por lo tanto, la interaccion no bactericida con estas células no depende
de su presencia, lo que refleja la existencia de mecanismos de inmunoevasion distintos y
unicos de cada una de éstas especies, ambas estrechamente relacionadas y estrictamente

humanas.

Dentro de los mecanismos de eliminacion de patogenos extracelulares de los
neutrofilos se encuentra la formacion de trampas de ADN extracelulares o NETs,
conformadas por componentes bactericidas de los granulos, proteinas nucleares y
cromatina. Las NETs se inducen por interaccion con determinados patdégenos o por
determinadas citoquinas (25, 48-50). Nuestros resultados muestran que durante la

infeccion, B. parapertussis no induce la formacion de NETs. Esto no depende del antigeno
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O ya que tampoco se observa induccion de NETs en neutrofilos incubados con la cepa
deficiente en la expresion de este antigeno, a pesar de que esta induce la generacion de
ROS. Si bien la generaciéon de ROS es considerada uno de los estimulos inductores de la
generacion de NETs, estudios recientes demuestran que este estimulo no es suficiente para
desencadenar el proceso de NETosis (23, 51). Nuestros resultados parecen confirmar estos
estudios. Cabe sefialar, sin embargo, que no se puede descartar que la induccion de NETs
dependa de un cierto nivel de ROS que no se alcanza en la interaccion de los neutrdfilos

con la cepa de B. parapertussis deficiente en la expresion del antigeno O.

B. parapertussis también bloquea la induccion de NETs en respuesta a estimulos
externos. Esta inhibicion es dependiente de la viabilidad de la bacteria o de la actividad
enzimatica de alguna de sus toxinas, dado que la infeccion con una cepa salvaje de B.
parapertussis tratada con paraformaldehido no inhibe la formacién de NETs inducida por
PMA. Actualmente se estd trabajando para intentar determinar qué factores bacterianos se
encuentran implicados en esta inhibicion por B. parapertussis. Estudios previos sugieren
que CyaA podria ser la responsable de esta inhibicion, dado que en B: pertussis cumple un
rol fundamental en la inhibicidon de la formacion de NETs por estimulos externos (38). De
cualquier manera nuestros resultados muestran que B. parapertussis inhibe la induccion de

NETs y que ésta inhibicion es independiente de la presencia del antigeno O.

En presencia de anticuerpos opsonizantes la fagocitosis, la liberacion de
componentes de los granulos al medio extracelular, la generacion de ROS y la actividad
bactericida de la célula inmune aumentan drasticamente. La fagocitosis de la bacteria a
través de receptores FcR produce un gran aumento en el porcentaje de bacterias
colocalizando con marcadores lisosomales, indicando una ruta intracelular bactericida. En
efecto, la presencia de opsoninas aumenta aproximadamente 10 veces la eficiencia de
eliminacion de B. parapertussis. La fagocitosis de la cepa opsonizada a través de Fcy
ademas determina la induccidon de apoptosis en neutréfilos, contribuyendo a la resolucion
del proceso infeccioso. Estos resultados coinciden con resultados in vivo, mencionados
anteriormente, que demuestran que tanto la presencia de anticuerpos especificos contra B.
parapertussis como los neutréfilos son necesarios para la eliminacion de la bacteria en
ratones (1), y sugieren que la presencia de anticuerpos en el sitio de infeccion es critica para

una eliminacion eficiente de este patogeno.

113



Bordetella parapertussis Capitulo 2

Los resultados presentados en este capitulo se suman a resultados previos en los que
se demuestran las diferentes funciones inmunoevasoras del antigeno O, y remarcan el rol
central de esta molécula en la patogenicidad de B. parapertussis. Ademas de proteger a la
bacteria del reconocimiento por anticuerpos inducidos por vacunacion o infeccion por B.
pertussis (4, 5) y evitar la activacion de complemento, el antigeno O evita la accion
bactericida de neutrofilos en huéspedes no inmunes. Estos resultados subrayan la necesidad
de considerar la inclusion de antigenos que induzcan la generacion de anticuerpos que

reconozcan a B. parapertussis en las vacunas contra la tos convulsa.
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3. Bordetella parapertussis sobrevive dentro de macrofagos. Posible

nicho de persistencia intracelular.

3.1 Introduccion

En los estudios mostrados en el capitulo anterior observamos que en ausencia de
anticuerpos opsonizantes B. parapertussis evade los mecanismos bactericidas del neutrofilo
y sobrevive en localizacién intracelular. El ingreso al neutrofilo a través de balsas lipidicas
favorece la sobrevida de B. parapertussis al evitar la biogénesis del fagolisosoma.
Diferentes patdogenos intracelulares interaccionan con balsas lipidicas y las retienen en sus
fagosomas previniendo la entrada en la via degradativa y evitando la accion bactericida de
las células inmunes. Tal es el caso de Mycobacterium spp., Brucella spp., y Legionella
pneumophila (1-7). La sobrevida por tiempos prolongados en localizacion intracelular
permite que estos patdgenos desarrollen infecciones cronicas, muchas veces subclinicas o
inclusive asintomaticas. Los mecanismos de inmunoevasion observados en B. parapertussis

sugieren que esta bacteria podria presentar un mecanismo de este tipo.

Esta evasion de la actividad bactericida del neutrofilo en individuos no inmunes
probablemente contribuya al desarrollo de la infeccion. Sin embargo, en el sitio de
infeccion B. parapertussis deberd enfrentar otros fagocitos profesionales como son los
macrofagos, el resultado de la interaccion con este tipo celular también sera clave para el
establecimiento de la infeccion. Los macrofagos son células bactericidas, aunque menos
agresivas que lo neutrofilos, y de vida media mas larga. En el pulmon los macrofagos
alveolares cumplen una funcidén primordial en la inmunidad del huésped, en virtud de su
alta capacidad fagocitica y su participacién en la presentacion antigénica. Sin embargo
varios patogenos intracelulares obligados y facultativos han desarrollado mecanismos
mediante los cuales sobreviven y establecen infecciones intracelulares prolongadas dentro
de estas células (8-10). Los macrofagos cumplen un rol fundamental como efectores de la
inmunidad innata y como moduladores de la inmunidad adaptativa en respuesta a
infecciones bacterianas. Por este motivo estas células son determinantes en el curso que
pueda tomar una infecciéon. Los microorganismos que tienen la capacidad de afectar el

funcionamiento normal de los macrofagos pueden indirectamente influenciar la respuesta
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inmune del hospedador (11). Por lo tanto, la infeccion intracelular en este tipo de células
puede contribuir a la colonizacion del huésped de varias formas; brindandole a la bacteria
un nicho protegido de agentes bactericidas que se encuentran en circulacién o componentes
del sistema inmune que actuan fuera de la célula, e influyendo en la generacion de la
repuesta adaptativa. En este contexto, en este capitulo, estudiamos la interaccion de B.
parapertussis con macréfagos humanos con el fin de evaluar su capacidad para limitar la
infeccion de B. parapertussis, o por el contrario, si pueden proporcionar un nicho de
persistencia para esta bacteria. Para ello utilizamos monocitos humanos primarios
diferenciados a macréfago que, segun se ha reportado, son un buen modelo de macrofagos
alveolares (12, 13), un tipo celular relevante en infecciones pulmonares. Aunque los
macrofagos alveolares no son generados a partir de monocitos circulantes (14), los
macrofagos diferenciados de monocitos presentan caracteristicas moleculares y fisiologicas

de gran similitud con este tipo celular.
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3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Para la realizacion de este estudio se emplearon las siguientes cepas. B.
parapertussis CN2591 (cepa salvaje) y una cepa mutante isogénica defectiva en la
expresion del antigeno O denominada CN2591Awbm (15, 16). Las bacterias fueron
cultivadas en placas de Agar Bordet Gengou (DIFCO Laboratories, USA), suplementada
con 15% v/v de sangre desfibrinada de carnero (ABGs), durante 24 hs a 37°C. Al cabo de

este tiempo se repico en una nueva placa ABGs y se cultivo a 37°C durante 20 hs.

3.2.2 Aislamiento de macrofagos

La sangre utilizada para la obtencion de macrofagos proviene de donantes
voluntarios sanos. Mediante gradiente de centrifugacion en Ficoll-Paque (GE Healthcare,
Uppsala, Sweden) segiin ha sido descrito previamente (17), se aislaron las células
mononucleares humanas de sangre periférica (PBMC). Estas fueron lavadas vy
resuspendidas en DMEM conteniendo 10% v/v de SFB La fraccion correspondiente a las
PBMC se encuentra enriquecida en monocitos y linfocitos. Para el aislamiento de los
monocitos, las células fueron colocadas en placas de 6 pocillos de 2 cm de diametro (5 x
10° células/pocillo) e incubadas durante 2 hs a 37°C en 5% CO,. Las células no adheridas
(linfocitos) fueron removidas mediante tres lavados con DMEM-SFB 10% v/v y los
monocitos adheridos fueron cultivados durante 6 dias en DMEM-SFB 10% v/v para
permitir la maduracion a macréfago. A este tiempo los macrofagos diferenciados (18), que
seran referidos como macrofagos a lo largo de este capitulo, fueron utilizados para realizar

los ensayos de infeccion.

3.2.3 Anticuerpos y sueros

Los siguientes anticuerpos fueron utilizados en este ensayo: anticuerpos policlonales
de conejo anti-Flotilina humana (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). Fragmentos
F(ab), de anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo conjugados con CY3 y fragmentos F(ab),
de anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo conjugados con FITC (ambos de Jackson

ImmunoResearch, West Grove, PA). Fragmentos F(ab), de anticuerpos de cabra anti-IgG
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de raton conjugados con CY3 y Fragmentos F(ab), de anticuerpos de cabra anti-IgG de
raton conjugados con FITC (ambos de Southern Biotechnology) También se empled la
fraccion IgG de un pool de sueros de pacientes con elevado titulo contra B. parapertussis,
segin se determind por ELISA (19), obtenida como se describe en Rodriguez et al. (20),
suero anti-B. parapertussis de conejo obtenido segun se describe en Hellwig et al. (21), y

suero anti-B. parapertussis de raton obtenidos segun se describe en (22).

3.2.4 Tratamiento de macrofagos con drogas desorganizadoras de balsas lipidicas

La desorganizacion de los dominios lipidicos se llevd a cabo mediante la incubacion
de los macrofagos con diferentes drogas que extraen o se adhieren al colesterol de
membrana. Para ello, previo a la infeccion, los macrofagos fueron incubados con 1, 3.5 o
10 mg/ml de metil-B-ciclodextrina (Sigma) durante 15 min a 37°C o con 8, 17.5 0 35 pg/ml
de nistatina (Sigma) durante 30 min a 37°C en medio DMEM suplementado con BSA
(0.2% p/v). En los ensayos que se utiliz6 metil-p-ciclodextrina, luego de la incubacion con
esta droga las células fueron lavadas e incubadas con medio de cultivo suplementado con
lovastatina (5 pg/ml) (Sigma) (DMEM-BSA-Lovastatina) la cual fue mantenida durante
todo el ensayo La lovastatina inhibe la sintesis de novo de colesterol impidiendo la
reposicion de colesterol en la membrana plasmatica. La viabilidad celular no fue afectada
por el tratamiento con estas drogas segiin se determiné mediante tincion vital con Trypan

Blue y recuento en camara de Neubauer.

3.2.5 Neutralizacion del pH vacuolar en macrofagos

La neutralizacion del pH vacuolar se llevo a cabo mediante la incubacion de los
macrofagos con bafilomicina Al (BAF), un inhibidor de las ATPasas vacuolares (v-
ATPasa). Para ello, 1 hora antes de la infeccion los macréfagos fueron incubados con una
solucion de BAF 100 nM. La BAF fue mantenida en el medio durante todo el tiempo del
ensayo. En experimentos control se determin6 el efecto de la BAF sobre la acidificacion
vacuolar mediante la incubacién de macrofagos tratados y sin tratar con la molécula acido
troéfica Lysotracker red DND-99. Luego del tratamiento con BAF no se encontraron
vesiculas marcadas con Lysotracker segin se determind por microscopia confocal,

indicando que la incubacion con BAF evita de manera eficiente la acidificacion vacuolar.
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La BAF no afect6 la viabilidad celular ni tampoco la viabilidad de las bacterias segiin se

determind por tincidn vital con Trypan Blue y recuento de UFC, respectivamente.

3.2.6 Cuantificacion de la adhesion y fagocitosis

La adhesion y fagocitosis de B. parapertussis fue determinada por la marcacion de
la bacteria con sondas fluorescentes y microscopia de fluorescencia. Para ello, los
macrofagos adheridos y diferenciados fueron infectados con una suspension de B.
parapertussis opsonizada con I1gG o sin opsonizar en DMEM-BSA 0.2% (MDI: 30). El
inocul6 bacteriano fue cuantificado mediante recuento de UFC en ABGs. Para facilitar la
interaccion de las bacterias con los macrofagos y sincronizar la infeccion, las células fueron
centrifugadas durante 5 min a 640 x g. Luego de 40 min de incubacion a 37°C con 5% CO,,
los macréfagos fueron lavados para eliminar las bacterias no adheridas y fijados con
paraformaldehido al 4% durante 10 minutos. Luego de la fijacion, los macrofagos se
lavaron con PBS y se incubaron con NH4Cl 50 mM durante 10 minutos a temperatura
ambiente. El numero de bacterias adheridas a la superficie del macrofago y aquellas
internalizadas fueron determinadas por doble marcacion fluorescente y microscopia de
fluorescencia. Para determinar el numero de bacterias extracelulares adheridas al
macrofago las células fueron incubadas con anticuerpos policlonales de conejo anti-B.
parapertussis (30 minutos a 4°C), seguido por la incubacion con fragmentos F(ab), de
anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo conjugados a CY3 (30 minutos a 4°C). Para
determinar el numero de bacterias intracelulares las células fueron lavadas vy
permeabilizadas mediante la incubacion con una soluciéon de saponina 0.1% y BSA 0.2%
(30 minutos a 4°C), seguido de la tincion de las bacterias por inmunofluorescencia
indirecta. Para ello las células fueron incubadas con anticuerpos policlonales de conejo
anti-B. parapertussis en PBS con saponina 0.1% y BSA 0.2% (30 minutos a 4°C), seguido
por la incubacidon con fragmentos F(ab) , de anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo
conjugados a FITC (30 minutos a 4°C) también en presencia de saponina 0.1% y BSA
0.2%. Luego del lavado con agua destilada para eliminar el exceso de sales, las muestras se
montaron sobre cubreobjetos. Las muestras fueron analizadas por microscopia de
fluorescencia utilizando un microscopio DMLB acoplado a una camara DC 100 (Leica

Microscopy Systems Ltd., Heerbrugg, Switzerland). El nimero de bacterias extracelulares
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(rojas y verdes) e intracelulares (verdes) se determind por observacion de al menos 100
células de cada condicion. Todos los experimentos se realizaron al menos tres veces por

triplicado.

3.2.7 Colocalizacidén con marcadores de transito intracelular

Los estudios de colocalizacion fueron realizados como ha sido descrito
anteriormente (18), con algunas modificaciones. Macréfagos incubados con las diferentes
cepas bacterianas durante 40 min a 37°C fueron lavados para remover bacterias no
adheridas y posteriormente incubados con 100 pg/ml de polimixina B durante 1 h a 37°C
para eliminar las bacterias que no fueron fagocitadas. Posteriormente la concentracion de
antibiotico fue reducida a 5 pg/ml, y se mantuvo durante el resto del ensayo. A las 2 0 48 hs
después de la infeccion algunos macréfagos fueron incubados con Lysotracker DND-99
200nM (Molecular Probes) (5 min a 37°C) previo a su fijacion y otros fueron fijados
directamente con paraformaldehido 4%. Aquellas células que fueron tefiidas con
Lysotracker fueron lavadas e incubadas durante 10 min con NH4CI 50 mM. Luego de lavar
con PBS las células fueron incubadas con PBS suplementado con saponina 0,1% p/v
(Sigma) y BSA (Sigma) 0.2% p/v durante 30 min a 25°C e incubadas con anticuerpos
policlonales de conejo anti-B. parapertussis (30 min a 25°C) en presencia de 0.1%
saponina y 0.2% BSA. Luego de tres lavados, los macréfagos fueron incubados con
fragmentos F(ab), de anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo conjugados con FITC (30
min a 25°C) en presencia de saponina 0.1% y BSA 0.2% ,. Aquellas células que no fueron
tefiidas con Lysotracker, luego de la fijacion, fueron lavadas e incubadas durante 10 min
con NH4Cl 50 mM. Luego de lavar con PBS las células fueron incubadas con PBS
suplementado con saponina 0.1% p/v (Sigma) y BSA (Sigma) 0.2% p/v durante 30 min.
Posteriormente las células fueron incubadas con anticuerpos policlonales de conejo anti-
flotilina y anticuerpos policlonales de raton anti-B. parapertussis (30 min a 25°C) en
presencia de 0.1% saponina y 0.2% BSA. Luego de tres lavados, los macréfagos fueron
incubados con fragmentos F(ab), de anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo conjugados
con FITC y fragmentos F(ab), de anticuerpos de cabra anti-IgG de raton conjugados con
FITC (30 min a 25°C) en presencia de 0.1% saponina y 0.2% BSA. Para evitar la union

inespecifica de los anticuerpos todas las incubaciones fueron realizadas en presencia de

126



Bordetella parapertussis Capitulo 3

25% v/v de suero humano inactivado por calor. Las muestras fueron analizadas por
microscopia confocal (Leica TCS SP5, Germany). El porcentaje de bacterias que
colocalizan con una marcador determinado fue calculado mediante la observacion de la

menos 50 fagosomas por donante.

3.2.8 Sobrevida intracelular: ensayo de proteccion a polimixina B

Los macrofagos fueron infectados con las distintas cepas de B. parapertussis segun
se describio en los ensayos de adhesion. El inoculo bacteriano fue cuantificado mediante
recuento de UFC en ABGs. Luego de 40 min de incubacion a 37°C con 5% CO,, los
macrofagos fueron lavados para eliminar las bacterias no adheridas. A este tiempo las
células fueron incubadas con sulfato de polimixina B (100 pg/ml) (Sigma) durante 1 h a
37°C, un antibidtico que no penetra en las células eucariotas (23). Posteriormente la
concentracion de antibiotico fue reducida a 5 pg/ml, la cual se mantuvo durante el resto del
ensayo. La polimixina B inactiva las bacterias extracelulares adheridas al macrofago y las
bacterias en suspension que no fueron eliminadas por los lavados. Experimentos control
demuestran que en presencia de polimixina B 5 pg/ml B. parapertussis no es capaz de
replicar o sobrevivir en el medio de cultivo. Paralelamente se determind el nimero de UFC
en los sobrenadantes de los cultivos celulares a diferentes tiempos posterior a la infeccion
no detectdndose bacterias viables en los tiempos ensayados (2 y 48 hs). A diferentes
tiempos post-infeccion (2 y 48 hs) la sobrevida de las bacterias en localizacion intracelular
fue determinada segln se detalla a continuacion. Luego de lavar para eliminar la polimixina
B los macréfagos fueron incubados durante 15 minutos a 37°C con PBS suplementado con
EDTA 5mM vy lidocaina 4 mg/ml para levantar las células de las placas de cultivo. Cada
muestra se divididé en dos alicuotas. Una de ellas se utilizd para determinar el nimero de
macrofagos viables mediante tincion con Trypan Blue y recuento en camara de Neubauer y
la otra fue incubada en agua destilada durante 10 min a 4°C para provocar la lisis osmotica
de la célula permitiendo la liberacion de las bacterias intracelulares. Posteriormente se
realizaron diluciones seriadas en agua destilada con saponina 0,1% p/v y se sembrd una
dilucién adecuada de cada muestra en ABGs para determinar el nimero de bacterias por
recuento de UFC. Paralelamente se determin6 el numero de bacterias fagocitadas a los 40

minutos para poder calcular el porcentaje de bacterias internalizadas que permanecieron
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viables durante 2 y 48 horas después de la fagocitosis. El nimero de bacterias fagocitadas

se determino por microscopia de fluorescencia segun se describid anteriormente.

En experimentos control se evaluo la actividad bactericida de la polimixina B. Para
ello, muestras de 5 x 10°® bacterias fueron incubadas con 1 ml de polimixina B (100 pg/ml)
durante 1 h a 37°C, lavadas y sembradas en ABGs. El tratamiento determind una
disminucién del 99,999% en la viabilidad bacteriana, segiin se determind por recuento de
UFC. Las diferentes cepas bacterianas utilizadas no mostraron diferencias significativas en
la sensibilidad a la polimixina B. En determinados experimentos, las bacterias fueron
opsonizadas con IgG humana (200 pg/ml) durante 30 min a 37°C previo a la incubacioén

con los macréfagos (MDI: 30).

3.2.9 Determinacion de bacterias intracelulares viables por FISH

La determinacion de la viabilidad bacteriana mediante esta técnica se basa en la
deteccion de secuencias ARN especificas que estdn presentes solo en microorganismos
viables. Las bacterias contienen un gran nimero de copias de ARN 16S ribosomal (rARN
16S) por célula que son degradadas rapidamente luego de morir y por lo tanto pueden ser
utilizadas para determinar el estado fisioldgico en que se encuentra un bacteria. En este
estudio utilizamos sondas de ADN complementarias al rARN 16S para la determinacion de
bacterias intracelulares viables. Para ello, luego de 40 min de infeccion los macréfagos
fueron lavados para eliminar las bacterias no adherida y fijados con paraformaldehido al
4% durante 10 minutos. La hibridacion con sondas de oligonucleo6tidos fluorescentes se
realizd segin e describe en (24). Se utilizaron las sondas de ADN BET42a (5'-
GCCTTCCCACTTCGTTT-3") 'y  EUB338 (5-GCTGCCTCCCGTAGGAGT-3")
conjugadas a Alexa 488 que reconocen el rRNA 16S de las bacterias pertenecientes a la
subclase de beta proteobacterias y eubacterias, respectivamente (25). Como control
negativo se utilizd una sonda complementaria a EUB338 conjugada a Alexa 488
denominada non-EUB338. Las sondas BET42a y EUB338 fueron utilizadas juntas para
aumentar la sensibilidad de deteccion. Las sondas se fueron preparadas en buffer de
hibridacion (0.9 M NaCl, 20 mM Tris/HCI, pH 7.4, 0.01% SDS y 35% formamida) en una
concentracion final de 10 nM. Luego de lavar los macrofagos con agua bidestilada y

filtrada, las células fueron incubadas con las sondas durante 1.5 hs a 46°C en camara
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humada saturada en el buffer de hibridacion. Posteriormente las células fueron lavadas con
buffer de lavado (80 mM NacCl, 20 mM Tris/HCI, pH 7.4, 0.01% SDS y 5 mM EDTA, pH
8) durante 30 minutos a 48°C. La marcacion de las bacterias totales (vivas y muertas) se
realizd mediante tincion de la bacteria con anticuerpos policlonales de conejo anti-B.
parapertussis (30 min a 4°C), seguido por la incubacion con fragmentos F(ab), de
anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo conjugados a CY3 (30 min a 4°C). Luego de un
lavado con PBS las células fueron lavadas con agua bidestilada filtrada y montadas sobre
un portaobjeto para la determinacion del nimero de bacterias viables mediante microscopia
confocal (Leica TCS SP5, Germany). En experimentos control con bacterias muertas por
incubacion con polimixina B se demostré que la marcacion con estas sondas no generan

senal detectable.

3.2.10 Estudios de adquisicion de transferrina humana

Estos estudios fueron realizados segun se ha descrito anteriormente (26) con
modificaciones menores. Macréfagos infectados fueron deplecionados de transferrina
mediante la incubacion con DMEM-BSA 1% p/v durante 1 h a 37°C. Posteriormente las
células fueron incubadas con 10 pg/ml de transferrina marcada con Alexa-594 (Molecular
Probes) durante 10 min a 4°C en medio DMEM con BSA 1% p/v para permitir la adhesion
de la transferrina. Las células fueron incubadas a 37°C durante 5 min para que la
transferrina sea internalizada y posteriormente lavadas con DMEM-BSA 1% p/v.
Finalmente los macrofagos incubados fueron durante 45 min a 37°C y fijados para ser
observados por microscopia confocal (Leica TCS SP5, Germany). El porcentaje de
bacterias que colocalizan con transferrina fue calculado mediante la observacion de la

menos 50 fagosomas en cada experimento.

3.2.11 Analisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron al menos por triplicado. Los resultados se
analizaron estadisticamente mediante el andlisis de varianza (ANOVA). Para la
comparacion de los valores obtenidos (medias) se utilizd el test de Menor Diferencia
Significativa (LSD) con un grado de significacion del 95% (P < 0.05). Los resultados se

muestran como el valor medio y la desviacion estandar (DE).
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3.3 Resultados

3.3.1 En ausencia de anticuerpos especificos B. parapertussis sobrevive a la interaccion con

macrofagos a través de un mecanismo que involucra al antigeno O

En primer lugar se realizd un ensayo para caracterizar la interaccion inicial de B.
parapertussis con macrofagos humanos evaluando la influencia de anticuerpos
opsonizantes en esta interaccion. Para ello macréfagos adheridos y diferenciados fueron
incubados durante 40 minutos con una suspension de B. parapertussis (MDI: 30)
opsonizada con anticuerpos especificos o sin opsonizar. Luego de varios lavados para
eliminar las bacterias no adheridas se determind el numero de bacterias asociadas por
macrofago. Para ello se empled la marcacion con anticuerpos fluorescentes y microscopia
de fluorescencia. En la Figura 1A se observa que la opsonizacion con anticuerpos
especificos aumenta significativamente el nimero de bacterias capturadas por los
macrofagos. Para determinar la proporcion de bacterias que fueron fagocitadas en cada
condicion se determind el nimero de bacterias intracelulares y extracelulares mediante
doble marcacion empleando anticuerpos especificos contra B. parapertussis y anticuerpos
conjugados con dos fluordforos diferentes. En la Figura 1B se observa que en ausencia de
anticuerpos opsonizantes el 54% de las bacterias asociadas fueron fagocitadas mientras que
en presencia de anticuerpos opsonizantes este porcentaje se incremento6 hasta un 80%. Estos
resultados indican que la opsonizacion aumenta la adhesion y los niveles de fagocitosis de

B. parapertussis por los macrofagos.
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Figura 1. Adhesion y fagocitosis de B. parapertussis por macréfagos humanos. (A)
Adhesion de B. parapertussis a macrofagos humanos. B. parapertussis no opsonizada
(Bpp) u opsonizada con IgG (IgG-Bpp) fueron incubadas con macréfagos humanos (MDI:
30) durante 40 min a 37°C, posteriormente las células fueron lavadas y fijadas. El numero
de bacterias por macroéfago fue determinado por inmunofluorescencia indirecta y
microscopia de fluorescencia. En la figura se muestran los valores medios + DE de al
menos tres experimentos independientes expresados como numero de bacterias asociadas
por macréfago. El nimero de bacterias no opsonizadas asociadas al macrdéfago difiere
significativamente del nimero de bacterias opsonizadas con IgG (P<0.05). Al menos 100
macrofagos fueron analizados por cada condicion. (B) Fagocitosis de B. parapertussis por
macrofagos humanos. B. parapertussis no opsonizada u opsonizada con IgG fueron
incubadas con macréfagos humanos (MDI: 30) durante 40 minutos a 37°C. Luego las
células fueron lavadas y fijadas, y el nimero de bacterias intracelulares y extracelulares
fueron determinadas por doble marcacion indirecta y microscopia de fluorescencia. Los
resultados se muestran como el porcentaje de bacterias internalizadas a los 40 minutos
después de la infeccion, respecto al nimero de bacterias totales asociadas por macrofago a
este mismo tiempo. Al menos 100 macréfagos fueron analizados por cada condicion. El
numero de bacterias intracelulares no opsonizadas difiere significativamente del nimero de
bacterias intracelulares de B. parapertussis opsonizada con IgG (P<0.05).

Como la fagocitosis no determina necesariamente la muerte bacteriana estudiamos
la capacidad de B. parapertussis de sobrevivir luego de ser fagocitada. Para ello
macrofagos adheridos y diferenciados fueron incubados con una suspension de B.
parapertussis opsonizada con anticuerpos especificos o sin opsonizar. Luego de 40 minutos
de incubacion los macréfagos fueron lavados extensivamente para eliminar las bacterias no
adheridas. A este tiempo post-infeccion se tomd una muestra para determinar el nimero de

bacterias fagocitadas mediante microscopia de fluorescencia. El resto de las células se
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incubaron con polimixina B (100 mg/ml) para inactivar las bacterias extracelulares
adheridas al macrofago y las bacterias en suspension que no habian sido eliminadas por los
lavados. A diferentes tiempos post-infeccion se determind el nimero de bacterias
intracelulares viables por macrofago mediante recuento de UFC y recuento de células en
camara de Neubauer. El porcentaje de sobrevida se calculé como el nimero de bacterias
que permanecieron viables dentro del macrofago a las 2 y 48 horas posterior a la infeccion
respecto al nimero de bacterias fagocitadas a los 40 minutos. En la Figura 2 se observa que
48 horas después de la infeccion, en ausencia de anticuerpos opsonizantes un porcentaje
significativo de bacterias permanecen vivas dentro del macréfago. La presencia de
anticuerpos especificos disminuy6é de manera significativa los niveles de sobrevida de B.
parapertussis 2 horas post-infeccion llegando a niveles indetectables a las 48 horas. Estos
resultados sugieren que el destino intracelular de la bacteria podria depender de la

interaccion inicial de la bacteria con receptores de la superficie celular del macrofago.
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Figura 2. Sobrevida intracelular de B. parapertussis en macrofagos humanos. 5.
parapertussis no opsonizada (Bpp), B. parapertussis opsonizada con IgG (IgG-Bpp) o un
mutante deficiente en la expresion del antigeno O (BppAwbm) fueron incubados con
macrofagos humanos (MDI: 30) durante 40 min a 37°C, lavados para eliminar las bacterias
no adheridas, y tratados con polimixina B para inactivar bacterias extracelulares. E1 nimero
de UFC fue determinado a diferentes tiempos. Los resultados se expresaron como el
porcentaje de bacterias vivas (UFC) por macréfago a un tiempo determinado, respecto al
numero de bacterias internalizadas a los 40 minutos después de la infeccion. Los datos
representan la media + DE de al menos tres experimentos independientes. El nimero de
bacterias B. parapertussis no opsonizadas viables a las 2 horas difiere significativamente
del nimero de bacterias deficientes en la expresion del antigeno O y del nimero de
bacterias opsonizadas viables a las 2 hs post-infeccion (P<0.05). 48 horas después de la
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infeccion se observa que solo la cepa salvaje permanece viable en localizacion intracelular
en ausencia de anticuerpos opsonizantes.

El antigeno O de otros patdgenos esta implicado en la evasion de via degradativa en
macrofagos (27-29). Segin se observo en el capitulo anterior, el antigeno O de B.
parapertussis esta involucrado en la evasion de los mecanismos bactericidas en neutrofilos.
En este estudio se evaluo el rol del antigeno O de B. parapertussis en la sobrevida
intracelular de la bacteria en macrofagos humanos utilizando un mutante deficiente en la
expresion del antigeno O. En la Figura 2 se observa que la falta de expresion del antigeno O
determina una rapida disminucién en los niveles de sobrevida de B. parapertussis. Dos dias
post-infeccion no se observaron bacterias viables en localizacion intracelular, sugiriendo
que el antigeno O juega un rol determinante en la evasion de los mecanismos bactericidas

del macrofago por B. parapertussis.

En el caso de otros patogenos se demostrd que las bacterias que permanecen viables
dentro de macréfagos, no infectan toda la poblacion sino que se encuentran en un pequefio
nimero de macrofagos en los que suelen replicar en localizacion intracelular. Estos
estudios mostraron la existencia de distintas poblaciones de macrofagos con diferentes
grados de permisividad para la sobrevida intracelular de las bacterias, un tipo que permite
la sobrevivida y multiplicacion bacteriana en localizacion intracelular y otro tipo que
elimina rdpidamente a microorganismos patogenos (30, 31). En este estudio se evalu6 la
distribucion de B. parapertussis en la poblacion de macréfagos y se determind la
proporcion de macrofagos infectados y el nimero de bacterias intracelulares que estos
contienen (carga bacteriana) a tiempos largos post-infeccion. Para ello 48 horas después de
la infeccion el numero de bacterias intracelulares y extracelulares por macrofago se
determind por doble marcacion y microscopia de fluorescencia. En la Figura 3 se observa
que 48 horas después de la infeccion aproximadamente un 14.2% de los macrofagos
contiene bacterias B. parapertussis cepa salvaje en localizacion intracelular y que una gran
proporcion de estos macréfagos (80%) contiene mas de 10 bacterias intracelulares por
célula. Por el contrario, la falta de expresion del antigeno O determina una eficiente

eliminacion de la bacteria, de tal manera que 48 horas después de la infeccion el 99.2% de
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los macrofagos han eliminado a la cepa deficiente en la expresion del antigeno O de B.

parapertussis (Fig. 3).
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Figura 3. Frecuencia de infeccion y carga bacteriana en macroéfagos humanos
infectados con B. parapertussis. Macrofagos incubados con B. parapertussis (Bpp) o con
un mutante deficiente en la expresion del antigeno O (BppAwbm) (MDI: 30) durante 40 min
a 37°C, fueron lavados e incubados con polimixina B para inactivar bacterias
extracelulares. Cuarenta y ocho horas después de la infeccion los macrofagos fueron fijados
y el nimero de bacterias intra y extracelulares se determiné por doble marcacion y
microscopia de fluorescencia. Los resultados representan la media + DE de al menos tres
experimentos independientes realizados por triplicado. Al menos 100 macrofagos fueron
analizados en cada tiempo determinado. El nimero de macréfagos conteniendo mas de 10
bacterias B. parapertussis cepa salvaje a las 48 horas después de la infeccion difiere
significativamente del nimero de macréfagos conteniendo la cepa deficiente en la
expresion del antigeno O a este tiempo (P<0.05).

Para evaluar la localizacion de las bacterias que se mantienen viables en
localizacion intracelular se realizd una marcacion de bacterias vivas mediante FISH
utilizando sondas especificas que reconocen solo aquellas bacterias que se encuentran
viables. Como control se realizo la marcacion de la totalidad de las bacterias intracelulares
(vivas y muertas) mediante inmunofluorescencia indirecta. El nimero de bacterias vivas y
totales se determind por microscopia de fluorescencia. En la Figura 4 se puede ver que 48
horas después de la infeccion con la cepa salvaje de B. parapertussis algunos macrofagos
contienen un gran numero de bacterias viables en localizacion intracelular.
Aproximadamente el 78% de las bacterias intracelulares se encuentran viables a este tiempo

demostrando que una proporcién significativa de macrofagos contiene bacterias vivas en
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localizacion intracelular durante tiempos prolongados después de la infeccion. De acuerdo
con los resultados obtenidos anteriormente no se encontraron bacterias viables en
macréfagos infectados con la cepa deficiente en antigeno O (Fig. 4) confirmando el rol

determinante de este antigeno en la sobrevida de B. parapertussis en macréfagos humanos.
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Figura 4. Evaluacion de la viabilidad de B. parapertussis en localizacion intracelular
mediante FISH. B. parapertussis (Bpp) o un mutante deficiente en la expresion del
antigeno O (BppAwbm) fueron incubados con macrofagos humanos (MDI: 30) durante 40
min a 37°C, lavados para eliminar las bacterias no adheridas y tratados con polimixina B
para inactivar bacterias extracelulares. A las 2 y 48 horas se tomaron muestras, las células
fueron fijadas y se determind el numero de bacterias vivas (FISH; verde) o totales
(inmunofluorescencia rojo) por macréfago mediante microscopia de fluorescencia. Al
menos 100 células fueron analizadas por condicion. (A) En la figura se muestran los
porcentajes de bacterias viables respecto a las bacterias totales a un tiempo determinado y
el nimero de bacterias vivas y muertas para cada tiempo. Los datos representan la media +
DE de al menos tres experimentos independientes. El niimero de bacterias viables de B.
parapertussis cepa salvaje a las 2 y 48 post-después de la infeccion difiere
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significativamente del nimero de bacterias viables deficientes en la expresion del antigeno
O a cada uno de los tiempos (P<0.05). (B) Imagen representativa de macrofagos 48 horas
post-infeccion, conteniendo B. parapertussis cepa salvaje, panel a, viable en localizacion
intracelular: panel b, bacterias totales. Imagen representativa de uno de tres experimentos.

3.3.2 B. parapertussis evade la via fagolisosomal y permanece viable en compartimientos

que no se acidifican

Los resultados anteriores sugieren que el antigeno O juega un rol importante en la
sobrevida intracelular de B. parapertussis en macrofagos humanos. Es posible que esto se
deba, como se ha observado en otros patégenos (27-29) y en éste mismo en su interaccion
con neutrdfilos, a que el antigeno O dirija el trafico intracelular de la bacteria por rutas no
bactericidas. Con el fin de evaluar esta posibilidad se realizaron estudios de colocalizacién
a diferentes tiempos post-infeccion con el marcador lisosomal, Lysotracker, que se
concentra en compartimientos acidos, la cepa salvaje de B. parapertussis y un mutante
deficiente en la expresion del antigeno O. Como puede observarse en la Figura 5, en
ausencia de anticuerpos opsonizantes aproximadamente el 65% de la cepa salvaje de B.
parapertussis se encuentra en compartimientos que no muestran signos de acidificacion 2
horas después de la infeccion. Por el contrario, en el caso de la cepa deficiente en la
expresion del antigeno O, un porcentaje significativamente mayor de bacterias se
encuentran en compartimientos acidos a este tiempo post-infeccion. Dos dias después de la
infeccion la diferencia en el transito intracelular de estas dos cepas queda en evidencia por
el porcentaje de colocalizacién con Lysotracker. Mientras que la cepa deficiente en la
expresion del antigeno O mostré una disminucion drastica del numero de bacterias
intracelulares y un 100% de colocalizacion con el marcador de compartimientos acidos,
aproximadamente un 73% de las bacterias cepa salvaje se encontr6 en compartimientos que
no muestran signos de acidificacion (Fig. 5). Estos resultados sugieren que en ausencia de
anticuerpos opsonizantes B. parapertussis inhibe la fusion fagolisosomal en un mecanismo
que depende del antigeno O. Esta ruta intracelular no bactericida puede ser modificada si la
bacteria es opsonizada con anticuerpos especificos y la interaccion con el macréfago ocurre
a través de los receptores Fcy. La Figura 5 muestra que en presencia de anticuerpos
opsonizantes B. parapertussis es transportada principalmente a compartimientos acidos y

48 horas después de la infeccion el ntiimero de bacterias intracelulares visibles ha
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disminuido y la totalidad de las bacterias se encuentran en compartimientos que han sido
acidificados. Estos resultados indican que los mecanismos mediados por el antigeno O que
llevan a la evasion de la fusion del fagosoma con lisosomas son suprimidos por la presencia

de anticuerpos opsonizantes.
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Figura 5. Colocalizacion de B. parapertussis con Lysotracker. B. parapertussis no
opsonizada (Bpp), B. parapertussis opsonizada con IgG (IgG-Bpp), o un mutante deficiente
en la expresion del antigeno O (BppAwbm) fueron incubados con macréfagos humanos
(MDI: 30) durante 40 min a 37°C, lavados extensivamente y tratados con polimixina B para
inactivar las bacterias extracelulares. A las 2 y 48 horas posterior a la infeccion los
macroéfagos fueron incubados con Lysotracker (LY SO) durante 5 min y fijados. Luego de la
tincion indirecta de las bacterias intracelulares las muestras fueron analizadas por
microscopia confocal. Al menos 50 fagosomas fueron analizados por cada condicion. (A)
Porcentaje de bacterias que no colocalizan con el marcador Lysotracker. Los datos
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representan la media = DE de al menos tres experimentos independientes. EI numero de
bacterias B. parapertussis cepa salvaje que no colocalizan con Lysotracker a las 2 y 48
horas post-infeccion difiere significativamente del nimero de bacterias deficientes en la
expresion del antigeno O y opsonizadas, que no colocalizan con este marcador a cada uno
de estos tiempos (P<0.05). (B) Imagenes representativas de macréfagos a las 2 y 48 horas
post-infeccion obtenidas por microscopia confocal.

Estos resultados conjuntamente con lo observado en la Figura 4 sugieren que la
viabilidad de B. parapertussis en localizacion intracelular depende en gran medida de
evadir el trafico a lisosomas. Entre los mecanismos bactericidas de los lisosomas se
encuentran diversas enzimas lisosomales, péptidos con actividad bacteriostatica/bactericida
y la acidificacion de estos compartimientos que funciona como disparador principal de los
mecanismos bactericidas del lisosoma y promueve la fusion fagolisosomal. Para evaluar la
importancia de la acidificacion e indirectamente la fusion fagolisosomal en la actividad
bactericida de los macrofagos contra B. parapertussis se utilizo el inhibidor especifico de
ATPasas vacuolares bafilomicina A1 (BAF) que bloquea el bombeo de protones hacia el
interior de los compartimientos que tienen ATPasa en su membrana y evita la acidificacion
en su interior. Los macrofagos fueron incubados con BAF previo a la infeccion. La droga
se mantuvo durante todo el tiempo que durd el experimento para evitar posibles
fluctuaciones de pH en los compartimientos lisosomales. El numero de bacterias
intracelulares viables fue determinado a las 2 y 48 horas posteriores a la infeccion por FISH
y microscopia de fluorescencia segin ha sido detallado anteriormente. En experimentos
control se observd que la bafilomicina Al no afecta la viabilidad de B. parapertussis ni la
de los macrofagos (datos no mostrados). La inhibicion de la acidificacion vacuolar inducida
por BAF se controld por observaciones microscopicas donde se pudo comprobar que no
hubo acumulacion del marcador acidotrofico Lysotracker en compartimientos intracelulares
en macrofagos tratados con esta droga (Fig. 6). Como se muestra en la Figura 6A el nimero
de bacterias viables en macrofagos tratados con BAF aument6 tanto a tiempos cortos como
a tiempos largos post-infeccion. Mientras que a las 2 horas se produjo un aumento de 3.1
veces en el nimero de bacterias intracelulares viables, a las 48 horas se observo un aumento
de 6.8 veces con respecto a los macrofagos sin tratar. Estos resultados indican que la

acidificacion del fagosoma es un mecanismo bactericida importante contra B. parapertussis
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y confirman la importancia de la inhibicidon de la fusion del fagosoma con compartimientos

4cidos en la sobrevida de esta bacteria en localizacién intracelular.
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Figura 6. Efecto de la inhibicion de la acidez vacuolar en la sobrevida intracelular de
B. parapertussis. (A) Macrofagos tratados o sin tratar con bafilomicina A1 (BAF) (100
nM) durante 30 minutos, fueron infectados con B. parapertussis cepa salvaje (MDI: 30)
durante 40 min a 37°C. Luego de tres lavados, los macrofagos fueron incubados con medio
suplementado con polimixina B para inactivar bacterias extracelulares. La BAF se mantuvo
en el sistema durante todo el ensayo. A las 2 o 48 horas posterior a la infeccion, los
macrofagos fueron fijados y el nimero de bacterias viables por macrofago fue determinado
por FISH para la marcacién de bacterias viables seguido del andlisis por microscopia
confocal. En la figura se muestran los valores medios + DE de al menos tres experimentos
independientes expresados como niimero de bacterias viables por macroéfago. Al menos 100
células fueron analizadas por condicion. El nimero de bacterias viables a las 2 y 48 horas
post-infeccion en macrdofagos tratados con BAF aumentd significativamente respecto al
numero de bacterias viables a las 2 y 48 horas en macrofagos sin tratar (P<0.05). (B)
Microscopia de fluorescencia de macrofagos sin tratar o tratados con BAF e incubados con
Lysotracker. En la figura se muestran imagenes representativas.

Para confirmar que las bacterias que evaden la fusion del fagosoma con lisosomas
son aquellas que permanecen viables en localizacion intracelular, se evalu6 la localizacion
intracelular de las bacterias vivas utilizando FISH para la marcacion de bacterias viables y
el marcador de compartimientos acidos Lysotracker. En la Figura 7 se puede observar que
48 horas post-infeccion las bacterias intracelulares viables no se encuentran en

compartimientos acidos.
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Figura 7. Localizacion intracelular de bacterias B. parapertussis viables. B.
parapertussis no opsonizada fue incubada con macréfagos humanos (MDI: 30) durante 40
min a 37°C. Luego de varios lavados los macrofagos fueron tratados con polimixina B para
inactivar las bacterias extracelulares. A las 48 horas los macréfagos fueron incubados con
Lysotracker (rojo), y las bacterias viables (verde) fueron marcadas por FISH con sondas
especificas. Al menos 50 fagosomas por muestra fueron analizados mediante microscopia
confocal. Las bacterias viables no colocalizan con el marcador acidotréfico Lysotracker,
segun se observa por la falta de superposicion de los marcadores fluorescentes. Se muestra
una imagen representativa de uno de tres experimentos independientes.

3.3.3 El antigeno O de B. parapertussis dirige la entrada a la célula por balsas lipidicas y

las retiene en su fagosoma

En estudios anteriores observamos que la interaccion de B. parapertussis con balsas
lipidicas de la membrana plasmatica de los neutrofilos favorece el transito intracelular no
degradativo y la sobrevida de la bacteria en localizacion intracelular. Asimismo
observamos que el antigeno O esta involucrado en esta interaccion. En este contexto, y en
vista de los resultados obtenidos, estudiamos si algo similar ocurre en la interaccién con
macrofagos. Para ello, previo a la infeccion los macréfagos fueron tratados con metil-f3-
ciclodextrina, un compuesto que extrae colesterol de la membrana plasmatica
desorganizando las balsas lipidicas, y lovastatina, un inhibidor de la sintesis de novo de
colesterol. La lovastatina se mantuvo durante todo el ensayo para evitar la reposicion de

colesterol por sintesis de novo. Luego de 40 minutos de infeccion las células fueron lavadas

142



Bordetella parapertussis Capitulo 3

para eliminar bacterias no adheridas y el nimero de bacterias intracelulares y extracelulares
fue determinado por doble marcacion y microscopia confocal. Dado que la extraccion de
colesterol de la membrana plasmatica altera su fluidez pudiendo modificar la permeabilidad
de la misma, se realizd un experimento control para descartar posibles perturbaciones en la
funcion fagocitica de los macrofagos tratados con metil-B-ciclodextrina. Para ello se
determinaron los niveles de fagocitosis de B. parapertussis opsonizada con anticuerpos
especificos en macrofagos tratados y sin tratar. En la Figura 8 se observa que el tratamiento
con metil-B-ciclodextrina no afecta la fagocitosis de B. parapertussis mediada por FcR,
confirmando que los dominios ricos en colesterol no estan involucrados en la fagocitosis de
B. parapertussis cuando esta es opsonizada y que la fagocitosis a través de sitios diferentes
de las balsas lipidicas no fue alterado por el tratamiento con esta droga. Sin embargo en
ausencia de anticuerpos la desorganizacién de los dominios ricos en colesterol determin6
una disminucion significativa en los niveles de fagocitosis de la cepa salvaje de B.
parapertussis pero no de la cepa defectiva en la expresion del antigeno O. Este resultado
sugiere que el antigeno O esta implicado en la interaccion de la bacteria con receptores
especificos de membrana ubicados en los dominios ricos en colesterol que median la
fagocitosis de la cepa salvaje de B. parapertussis. Resultados similares se obtuvieron con
nistatina (Fig. 8), que a diferencia de la metil-B-ciclodextrina se une al colesterol de la
membrana plasmatica sin extraerlo y por lo tanto no altera la integridad de la membrana.
Este resultado confirma que las balsas lipidicas son los sitios de interaccion de la cepa
salvaje. Cabe destacar que ninguna de estas drogas tiene efectos citotoxicos sobre los
macroéfagos segiin se pudo observar por marcacion con ioduro de propidio y citometria de

flujo.
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Figura 8. Efecto de drogas desorganizadoras de dominios lipidicos en la fagocitosis de
B. parapertussis por macréfagos humanos. Macrofagos sin tratar, o tratados con metil-3-
cyclodextrina o nistatina, fueron infectados con B. parapertussis no opsonizada (Bpp), B.
parapertussis opsonizada con I1gG (IgG-Bpp), o B. parapertussis mutante deficiente en la
expresion del antigeno O (BppAwbm) (MDI: 30) durante 40 min a 37°C. Luego de varios
lavados, los macrofagos fueron fijados y el niimero de bacterias intracelulares y
extracelulares se determind por doble marcacion y microscopia de fluorescencia. Al menos
100 células fueron analizadas por cada condicién. Los resultados se muestran como el
porcentaje de bacterias internalizadas a los 40 minutos post-infeccion, respecto al numero
de bacterias asociadas por macrdfago a este mismo tiempo. El nimero de bacterias B.
parapertussis cepa salvaje no opsonizadas fagocitadas en macrofagos tratados con metil-3-
cyclodextrina o nistatnina difiere significativamente del nimero de bacterias intracelulares
en macréfagos no tratados (P<0.05). La deplecion de colesterol o su bloqueo no afectan

significativamente los niveles de fagocitosis de la cepa mutante o de la cepa opsonizada con
IgG (P<0.05).

Para confirmar la interaccion de B. parapertussis con las balsas lipidicas y el rol del
antigeno O en esta interaccion se llevo a cabo un estudio que permitid determinar la
distribucion de balsas lipidicas en los macrofagos durante la fagocitosis de una cepa salvaje
de B. parapertussis o una cepa mutante deficiente en la expresion del antigeno O. Para ello
se utilizaron anticuerpos anti-flotilina humana como marcador de balsas lipidicas, marca
fluorescente sobre las bacterias y microscopia confocal. Se evalud la colocalizacion de la
bacteria y la flotilina a distintos tiempos post-infeccion. Como se observa en la Figura 9A,
dos horas después de la infeccion aproximadamente un 70% de las bacterias cepa salvaje se
encuentran colocalizando con zonas ricas en flotilina. Cuarenta y ocho horas después este
porcentaje no muestra cambios significativos indicando que B. parapertussis recluta balsas
lipidicas durante la fagocitosis y las retiene en el fagosoma durante el transito intracelular.

Mientras que la infeccion de macrofagos con la cepa salvaje de B. parapertussis indujo la
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relocalizacion de balsas lipidicas rodeando las bacterias internalizadas (Fig. 9B), en los
macrofagos infectados con la cepa mutante defectiva en la expresion del antigeno O los
depositos celulares de flotilina permanecieron distribuidos de una forma aleatoria entre la
superficie celular y los depositos intracelulares, en una disposicion similar a la encontrada
en macrofagos no infectados (Fig. 9B). Estos resultados confirman que el antigeno O media
la interaccidon de B. parapertussis con balsas lipidicas, y que B. parapertussis ingresa al
macrofago a través de estos dominios en ausencia de anticuerpos y los retiene en su
fagosoma, lo cual podria ser importante en el destino intracelular de la bacteria. Estos
resultados también demuestran que el antigeno O tiene un rol clave en el reclutamiento de

balsas lipidicas en el fagosoma.
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Figura 9. Colocalizacion de B. parapertussis con componentes de las balsas lipidicas.
Macréfagos incubados con B. parapertussis no opsonizada (Bpp) o con un mutante
deficiente en la expresion del antigeno O (BppAwbm) (MDI: 30) durante 40 min a 37°C
fueron lavados e incubados con polimixina B para inactivar bacterias extracelulares. A las 2
0 48 horas post-infeccion los macrofagos fueron fijados y permeabilizados previo a la
tincién con anticuerpos especificos contra flotilina (rojo) y contra B. parapertussis (verde).
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Al menos 50 fagosomas fueron analizados por muestra mediante microscopia confocal. (A)
En la figura se muestran los valores medios = DE de al menos tres experimentos
independientes expresados como porcentaje de colocalizacion de la bacteria con el
marcador de balsas lipidicas flotilina. El numero de bacterias de B. parapertussis cepa
salvaje difiere significativamente del numero de bacterias de la cepa mutante deficiente en
la expresion del antigeno O colocalizando con flotilina tanto a las 2 como a las 48 horas
post-infeccion (P<0.05). El porcentaje de colocalizacion de B. parapertussis cepa salvaje
no muestra diferencias significativas entre los tiempos ensayados (P<0.05). (B) En la figura
se muestran imagenes representativas de microscopia confocal de macréfagos infectados 48
horas post-infeccion. La colocalizacion se evidencia por la acumulacion del marcador para
flotilina (rojo) alrededor de la bacteria (verde). En la figura se muestran imagenes
representativas de al menos tres experimentos independientes.

3.3.4 B. parapertussis permanece en compartimientos con acceso a nutrientes

extracelulares

Estos resultados sugieren que los macrofagos podrian constituir un nicho de
persistencia de B. parapertussis. Para que esto sea posible B. parapertussis debe tener
acceso a nutrientes esenciales dentro del fagosoma. Este es un requisito para la sobrevida
intracelular por largos periodos de tiempo. Para evaluar si efectivamente ésta bacteria tiene
acceso a nutrientes transportados desde el exterior de la célula, 48 horas después de la
infeccion con B. parapertussis los macroéfagos fueron tratados con un pulso de transferrina
conjugada a Alexa 594. El complejo hierro-transferrina es internalizado por los macréfagos
por endocitosis a través de la union a receptores de transferrina localizados en la membrana
plasmatica. Luego de ser endocitado, el complejo hierro-transferrina-receptor se fusiona
con los endosomas tempranos. El cambio de pH ligeramente alcalino al pH levemente acido
del endosoma provoca un cambio en la estabilidad del complejo que ocasiona la
disociacion espontanea de los 4tomos de hierro y su liberacion dentro del endosoma. La
transferrina sin hierro es reciclada junto con su receptor nuevamente a la membrana
plasmatica evitando el contacto con compartimientos lisosomales. Los estudios de
colocalizacion con transferrina, por lo tanto, permiten determinar si la bacteria tiene acceso
a nutrientes a través de endosomas de reciclaje y aportan evidencia respecto a la naturaleza
del fagosoma en los cuales habita. La Figura 10 muestra que la cepa deficiente en la
expresion del antigeno O no colocaliza con la transferrina marcada. A este tiempo post-

infeccion la cepa mutante de B. parapertussis ha sido eliminada casi por completo y un
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numero muy pequeio de estas bacterias se puede encontrar dentro de algin macrofago,
pero ninguna de ellas se encontrd colocalizando con transferrina. Por otro lado, en la Figura
10 se puede observar que 48 horas después de la infeccion la cepa salvaje de B.
parapertussis colocaliza con transferrina exodgena, sugiriendo que la bacteria permanece en
fagosomas con caracteristicas de endosomas tempranos y tiene acceso a nutrientes

esenciales en localizacion intracelular.

Transferrina Transferrina

2h 48h

Figura 10. Colocalizacion de B. parapertussis con transferrina. Macrofagos infectados
con B. parapertussis durante 40 min a 37°C fueron lavados e incubados con polimixina B.
A las 2 y a las 48 hs post-infeccion los macrofagos fueron incubados con transferrina
conjugada a Alexa-594. Luego de 45 minutos de incubacion para permitir la internalizacion
y trafico de la transferrina, las células fueron fijadas y analizadas por microscopia confocal.
En la figura se observan bacterias asociadas a transferrina a las 2 y 48 horas después de la
infeccidbn. Se muestran imagenes representativas de al menos tres experimentos
independientes.

3.3.5 El establecimiento de infecciones intracelulares por B. parapertussis no tiene

consecuencias en la viabilidad del macréfago

Dado que nuestros resultados sugieren que B. parapertussis podria establecer un
nicho de persistencia en este tipo celular, decidimos evaluar si en la infeccion con esta
bacteria los macrofagos permanecen viables. Para ello, luego de la infeccion de los
macrofagos con las diferentes cepas bacterianas se determiné el porcentaje de macrofagos

viables mediante la tinciéon con ioduro de propidio, un agente intercalante que penetra en

148



Bordetella parapertussis Capitulo 3

las células que presentan la membrana dafiada y se une al ADN, y citometria de flujo.
Como puede observarse en la Figura 11 la infeccion de macrdéfagos con B. parapertussis no
determina una disminucidn significativa en la viabilidad del macréfago en los tiempos

ensayados.

100 - l
< 80 | Il s
3 Em2h
§ 60 1 024 h
0 048 h
£ 40 A
(O]
(@]

20

Sin infectar Bpp | BppAwbm |

Figura 11. Determinacion de la citotoxicidad de B. parapertussis sobre macrofagos
humanos. Macrofagos humanos sin infectar o infectados con B. parapertussis (Bpp) o con
una cepa mutante deficiente en la expresion del antigeno O (BppAwbm) fueron incubados a
37°C durante 40 minutos, lavados e incubados con polimixina B. A las 2, 24 y 48 horas
posteriores a la infeccion se determino la viabilidad celular mediante incubacidon con ioduro
de propidio y citometria de flujo. Los datos representan la media = DE de al menos tres
experimentos independientes. Aproximadamente un 90% de los macrdéfagos permanecieron
viables, no encontrandose diferencias significativas en los porcentajes de viabilidad a los
diferentes tiempos analizados, en las diferentes condiciones de ensayo (P<0.05).
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3.4 Discusion

Muchos patogenos de dificil erradicacion entre los que se encuentran
Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni y Streptococcus Grupo
A inicialmente considerados extracelulares presentan estadios intracelulares en su ciclo
infeccioso que segin ha sido demostrado cumplen un rol clave en el desarrollo de la
enfermedad, la evasion del sistema inmune, y la persistencia del patogeno en el hospedador
(32-35). Algunos de estos patogenos persisten dentro de células del hospedador y duplican
en localizacion intracelular estableciendo nichos de persistencia intracelular, mientras que
otros, como C. jejuni, aunque no duplican en localizacion intracelular, requieren de estadios

intracelulares necesarios para el establecimiento de infecciones persistentes.

B. parapertussis y B. pertussis han sido consideradas bacterias extracelulares desde
su descubrimiento. Estas bacterias son patdgenos estrictamente humanos que han persistido
a décadas de vacunacion. Estudios recientes de nuestro grupo demostraron que B. pertussis
es capaz de sobrevivir e incluso duplicar en localizacion intracelular y por lo tanto hoy es
considerada una bacteria intracelular facultativa (18). Algunos resultados publicados hace
unos afios parecen sugerir que B. parapertussis tendria nichos de persistencia no
identificados dentro del hospedador (36). Existe evidencia clinica que parece apoyar esta
hipotesis (37-41)

A pesar de que las vacunas actuales contra la tos convulsa estdn formuladas con
antigenos de B. pertussis comunes a ambas especies, varios estudios demuestran que estas
no inducen proteccion cruzada contra B. parapertussis (42-46). El antigeno O ubicado en la
porcion distal de la molécula de lipopolisacarido de B. parapertussis interfiere con el
reconocimiento de los anticuerpos inducidos por vacunacidon contra antigenos comunes a
ambas cepas (22, 44). El antigeno O ademas de evitar la opsonizacion de B. parapertussis
por anticuerpos vacunales (44) determina la interaccion no bactericida con neutrofilos
humanos (capitulo anterior) (47). B. parapertussis sobrevive a la interaccion innata con
neutrofilos al evitar diferentes mecanismos bactericidas de esta célula que eventualmente
permiten la sobrevida bacteriana en localizacion intracelular (47). Los neutrofilos
constituyen la primera linea de defensa frente a las infecciones bacterianas. Aquellas
bacterias que escapan al control de los neutréfilos se enfrentaran a otros tipos celulares que

integran la inmunidad celular innata como lo son los macrofagos. Estas células, aunque
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menos agresivas que los neutrofilos, presentan mecanismos bactericidas diferentes a los de
los neutréfilos cumpliendo un rol primordial en la respuesta innata contra patdgenos y
participando en la modulacion de la respuesta adaptativa. Sin embargo, muchos patdégenos
han desarrollado diversos mecanismos para evadir la actividad bactericida de los
macrofagos y establecer infecciones intracelulares persistentes (48-50) lo cual les provee un
nicho protegido que los aleja de los mecanismos bactericidas del sistema inmune del
hospedador, les permite propagar la infeccién hacia otras areas o células dentro del mismo
hospedador o a otros individuos, o repoblar el medio extracelular cuando las condiciones
del entorno sean favorables para su desarrollo. Ademas el establecimiento de infecciones

intracelulares en macrofagos puede influir en la respuesta inmune del hospedador (11).

En este capitulo investigamos el resultado de la interaccion de B. parapertussis con
macrofagos humanos y su posible relacion con el establecimiento de nichos de persistencia
que permitan el desarrollo de infecciones asintomaticas. En particular estudiamos la
sobrevida intracelular a diferentes tiempos post-infeccion, el trafico intracelular de la
bacteria, y la importancia de la presencia de anticuerpos opsonizantes en esta interaccion.
Nuestros resultados demuestran que en ausencia de anticuerpos opsonizantes B.
parapertussis sobrevive al encuentro con macrofagos y persiste en localizacion intracelular
por varios dias después de la infeccion. Este resultado es de particular importancia dado
que la mayoria de la poblacion carece de anticuerpos contra este patdgeno y por lo tanto
solo aquellas personas que fueron previamente infectadas con esta bacteria se encuentran

protegidas contra este tipo de infecciones.

A diferencia de lo que ocurre con los neutréfilos, observamos que los macrofagos
eliminan una gran proporcion de bacterias poco tiempo después de la fagocitosis, pero un
nimero significativo de bacterias permanece viable en localizacion intracelular. Para
determinar la localizacion intracelular de las bacterias vivas utilizamos una sonda
fluorescente especifica que detecta solo bacterias viables. Esta metodologia permitio
determinar la distribucion de bacterias vivas en la poblacion de macrofagos y las
caracteristicas de los compartimientos en los cuales permanecian durante la vida
intracelular. Como se mencion6é mas arriba, 2 dias después de la infeccion una elevada
proporcion de macrofagos ha eliminado las bacterias intracelulares pero un 14.2% de los

macroéfagos infectados contiene un gran ntimero de bacterias que permanecen viables en
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localizacion intracelular y se encuentran en compartimientos que no presentan
caracteristicas de maduracion fagolisosomal. Dado que el medio extracelular esta
suplementado con polimixina B y por lo tanto es bactericida, el gran nimero de bacterias
vivas en estos macrofagos no puede explicarse por la captura de bacterias extracelulares
vivas. Estos resultados son compatibles entonces con la replicacion intracelular en una
subpoblacion de macrofagos. Esta situacion puede ser explicada si asumimos que durante la
diferenciacion a macrofagos o como consecuencia de la interaccion con B. parapertussis
podria inducirse la aparicion de diferentes fenotipos (51, 52), algunos mas permisivos para
el establecimiento de infecciones y otros no tanto (52). La sobrevida intracelular y la
eventual replicacion dentro de la célula dependerd de la capacidad de evadir la via
degradativa y de obtener nutrientes esenciales desde dentro de la célula. En este estudio
observamos que 48 horas después de la infeccion B. parapertussis adquiere transferrina
exdgena dentro del fagosoma lo cual sugiere que esta bacteria permanece en
compartimientos con caracteristicas de endosoma temprano y con acceso a nutrientes

esenciales a través de la via de reciclaje de la célula hospedadora.

Como ocurre en el caso de otros patdogenos que expresan antigeno O, en este estudio
ha quedado demostrado que el antigeno O de B. parapertussis cumple un rol determinante
en la sobrevida intracelular de ésta bacteria en macr6fagos humanos. La falta de expresion
del antigeno O determina la eliminacion de la bacteria dentro de las 2 horas post-
fagocitosis. Estudios previos demuestran que el antigeno O de diferentes patdégenos esta
involucrado en la evasion de via degradativa. La interaccion del antigeno O con las balsas
lipidicas y el reclutamiento de las mismas en el fagosoma determina que éste no entre en la
via degradativa (27, 53). En el capitulo anterior demostramos que B. parapertussis
interacciona con las balsas lipidicas de los neutréfilos a través del antigeno O favoreciendo
la sobrevida de la bacteria en este tipo celular. En este capitulo observamos que algo similar
ocurre durante la interaccion con macrofagos. La cepa salvaje de B. parapertussis, pero no
la defectiva en el antigeno O, ingresa al macréfago a través de las balsas lipidicas. La
ausencia del antigeno O determina que B. parapertussis ingrese al macréfago por una via
en la que no participan las balsas lipidicas y los fagosomas formados se fusionen
rapidamente con los lisosomas de la célula hospedadora. La interaccion de la cepa salvaje

con la célula hospedadora a través de las balsas lipidicas con intervencion del antigeno O se
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confirmé empleando agentes disruptores de balsas lipidicas como la metil-B-ciclodextrina y
drogas que inhiben la interaccion con el colesterol de la membrana como es la nistatina. La
fagocitosis de la cepa salvaje, pero no la de la cepa deficiente en la expresion del antigeno
O, disminuyd de manera significativa luego del tratamiento de los macréfagos con estas
drogas. Los estudios de colocalizacion mostraron que a los 2 dias post-infeccion los
fagosomas conteniendo la cepa salvaje de B. parapertussis estaban aun enriquecidos en
balsas lipidicas. El porcentaje de bacterias asociadas a balsas lipidicas 48 horas después de
la infeccion es similar al porcentaje de bacterias vivas que se encuentran en
compartimientos que no se fusionaron con lisosomas a ese mismo tiempo post-infeccion,
sugiriendo una asociacion entre la sobrevida intracelular y el reclutamiento de balsas
lipidicas en el fagosoma. La naturaleza molecular de la interaccion entre el antigeno O y las
balsas lipidicas aun estd en estudio. Los resultados hasta aqui presentados sugieren que el
colesterol podria estar involucrado en esta interaccion dado que la nistatina, una droga que
interfiere con la union al colesterol, disminuye la asociacion de B. parapertussis a los
macrofagos. Sin embargo, no podemos descartar que el antigeno O interaccione con otras
moléculas que se encuentran incluidas dentro de las balsas lipidicas. Por ejemplo, la
molécula GM1 que participa en esta interaccion en el caso de otros patdogenos (27, 54), o el
receptor CR3 que interactia con la principal adhesina del género Bordetella, FHA, no

pueden ser excluidos.

Los resultados presentados en este capitulo sugieren que B. parapertussis se
comporta como un microorganismo intracelular facultativo, capaz de permanecer viable en
localizacion intracelular, lo cual podria explicar las caracteristicas tan particulares de la
epidemiologia de este patdgeno estrictamente humano, sin reservorio conocido por fuera
del hombre y que ha persistido por décadas en circulacion. Estos resultados sugieren
ademas que los macrofagos podrian ser un nicho, temporal o prolongado, de persistencia
dentro del hospedador contribuyendo a la patogenicidad de esta bacteria y a la
epidemiologia de la enfermedad. En cualquier caso segtn los resultados mostrados en este
capitulo y el capitulo anterior queda claro que las principales lineas de defensa de la
inmunidad innata no contribuyen significativamente en el control de este patogeno. El
antigeno O tiene un papel determinante en esta situacion. Esta molécula articula una

defensa que logra evadir las funciones bactericidas de la célula inmune permitiéndole a la
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bacteria permanecer viable en localizacion intracelular. Esto parece estar relacionado con el
reclutamiento de balsas lipidicas en el fagosoma que permite la evasion de la via
degradativa. La presencia de anticuerpos opsonizantes es critica para la induccion de
actividad celular bactericida en neutréfilos y macréfagos contra esta bacteria, asi como para
evitar el eventual establecimiento de infecciones intracelulares y nichos de persistencia.
Dado que las vacunas actuales no inducen anticuerpos que reconozcan a B. parapertussis,
el control de la tos convulsa dependerd de la formulacion de una nueva generacion de
vacunas contra esta enfermedad que genere una respuesta inmune efectiva también contra

B. parapertussis.
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4. Bordetella parapertussis sobrevive en células del epitelio

respiratorio.

4.1 Introduccidon

Los resultados presentados en este trabajo demuestran que B. parapertussis tiene la
capacidad de sobrevivir por periodos de tiempo prolongados en localizacion intracelular en
células del sistema inmune, cuya funcion principal es la eliminacién de patdgenos. Aunque
muchos patégenos establecen infecciones persistentes en este tipo de células, un tipo
celular ampliamente relacionado con la persistencia de patégenos dentro del hospedador
son las células del epitelio respiratorio. Si bien las células epiteliales funcionan como una
barrera anatomica para los patdgenos y cumplen funciones inmunes orientadas al control de
infecciones mediante la generacion de respuestas inflamatorias e inmunomodulatorias (1-
4), no son células especializadas en la eliminacion de patdgenos y por lo tanto la sobrevida
bacteriana se ve favorecida en el entorno intracelular. Diferentes patdogenos entre los que se
encuentran B. pertussis (5, 6), Mycoplasma pneumoniae (7), Burkholderia cepacia (8),
Haemophilus influenza (9), Mycobacteruim tuberculosis (10), Francisella tularensis (11)y
Bacillus anthracis (12) que ingresan al organismo a través de las via aéreas se adhieren e
invaden células del epitelio respiratorio y sobreviven en localizacion intracelular por
periodos variables. La mayoria de estos microorganismos establecen nichos replicativos
dentro de la célula epitelial. Otros, aunque no replican en localizacion intracelular,
dependen de periodos intracelulares para establecer infecciones persistentes. Existe
evidencia que hace suponer que el epitelio respiratorio podria constituir un reservorio para
Bordetella (13). A pesar de la relevancia que tendria la existencia de un estadio intracelular
en este tipo de células en la patogénesis de esta bacteria, pocos estudios han abordado esta
temadtica y en particular es muy poco lo que se conoce de la interaccion de B. parapertussis

con células del epitelio respiratorio

En este capitulo investigamos esta interaccion y para ello elegimos una linea celular
derivada del epitelio bronquial superficial de un humano sano (16HBE14o0-), establecida

mediante transfeccion con el genoma del SV40 defectuoso en el origen de replicacion (14).
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Estas células tienen la particularidad de que han retenido ciertas caracteristicas de las
células primarias diferenciadas que le dieron origen, entre las que se destacan el
crecimiento polarizado, el establecimiento de uniones estrechas entre células y la
direccionalidad del flujo i6nico (14). El crecimiento polarizado determina la existencia de
una membrana basolateral y una membrana apical, cada una con un determinado arreglo de
receptores en su superficie. Los patégenos interaccionan de manera diferente con la
membrana apical y la basolateral lo que determina diferentes capacidades de invasion (15,
16) y por lo tanto, el crecimiento polarizado es un aspecto a considerar en el estudio de la
interaccion de patdgenos con células del epitelio respiratorio. El cultivo de otras lineas
celulares que se han empleado en los pocos estudios previos relacionados con ésta y otras
especies del género Bordetella no muestran un crecimiento de este tipo, por ejemplo A549
(17), NCI-H292 (17), HeLa (18). La importancia de la polarizacion en estudios de este tipo
radica fundamentalmente en las posibilidades de extrapolar los resultados obtenidos in vitro

a la situacion in vivo.
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4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

En este estudio se utilizé la cepa salvaje de B. parapertussis CN2591 y la cepa
mutante defectiva en la expresion del antigeno O denominado CN2591Awbm (isogénica de
B. parapertussis CN2591) (19, 20), la cepa salvaje de B. pertussis Tohama I, un mutante
defectiva en la expresion de la CyaA (21) y un mutante defectiva en la expresion de la PTx
(Bp357) (22) ambos derivados de Tohama I. Las bacterias fueron cultivadas en placas de
Agar Bordet Gengou (DIFCO Laboratories, USA), suplementada con 15 % v/v de sangre
desfibrinada de carnero (ABGs), durante 24 hs a 37°C. Al cabo de este tiempo se repicd en
una nueva placa ABGs y se cultivo a 37°C durante 20 hs. En determinados ensayos la cepa
salvaje de B. parapertussis se cultivo en ABGs con el agregado de 50 mM MgSOy4 para

modular su crecimiento hacia una fase avirulenta (23, 24).

4.2.2. Células y condiciones de cultivo

Los ensayos de infeccion se llevaron a cabo utilizando la linea celular 16HBE140-
derivada de células epiteliales bronquiales normales inmortalizadas por transfeccion con el
genoma del virus SV40 defectivo en el origen de replicacion (Cedidas gentilmente por el
Dr Dieter Gruenert, Universidad de San Francisco, California a través del Dr. Pablo Baldi,
IDEHU, UBA) (14). Las células 16HBE140- fueron cultivadas en botellas tratadas con
fibronectina/colageno/seroalbumina bovina (BSA) en medio MEM (minimal essential
medium) suplementado con 10% v/v de suero fetal bovino (SFB) a 37°C, 5% de CO,y
100% de humedad. Cuando el cultivo alcanzo un 80% de confluencia, las células fueron
removidas con tripsina (0.25% v/v)-EDTA (0.1% p/v) (5§ min a 37°C) y cultivadas en
placas de 24 pocillos previamente tratadas con fibronectina/colageno/BSA en una
concentraciéon de 2 x 10° células por pocillo. En determinados experimentos se colocé en
cada pocillo un cubreobjetos circular de vidrio de 12 mm de diametro tratado con
fibronectina/colageno/BSA. El estado del cultivo se monitore6 por observacion
microscopica periddica y recuento de células viables mediante tincion con Trypan Blue en

pocillos elegidos al azar.
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En determinados estudios se utilizaron neutrofilos aislados de sangre humana
heparinizada utilizando gradientes de centrifugacion Ficoll-Histopaque (Sigma, St. Louis,
MO, USA), seglin se describié en el punto 2.2.2. Previo a la realizacion de los ensayos
funcionales, los neutréfilos fueron lavados dos veces con DMEM suplementado con 0.2%
p/v de BSA (Sigma), resuspendidos y utilizados inmediatamente. En determinados
experimentos los neutrofilos fueron incubados con el medio sobrenadante de células

16HBE140- sin infectar o infectadas con las diferentes cepas bacterianas.

4.2.3 Anticuerpos y sueros

Los siguientes anticuerpos fueron utilizados en este ensayo: fragmentos F(ab), de
anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo conjugados con CY3 y fragmentos F(ab), de
anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo conjugados con FITC (ambos de Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA). También se empled la fraccion IgG de un pool de
sueros humanos de pacientes con elevado titulo contra B. parapertussis, segin se determind
por ELISA (25), obtenida como se describe en Rodriguez et al. (26), suero de conejo anti-
B. parapertussis obtenido segin se describe en Hellwig ef al. (27), y suero de raton anti-B.
parapertussis obtenidos segin se describe en Zhang et al (28). Estos sueros presentan

elevado titulo contra B. parapertussis, segiin se determiné por ELISA (25).

4.2.4. Ensayos de adhesion e invasion

La adhesion e invasion de las células 16HBE14o0- por B. parapertussis se evalud por
microscopia de fluorescencia. Para ello, aproximadamente 2 x 10° células fueron colocadas
en cada pocillo en placas de 24 pocillos e incubadas durante 24 horas previo a la infeccion
a 37°C y con 5% CO; en medio MEM suplementado con SFB 10 % v/v. Las bacterias
fueron incubadas con las células a una multiplicidad de infeccion (MDI) de 100, 10 o 1
durante 4 o 24 horas. El inéculo bacteriano fue controlado mediante recuento de UFC en
ABGs. Luego de lavar para remover las bacterias no adheridas, las células fueron fijadas
con paraformaldehido al 4% (10 min a 4°C), lavadas con PBS e incubadas con NH4CL 50
mM (10 minutos a 25°C). El numero de bacterias adheridas a la superficie de la célula y
aquellas internalizadas fueron discriminadas por doble marcacion fluorescente vy

microscopia de fluorescencia. Para determinar el nimero de bacterias adheridas, las células
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fueron incubadas con anticuerpos policlonales de conejo anti-B. parapertussis (30 min a
4°C), seguido por la incubacion con fragmentos F(ab), de anticuerpos de cabra anti-IgG de
conejo conjugados con CY3 (30 min a 4°C). Para determinar el nimero de bacterias
intracelulares las células fueron lavadas y permeabilizadas mediante la incubacion con una
solucion de saponina 0.1% (Sigma) y BSA (Sigma) 0.2% (30 minutos a temperatura
ambiente), seguido de la tincién de las bacterias por inmunofluorescencia indirecta. Para
ello las células fueron incubadas con anticuerpos policlonales de conejo anti-B.
parapertussis (30 min a 25°C), seguido por la incubacion con fragmentos F(ab), de
anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo conjugados con FITC (30 min a 25°C) todo en
presencia de saponina 0.1% y BSA 0.2%. Luego del lavado con agua destilada para
eliminar el exceso de sales, las muestras se montaron sobre cubreobjetos y fueron
analizadas por microscopia de fluorescencia utilizando un microscopio DMLB acoplado a
una camara DC 100 (Leica Microscopy Systems Ltd., Heerbrugg, Switzerland). El nimero
de bacterias extracelulares (rojas y verdes) e intracelulares (verdes) se determind por
observacion de al menos 100 células en cada condicion. Todos los experimentos se

realizaron al menos por triplicado.

4.2.5 Sobrevida intracelular: ensayo de proteccion con polimixina B

Células 16HBEI14o0- fueron infectadas con B. parapertussis (MDI: 10) segun se
describi6 en los ensayos de adhesion. El inoculo bacteriano fue controlado mediante
recuento de UFC en ABGs. Luego de 4 horas de incubacion a 37°C con 5% CO,, las
células fueron lavadas para eliminar las bacterias no adheridas e incubadas con polimixina
B (100 pg/ml) (Sigma) durante 1 h a 37°C, un antibidtico que no penetra en las células
eucariotas (29). Posteriormente la concentracion de antibiotico fue reducida a 5 pg/ml, la
cual se mantuvo durante el resto del ensayo. La polimixina B inactiva las bacterias
extracelulares adheridas a la célula y las bacterias en suspension que no fueron eliminadas
por los lavados. Experimentos control demuestran que en presencia de polimixina B 5
ug/ml B. parapertussis no es capaz de replicar o sobrevivir en el medio de cultivo. Seglin se
determino por recuento de UFC, a esta concentracion de antibidtico no se detectan bacterias
viables en los sobrenadantes de los cultivos celulares a los diferentes tiempos post-

infeccion evaluados (6, 24, 48 y 72 horas). A diferentes tiempos post-infeccion las células
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fueron lavadas con PBS para eliminar el antibidtico y la sobrevida intracelular de B.
parapertussis se determind como se describe a continuacion. Las células fueron levantadas
por tratamiento con tripsina (0.25% v/v)-EDTA (0.1% p/v) (5 minutos a 37°C) y cada
muestra se dividié en dos alicuotas. Una de ellas se utilizd para determinar el numero de
células viables mediante tincién con Trypan Blue y recuento en camara de Neubauer y la
otra fue incubada en agua destilada durante 10 min a 4°C para provocar la lisis osmdtica de
la célula permitiendo la liberacion de las bacterias intracelulares. Posteriormente se
realizaron diluciones seriadas en agua destilada con saponina 0.1% p/v, y finalmente fueron
sembradas en placas conteniendo ABGs para determinar el numero de bacterias por
recuento de UFC. Los resultados se expresaron con el niumero de bacterias viables por
célula a un determinado tiempo respecto al nimero de células intracelulares viables a las 6
horas post-infeccion. En determinados ensayos luego del tratamiento con polimixina B 100
pg/ml, las células fueron incubadas con medio libre de antibidtico. A diferentes tiempos
post-infeccion (6, 24, 48 y 72 horas), las células fueron lavadas, incubadas con polimixina
B 100 pg/ml (1 hora a 37°C) para eliminar posibles bacterias extracelulares, y el nimero de

bacterias vivas en localizacion intracelular se determin6 como se describid anteriormente.

En experimentos control se evalu6 la actividad bactericida de la polimixina B. Para
ello, muestras de 5 x 10® bacterias fueron incubadas con 1 ml de polimixina B (100 pg/ml)
durante 1 h a 37°C, lavadas y sembradas en ABGs. El tratamiento produjo una disminucioén
del 99,999% en la viabilidad bacteriana, segiin se determind por recuento de UFC. Las
diferentes bacterias utilizadas no mostraron diferencias significativas en la sensibilidad a la

polimixina B.

4.2.6 Repoblacion del medio extracelular

Células 16HBE14o0- fueron infectadas con B. parapertussis (MDI: 10) segun se
describi6 en los ensayos de adhesion. En determinados experimentos las células fueron
tratadas con citocalasina D 200 ng/ml (Sigma) 1 hora previo a la infeccion para inhibir la
internalizacion de las bacterias (30). Luego de 4 horas de infeccion a 37°C con 5% CO», las
células fueron lavadas para eliminar las bacterias no adheridas e incubadas con polimixina
B (100 pg/ml) (Sigma) durante 1 h a 37°C. Posteriormente las células fueron incubadas en

medio fresco sin suplementar o suplementado con polimixina B 5 pg/ml, la cual se
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mantuvo durante el resto del ensayo. Como se describié anteriormente, a esta concentracion
de antibiotico la bacteria no es capaz de replicar o sobrevivir en el medio de cultivo. A
diferentes tiempos post-infeccion el nimero de bacterias extracelulares presentes en el
sobrenadante de las células infectadas se determind por recuento de UFC. Para ello se

realizaron diluciones seriadas del sobrenadante de las células infectadas y se sembraron en

placas de ABG.

4.2.7 Determinacion de citoquinas en el sobrenadante de células 16HBE14o0-.

Células 16HBE14o0- cultivadas como se describid anteriormente, fueron infectadas
con B. parapertussis (MDI: 10) durante 4 horas a 37°C. Luego de lavar para eliminar las
bacterias extracelulares, las células fueron incubadas en medio suplementado con
polimixina B (100 pg/ml) (Sigma) durante 1 h a 37°C y posteriormente la concentracion de
antibiotico fue reducida a 5 pg/ml, la cual se mantuvo durante el resto del ensayo. A las 24
horas post-infeccion el sobrenadante de los cultivos se centrifugd a 13000 x g durante 7
minutos, y luego se filtro utilizando filtros de baja adhesion con poro de 0.2 pm de
didmetro para eliminar las bacterias remanentes. Los medios sobrenadantes se separaron en
alicuotas y se guardaron a -70°C hasta su utilizacion. La determinacion de los niveles de
IL-8 en el medio sobrenadante se realizo utilizando un ELISA sandwich para la deteccion
de IL-8 de acuerdo a las especificaciones del productor (CLB, Amsterdam, The
Netherlands). Estos mismos sobrenadantes fueron utilizados en los ensayos de formacion

de NETs segtn se detalla mas adelante. .

4.2.8 Evaluacion de la citotoxicidad de B. parapertussis

La viabilidad celular de células 16HBE140- fue evaluada como se detalla a
continuacion. Células 16HBE140- fueron infectadas con las respectivas bacterias a una
MDI de 10, durante 4 horas a 37°C. Luego las células fueron incubadas en medio
suplementado con polimixina B (100 pg/ml) (Sigma) durante 1 h a 37°C para eliminar
bacterias extracelulares. Posteriormente las células fueron incubadas en medio fresco sin
suplementar o suplementado con polimixina B 5 pg/ml, condiciéon que se mantuvo durante
el resto del ensayo. A diferentes tiempos post-infeccion (6, 24, 48, 72 horas), las células

fueron despegadas del soporte por tratamiento con tripsina (0.25% v/v)-EDTA (0.1% p/v)
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(5 min a 37°C) y el nimero de células vivas o muertas fue determinado mediante la
incubacion de las células con SYTO 9 (6 uM) y Toduro de propidio (12 uM), y analizadas
por microscopia de fluorescencia. Ambos compuestos funcionan como agentes
intercalantes de ADN. Estos compuestos difieren en los espectros de excitacion-emision y
en la penetrabilidad de la membrana. EI SYTO 9 es una molécula que penetra tanto en
células con la membrana intacta como aquellas con la membrana dafnada, y por lo tanto tifie
la totalidad de las células, y su espectro de emision se encuentra dentro del verde. El ioduro
de propidio, que no penetra en células con la membrana intacta, tifie solo aquellas células
en las cuales la membrana plasmatica se encuentra dafiada y emite dentro del rojo. El
solapamiento entre los espectros de emision de SYTO 9 y el de excitacion del ioduro de
propidio determinan que aquellas células con la membrana dafiada en la cual han ingresado
ambos compuestos, solo se emita en el rojo. Por lo tanto la utilizacion de estos compuestos

en conjunto permiten diferenciar células vivas (verdes) de muertas (rojas).

4.2.9 Induccién de la formacion de NETs en neutrofilos

Neutrofilos humanos recién aislados fueron resuspendidos con el medio
sobrenadante de células 16HBE140- infectadas con las diferentes cepas bacterianas
obtenidos segin se detallé anteriormente (punto 4.2.7). Los neutréfilos (1 x 10° células/ml)
fueron incubados en placas de 24 pocillos conteniendo cubreobjetos de 12 mm, a 37°C y
con 5% CO,. A las 4 horas, post-incubacién las células fueron fijadas por tratamiento con
paraformaldehido y la formacion de NETs se determind mediante la marcacion del ADN
con ioduro de propidio y microscopia de fluorescencia utilizando un microscopio DMLB
acoplado a una camara DC 100 (Leica Microscopy Systems Ltd., Heerbrugg, Switzerland).
El nimero de neutrofilos que formaron NETs se determind por observacion de al menos
100 células en cada condicion. Todos los experimentos se realizaron al menos tres veces
por duplicado. En determinados experimentos, los neutréfilos fueron infectados durante 30
minutos con las diferentes cepas bacterianas, previo al tratamiento con los diferentes

medios sobrenadantes.
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4.2.10 Analisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron al menos por triplicado. Los resultados se
analizaron estadisticamente mediante el andlisis de varianza (ANOVA). Para la
comparacion de los valores obtenidos (medias) se utilizd el test de Menor Diferencia
Significativa (LSD) con un grado de significacion del 95% (P < 0.05). Los resultados se

muestran como el valor medio y la desviacion estandar (DE).
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4.3 Resultados

4.3.1 B. parapertussis invade células I6HBE140-y sobrevive en localizacion intracelular

Monocapas de la linea celular 16HBE140- fueron infectadas con B. parapertussis
con una multiplicidad de infeccion de 100 bacterias por célula durante 24 horas. Esta
condicion se selecciond teniendo en cuenta estudios previos en los que se emplearon
células de linea A549. Sin embargo, se observd que en estas condiciones de ensayo sélo un
pequeiio porcentaje de células 16HBEI140- permanecen viables a las 24 horas post-
infeccion, segun se determind por tincion con Trypan Blue (Fig. 1A). Con motivo de
reducir los efectos citotoxicos sobre las células epiteliales la infeccion se llevd a cabo
utilizando multiplicidades de infeccion menores (MDI: 10 o 1). A pesar del menor nimero
de bacterias en el medio, 24 horas post-infeccion las células comenzaron a mostrar signos
de muerte celular que se evidenciaron por la disminucion del tamafio celular y cambios en
la morfologia de la célula (Fig. 1A). Los ensayos de viabilidad con Trypan Blue mostraron
que, aunque en menor grado, luego de 24 horas de infeccidbn un gran porcentaje de las
células habian perdido viabilidad en ambos casos (MDI: 1, ~55.0% de muerte; MDI: 10,
~62.7% de muerte). Durante las 24 horas de incubacion hay un aumento muy significativo
en el nimero de bacterias extracelulares (Fig. 1B), que seguramente determine la
acumulacion de grandes cantidades de toxinas en el entorno de la célula epitelial causando
un efecto citotoxico sobre estas. Si se tiene en cuenta que el indculo necesario para infectar
un humano se ha calculado en aproximadamente 1000 bacterias, durante la colonizacion
inicial es poco probable que haya tal crecimiento bacteriano en una zona reducida y por lo
tanto la concentracion local de toxinas que esto conlleva (31). Para emplear condiciones de
cultivo mas relevantes decidimos emplear solo 4 horas de infeccion (en este tiempo solo
ocurre una duplicacidon bacteriana), luego remover las bacterias por lavados e inactivarlas
con antibioticos antes de continuar los ensayos. En estas condiciones la viabilidad de las
células epiteliales no se vio afectada (datos no mostrados). Los niveles de adhesion y la
capacidad de B. parapertussis de invadir las células I6HBE140- se estudiaron entonces en
estas condiciones. Para ello luego de 4 horas de infeccion las células fueron lavadas para
eliminar las bacterias que no se encontraban adheridas, fijadas por tratamiento con

paraformaldehido, y el nimero de bacterias adheridas e internalizadas se determiné
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mediante doble marcacion fluorescente y microscopia de fluorescencia. A las 4 horas post-
infeccion, utilizando una MDI de 100, el nimero de bacterias adheridas fue de
aproximadamente 10.8 bacterias por célula y el numero de bacterias internalizadas fue de
0.9 bacterias por célula (Fig. 1C). Segiun puede verse en la Figura 1C, a las 4 horas post-
infeccion utilizando una MDI de 10 el numero de bacterias asociadas e intracelulares no
muestran diferencias significativas con los valores obtenidos con una MDI de 100, mientras
que a una MDI de 1 tanto el nimero de bacterias asociadas como intracelulares disminuyd
de manera dréstica. Teniendo en cuenta estos resultados, se decidio utilizar en los ensayos
siguientes una MDI de 10 y 4 horas de infeccion seguido por un tratamiento con
antibioticos, dado que en estas condiciones la tasa de invasion es alta y los efectos

citotoxicos sobre la célula epitelial no han tenido lugar.
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Figura 1. Adhesion e invasion de células 16HBE140- . Cé¢lulas 16HBE140- fueron
infectadas con B. parapertussis (MDI: 100, 10 o 1) e incubadas a 37°C y 5% CO,. A
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diferentes tiempos post-infeccion (4 o 24 hs) las monocapas fueron observadas por
microscopia optica e incubadas con tripsina para determinar el porcentaje de células viables
por tincion con Trypan Blue (A) En la figura se muestran imagenes representativas de uno
de tres experimentos independientes. El porcentaje de células viables se indica en amarillo.
(B) En paralelo se determind el nimero de bacterias extracelulares vivas a los diferentes
tiempos post-infeccion mediante recuento de UFC en el sobrenadante de las células
infectadas a cada una de las MDI evaluadas. En la figura se muestran los valores medios +
DE de al menos tres experimentos independientes expresados como el numero de UFC por
mililitro a cada tiempo post-infeccion para cada MDI evaluada. El nimero de bacterias
extracelulares a las 4 horas post-infeccion difiere significativamente del nimero encontrado
a las 24 horas post-infeccion para cada una de las MDI evaluadas (P<0.05). (C) Células
16HBE14o0- infectadas con B. parapertussis a una MDI: 100, 10, o 1 fueron incubadas
durante 4 horas a 37°C. Luego de lavar las células para eliminar las bacterias no adheridas,
las células fueron fijadas con tratamiento con paraformaldehido y el numero de bacterias
asociadas e intracelulares se determind mediante doble tincion y microscopia de
fluorescencia. Los resultados se expresaron como el nimero de bacterias asociadas o
intracelulares por célula a los diferentes tiempos post-infeccion para cada MDI evaluada.
Los datos representan la media = DE de al menos tres experimentos independientes. El
numero de bacterias asociadas e intracelulares por célula a una MDI de 100 no muestra
diferencias significativas con el numero de bacterias asociadas e intracelulares encontrados
a una MDI de 10 (P<0.05). El nimero de bacterias asociadas e intracelulares encontrados a
una MDI de 1 difiere significativamente de los valores encontrados a las MDI mayores
(P<0.05).

Se investigd entonces la viabilidad de las bacterias en localizacion intracelular. Para
ello luego de 4 horas de infeccion las células fueron lavadas para remover aquellas
bacterias que no estaban adheridas, y tratadas con polimixina B (100 pg/ml) para eliminar
las bacterias remanentes, y luego de una hora se agregd medio con 5 pg/ml para mantener
las condiciones bactericidas en el espacio extracelular. A diferentes tiempos post-infeccion
se determind el numero de bacterias intracelulares viables mediante lisis osmotica y
recuento de UFC. En la Figura 2 se puede ver que los niveles de sobrevida intracelular de
B. parapertussis disminuyen de manera significativa en el tiempo. Sin embargo 3 dias

después de la infeccion aiin hay bacterias viables en localizacion intracelular.
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Figura 2. Sobrevida intracelular de B. parapertussis en células 16HBE140-. Células
16HBE140- fueron infectadas con B. parapertussis (MDI: 10) durante 4 horas a 37°C.
Luego las células fueron lavadas para eliminar las bacterias no adheridas y tratadas con
polimixina B para inactivar bacterias extracelulares. El nimero de bacterias viables por
célula fue determinado a diferentes tiempos post-infeccion (6, 24, 48 y 72 hs) mediante
recuento de UFC y recuento de células en camara de Neubauer. Los resultados fueron
expresados como el porcentaje de bacterias vivas por célula a los diferentes tiempos post-
infeccion, respecto al numero de bacterias intracelulares viables a las 6 horas post-
infeccion. Los datos representan la media £ DE de al menos tres experimentos
independientes. El nimero de bacterias viables disminuye de manera significativa en el
tiempo (P<0.05).

4.3.2 Repoblacion del medio extracelular

Con el fin de confirmar si las bacterias intracelulares viables tienen la capacidad, al
igual que otros patdégenos (6, 32), de salir de la célula hospedadora y repoblar el medio
extracelular, se realizd el siguiente ensayo. Monocapas de células 16HBE140- fueron
infectadas con B. parapertussis durante 4 horas. Luego de lavar para remover bacterias
extracelulares las células se incubaron con medio suplementado con polimixina B 100
pg/ml durante 1 hora para matar las bacterias extracelulares remanentes. Posteriormente las
células se incubaron en medio fresco sin suplementar o suplementado con polimixina B 5
pg/ml y a diferentes tiempos post-infeccion (6, 24 y 48 horas) se determind el nimero de
bacterias en sobrenadante mediante recuento de UFC. En experimentos control se confirmo
que el tratamiento con polimixina B 100 pg/ml determina la eliminacion del 99,999% de
las bacterias B. parapertussis presentes en el medio de cultivo y que en presencia de
polimixina B 5 pg/ml B. parapertussis no es capaz de replicar o sobrevivir en el medio de

cultivo. Segtn puede observarse en la Figura 3, a diferencia de lo que ocurre en presencia
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de polimixina B 5 pg/ml, en ausencia del antibiotico el nimero de bacterias aumenta
significativamente en el medio extracelular. Dado que las células fueron inicialmente
tratadas con una dosis letal de polimixina B (100 pg/ml), la diferencia observada entre las
células sin tratar o tratadas con polimixina B 5 pg/ml podria explicarse por el egreso de
bacterias que permanecieron viables en localizacion intracelular y su posterior replicacion
en el medio extracelular. Para confirmar que el crecimiento bacteriano observado provenia
de bacterias que se encontraban en localizacion intracelular y no de bacterias extracelulares
que no habian sido inactivadas por el tratamiento con antibiotico, las células se infectaron
en presencia de citocalasina D, que evita la polimerizacion de actina e inhibe los
mecanismos de ingreso a la célula. En estos ensayos las células fueron preincubadas con
citocalasina D durante 1 hora previo a la infecciéon y luego fueron infectadas. La
citocalasina D se mantuvo durante todo el ensayo. Luego de 4 horas de infeccion, las
c¢lulas fueron incubadas con polimixina B 100 pg/ml durante 1 hora, lavadas, e incubadas
en medio libre de antibioticos hasta la finalizacion del ensayo. A diferentes tiempos post-
infeccion se determin6 el nimero de bacterias extracelulares en el sobrenadante de células
infectadas mediante recuento de UFC. En la Figura 3 se puede observar que en presencia de
citocalasina D no hay crecimiento bacteriano en el medio extracelular, confirmando que la
repoblacion del medio extracelular ocurre por la salida de B. parapertussis desde el interior

de la célula hospedadora en un estado viable y su replicacion en el medio extracelular.
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Figura 3. Estudio de la capacidad de B. parapertussis de repoblar el medio
extracelular. Células 16HBE14o0- sin tratar o tratadas con citocalasina D fueron infectadas
con B. parapertussis (MDI: 10) durante 4 horas a 37°C y 5% CO,, lavadas para eliminar las
bacterias no adheridas y tratados con polimixina B 100 pg/ml para inactivar bacterias
extracelulares. Posteriormente las células fueron incubadas en medio sin suplementar o
suplementado con polimixina B 5 pg/ml hasta la finalizacion del ensayo. En las muestras
que fueron tratadas con citocalasina D, la droga se mantuvo durante todo el ensayo para
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evitar la reversibilidad del proceso. El nimero de bacterias extracelulares fue determinado a
diferentes tiempos post-infeccion (6, 24 y 48 horas) por recuento de UFC. Los resultados se
expresaron como UFC/ml de medio extracelular. Los datos representan la media + DE de al
menos tres experimentos independientes. El nimero de bacterias extracelulares viables en
ausencia de polimixina B 5 pg/ml difiere significativamente del nimero de bacterias
extracelulares viables en las muestras tratadas con antibidtico o con citocalasina D
(P<0.05).

4.3.3 Efecto de la repoblacién del medio extracelular sobre la reinfeccion de las células

epiteliales

Se estudid el efecto de la repoblacion del medio extracelular sobre la eventual
reinfeccion de las células epiteliales. Para ello las células se incubaron con B. parapertussis
durante 4 horas y luego de este tiempo las bacterias extracelulares fueron removidas por
lavado y posterior incubacion con polimixina B (100 pg/ml) durante 1 hora a 37°C.
Finalizada la incubacion el antibiotico fue removido y reemplazado por medio de cultivo
solo o con el agregado de 5 ng/ml de polimixina B. A diferentes tiempos post-infeccion (6,
24 y 48 horas) las células fueron levantadas por tratamiento con tripsina, y luego de fijarlas
con tratamiento con paraformaldehido, se determind el nimero de bacterias asociadas por
célula y el nimero de células infectadas mediante la marcacion indirecta de las bacterias y
microscopia de fluorescencia. A cada tiempo y en cada condicidon ensayada se verifico la
existencia o no de repoblacion del medio extracelular por recuento de UFC segin se
describio anteriormente (datos no mostrados). Tanto el nimero de bacterias asociadas a las
células como el numero de células infectadas aumentd de manera significativa durante el
crecimiento bacteriano en el medio extracelular. En ausencia de antibidticos las bacterias
crecen rapidamente y un gran nimero de bacterias aparecen asociadas a las células (Fig.
4A). La presencia de antibiotico determind una disminucion significativa en el nimero de
bacterias asociadas a las células en el tiempo (Fig. 4A y 4B). Por otro lado el nimero de
células infectadas aument6 de un 63+10% a las 5 horas post-infeccion a un 100+£8% a las
24 y 48 horas post-infeccion, mientras que en las células tratadas con antibidticos este valor
disminuy6 gradualmente (6h, 59+7%; 24h, 40+11%, 48h; 33+9%). El nimero de bacterias
intracelulares viables en cada condicidon (con antibidtico o sin antibidtico), se determinéd
mediante recuento de UFC en ABGs. Para ello las células que no tuvieron el tratamiento

con antibidtico (polimixina 5Spg/ml) se incubaron con polimixina B 100 pg/ml durante 1
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hora antes del recuento en placa. Una alicuota de cada muestra se empled para determinar
el namero de células por recuento en cadmara de Neubauer. En la Fig. 4C se observa que en
presencia de antibidticos en el medio extracelular el numero de bacterias intracelulares
viables disminuye de manera significativa en el tiempo, mientras que en ausencia de
antibidticos permanece constante, indicando que bacterias presentes en el medio

extracelular han reinfectando las células epiteliales.

A

6h 24h 48 h

con PB

sin PB

B 10 1 C
|
o o | N/D N/D 6 -
83 f24 24
oD
3S 61 D48 048
o8&
20
Sc 4
o O
S8 2.
m
con PB sin PB conPB sinPPB

Fig. 4 Repoblacion del medio extracelular e interaccion con células 16HBE140-.
Células 16HBE140- fueron infectadas con B. parapertussis (MDI: 10) durante 4 horas a
37°C, lavadas para eliminar las bacterias no adheridas y tratadas con polimixina B 100
pg/ml para inactivar bacterias extracelulares. Posteriormente las células fueron incubadas
en medio sin suplementar o suplementado con polimixina B 5 pg/ml hasta la finalizacion
del ensayo. El nimero de bacterias asociadas por célula fue determinado a diferentes
tiempos post-infeccion (6, 24 y 48 horas) por marcacion de Dbacterias por
inmunofluorescencia indirecta y microscopia de fluorescencia. (A) Paneles representativos
de las imagenes obtenidas por microscopia de fluorescencia en cada condiciéon. (B) Numero
de bacterias por célula a los diferentes tiempos post-infeccion. (C) El nimero de bacterias
viables que se encuentran en localizacion intracelular fue determinado mediante recuento
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de UFC y recuento de células a diferentes tiempos post-infeccion. Los resultados se
expresan en unidades formadoras de colonia por célula para cada tiempo. Los datos
representan la media = DE de al menos tres experimentos independientes. EI nimero de
UFC por célula en ausencia de polimixina B 5 pg/ml no mostr6 modificaciones
significativas a ninguno de los tiempos ensayados. El nimero de UFC por célula en
presencia de polimixina B 5 pg/ml disminuy6 significativamente en el tiempo (P<0.05).
(N/D: no determinado)

4.3.4 La citotoxicidad de B. parapertussis es dependiente de factores de virulencia

regulados por el sistema BvgAS

Asi como se observo reinfeccion de las células epiteliales también se observo
aumento de la citotoxicidad, muy probablemente por efecto de la acumulacion local de
bacterias vivas, tal como se observara en los experimentos descriptos en el punto 4.3.1. En
un intento por evaluar el origen de la actividad citotdxica se estudid la cinética de muerte y
los posibles factores bacterianos implicados en la disminucion de la viabilidad de las
células epiteliales. Para ello luego de 4 horas de infeccidn, las células fueron tratadas con
polimixina B 100 pg/ml para eliminar bacterias extracelulares y luego incubadas en medio
libre de antibidticos o con medio suplementado con polimixina B 5 pg/ml. A diferentes
tiempos post-infeccion (6, 24, 48 y 72 horas) las células fueron lavadas y despegadas de su
anclaje por tratamiento con tripsina. La viabilidad de las células fue determinada mediante
microscopia de fluorescencia y la tincién con diferentes agentes intercalantes de DNA
utilizados para discriminar células vivas (SYTO 9; verde) de células muertas (ioduro de
propidio; rojo). Segiin se pudo observar durante las primeras 24 horas el crecimiento
bacteriano (ocurrido en el medio sin antibidtico) no tuvo efectos citotdxicos sobre las
células epiteliales y el porcentaje de células viables en la muestra infectada con B.
parapertussis no mostrd diferencias significativas con el de células sin infectar (datos no
mostrados). Luego de 48 horas el nimero de células epiteliales viables comienza a
disminuir conforme aumenta la repoblacion del medio extracelular, y a las 72 horas post-
infeccion el nimero de células viables se ha reducido significativamente. Como era de
esperar, y coincidentemente con las condiciones bactericidas del medio, en aquellas
muestras en las que se mantuvo el antibidtico en el medio extracelular la viabilidad celular
no se modifico en el tiempo y 72 horas post-infeccion el porcentaje de células viables no

mostro diferencias significativas con los valores encontrados a las 6 horas post-infeccion
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(datos no mostrados). Con objeto de determinar si la citotoxicidad sobre las células
epiteliales se debe a la presencia de alguno de los factores de virulencia regulado por el
sistema BvgAS expresado por B. parapertussis, se evaluaron los efectos citotoxicos sobre
las células epiteliales de una cepa de B. parapertussis modulada a avirulenta mediante el
crecimiento en medio suplementado con MgSO,. Segun se puede observar en la Figura 5, la
infeccion con una cepa avirulenta de B. parapertussis no induce una muerte celular
significativa sobre las células epiteliales a ninguno de los tiempos ensayados, indicando que
la citotoxicidad es causada por alguno de los factores de virulencia regulados por el sistema
BvgAS. De las toxinas expresadas por B. parapertussis reguladas por el BvgAS es muy
probable que la CyaA, que es una toxina muy potente con reconocida actividad citotoxica
sea la responsable de este efecto, sobre todo teniendo en cuenta que la excrecion de la
misma se ve facilitada por la presencia de la elevada concentracion de Ca™ en el medio de
cultivo. En un primer intento por evaluar la eventual importancia de ésta toxina en la
muerte celular estudiamos los efectos citotoxicos de una cepa salvaje de B. pertussis y de
una cepa isogénica deficiente en CyaA. En la Figura 5 se observa que B. pertussis también
es citotoxica y origina una tasa de muerte celular ain mayor que B. parapertussis. Esta
citotoxicidad se revierte en la cepa deficiente en CyaA en la cual no se observa actividad
citotoxica aun 72 horas post-infeccion. B. pertussis tiene otra toxina muy potente que B.
parapertussis no expresa que es la PTx, implicada en diferentes procesos de intoxicacion de
las células hospedadoras. Para descartar la eventual contribucion de esta toxina en el efecto
observado con B. pertussis se emple6 una cepa de B. pertussis deficiente en la expresion de
esta toxina y se evalu6 su actividad citotoxica. Segiin se puede observar en la Figura 5, la
infeccion con la cepa de B. pertussis deficiente en la expresion de PTx induce niveles de
muerte similares al observado por la cepa salvaje, indicando que este factor de virulencia
no estd involucrado en los efectos citotoxicos. Este resultado sugiere que CyaA esta
involucrada en la citotoxicidad de las células epiteliales. Al momento de la redaccion de
este manuscrito estamos construyendo un mutante de B. parapertussis deficiente en CyA

para confirmar el rol de esta toxina en la patogénesis de esta especie.
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Fig. 5 Efecto citotoxico de B. parapertussis sobre las células 16HBE140-. Células
16HBE140- sin infectar o infectadas con B. parapertussis en fase virulenta (Bpp), B.
parapertussis en fase avirulenta (Bpp modulada), B. pertussis cepa salvaje (Bp), B.
pertussis deficiente en la expresion de CyaA (BpACya) o B. pertussis deficiente en la
expresion de PTx (Bp4Pf) (MDI: 10) fueron incubadas durante 4 horas a 37°C, lavadas
para eliminar las bacterias no adheridas y tratadas con polimixina B 100 pg/ml para
inactivar bacterias extracelulares. Posteriormente las células fueron incubadas en medio sin
suplementar con antibidtico hasta la finalizacion del ensayo. El nimero de células vivas y
muertas fue determinado a diferentes tiempos post-infeccion (48 y 72 horas) por marcacion
con SYTO 9 (verde) para las células vivas y ioduro de propidio (rojo) para las células
muertas. Los resultados se expresaron como el porcentaje de células viables a los diferentes
tiempos post-infeccion. Los datos representan la media + DE de al menos tres experimentos
independientes. Se muestran imagenes representativas de uno de tres experimentos
independientes.

4.3.5 La infeccion de células epiteliales con B. parapertussis no induce la liberacion de 1L-

& al medio extracelular

La infecciéon del epitelio respiratorio generalmente induce una respuesta
proinflamatoria en las células epiteliales que, eventualmente, contribuye a controlar la
infeccion. Una de las principales citoquinas proinflamatoria liberadas por las células

epiteliales en respuesta a la interaccion con patogenos es la IL-8. Para estudiar si B.
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parapertussis induce la liberacion de esta citoquina durante la infeccion de células
epiteliales, células 16HBE140- fueron infectadas durante 4 horas con B. parapertussis,
lavadas para eliminar las bacterias no adheridas e incubadas en presencia de polimixina B
(100 pg/ml) y luego incubadas en medio suplementado con polimixina B 5 pg/ml hasta la
finalizacion del ensayo. A las 24 horas post-infeccion, los medios sobrenadantes fueron
procesados para eliminar las células y bacterias que pudiera contener y los niveles de 1L-8
fueron determinados mediante ELISA. Dado que estudios recientes de nuestro grupo
determinaron que en el caso de B. pertussis la expresion de IL-8 por células epiteliales es
inhibida por CyaA (datos aun no publicados), se incluyd como control positivo de la
liberacion de IL-8 el sobrenadante de células 16HBE140- infectadas con un mutante de B.
pertussis deficiente en la expresion de CyaA y la cepa salvaje isogénica como control
negativo. En la Figura 6 se puede observar que la infeccion de éstas células con B.
parapertussis no induce niveles de produccion de IL-8 diferentes significativamente al
control sin infectar. Por el contrario se observa que los niveles de liberacion de IL-8
inducidos por infeccion con B. pertussis deficiente en la expresion de CyaA fueron
significativamente superiores, confirmando que en las condiciones ensayadas el modelo

utilizado tiene la capacidad de liberar esta citoquina (Fig. 6).
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Fig. 6 Produccion de IL-8 en células 16HBE140- por interaccion con B. parapertussis.
Cé¢lulas 16HBEI140- sin infectar o infectadas con una cepa salvaje de B. parapertussis
(Bpp), B. pertussis cepa salvaje (Bp), o B. pertussis deficiente en la expresion de CyaA
(BpACya) (MDI: 10), fueron incubadas durante 4 horas a 37°C, lavadas para eliminar las
bacterias no adheridas y tratadas con polimixina B 100 pg/ml para inactivar las bacterias
extracelulares. Posteriormente las células fueron incubadas en medio suplementado con
polimixina B 5 pg/ml hasta la finalizacion del ensayo. A las 24 horas post-infeccion se
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determinaron los niveles de IL-8 en los sobrenadantes de las células sin infectar o
infectadas, mediante ELISA. Los resultados fueron expresados como concentracion de IL-8
(ng/ml) por mililitro de medio sobrenadante. Los datos presentados representan la media +
DE de al menos tres experimentos independientes. Los niveles de liberacion de IL-8 en
sobrenadantes de células infectadas con B. parapertussis no muestran diferencias
significativas con los niveles encontrados en células sin infectar (P<0,05). El nivel de
liberacion de IL-8 por células infectadas con la cepa deficiente en la expresion de CyaA
difiere significativamente de los niveles encontrados en células infectadas con la cepa
salvaje de B. parapertussis o con la cepa salvaje de B. pertussis (P<0,05).

4.3.6 La infeccion de células 16HBE140- con B. parapertussis no induce la liberacion de

citoquinas que determinen la activacion de los neutrofilos.

Una de las consecuencias inmediatas de la liberacion de citoquinas en el sitio de
infeccion es el reclutamiento y la activacion de neutrdfilos, lo cual es mediado
principalmente por la IL-8 (33, 34), aunque existen otras citoquinas proinflamatorias que se
pueden inducir como consecuencia de la interaccion de patdgenos con las células
epiteliales, como son la IL-6 o TNF-a (4, 35), que también pueden intervenir en este
proceso. Estudios previos demuestran que en respuesta a esta citoquinas los neutrofilos
inician el proceso de NETosis que determina la formacion de NETs (36-38). Nuestros
resultados muestran que hay bajos niveles de IL-8 en sobrenadantes de células infectadas
con B. parapertussis. Sin embargo como respuesta a la interaccion con patdgenos las
células pueden liberar otras citoquinas inflamatorias que no se han buscado en este trabajo
y podrian influir en las células inmunes. Para evaluar si eventuales factores liberados por
las células epiteliales en respuesta a la infeccion con B. parapertussis son capaces de
inducir la formacion de NETSs, neutrofilos humanos fueron incubados con el medio
sobrenadante de células 16HBE140- sin infectar o infectadas con B. parapertussis durante
24 horas, y la formacion de NETs se evalud a las 4 horas post-incubacion, mediante la
tincion con ioduro de propidio y microscopia de fluorescencia segun fue detallado
anteriormente. Los sobrenadantes ensayados en este apartado se obtuvieron segun se
describe en el punto 4.3:4. Como control positivo, se determin6 en paralelo la induccién de
NETs en neutrofilos incubados con el medio sobrenadante de células 16HBE140-
infectadas con una cepa de B. pertussis deficiente en CyaA. Segln nuestros resultados (atn

no publicados) esta cepa induce niveles de IL-8 en el medio sobrenadante que se
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encuentran dentro de los valores considerados activadores del proceso de NETosis (>10
ng/ml) (36). Como control negativo se utilizo una cepa salvaje de B. pertussis. En la Figura
7 se puede observar que B. parapertussis no genera una respuesta en células epiteliales
capaz de inducir la formacion de NETs en neutréfilos. Algo similar ocurre con la cepa

salvaje de B. pertussis, mientras que el medio de células epiteliales infectados con la cepa

de B. pertussis deficiente en CyaA indujo una significativa produccion de NETs.

Fig. 7 Produccion de citoquinas inductoras de NETs en células epiteliales mediada por
B. parapertussis (A) Neutr6filos humanos fueron incubados con el medio sobrenadante de
células 16HBE140- obtenido luego de 24 horas de infeccion con una cepa salvaje de B.
parapertussis (MS Bpp), una cepa salvaje de B. pertussis (MS Bp), una cepa de B. pertussis
deficiente en la expresion de CyaA (MS BpACya) (MDI: 10) o sin infectar (MS sin
infectar). Como blanco se utiliz6 medio DMEM + 10% SFB. A las 4 horas post-incubacion
las células fueron fijadas y el nimero de NETs formadas se determin6 mediante tincion con
ioduro de propidio (rojo) y microscopia de fluorescencia. Los resultados se expresaron
como el porcentaje de neutrofilos que desarrollaron NETSs respecto al total de neutréfilos, a
cada tiempo post-infeccion. Los datos presentados representan la media = DE de al menos
tres experimentos independientes utilizando neutrofilos de diferentes donantes. La
formacion de NETs inducida por el medio sobrenadante de células infectadas con la salvaje
de B. parapertussis no muestra diferencias significativas con los niveles de formacion de
NETs observados en neutrofilos incubados con medio sobrenadante de células sin infectar
(P>0.05). La induccion de NETs en neutréfilos incubados con el medio sobrenadante de
células infectadas con la cepa deficiente en la expresion de CyaA difiere significativamente
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de los niveles de formacion de NETs observado en neutréfilos incubados con cualquiera de
los medios sobrenadantes ensayados (P<0,05). Se muestran imagenes representativas de
uno de tres experimentos independientes.

4.3.7 B. parapertussis inhibe la formacion de NETs inducida por citoquinas liberadas por

células del epitelio respiratorio.

Si bien nuestros resultados sugieren que las células epiteliales no generan una
respuesta inflamatoria ante la infeccion con B. parapertussis, otros tipos celulares pueden
contribuir a la aparicion de una respuesta inflamatoria durante el proceso infeccioso. (39,
40). Con el fin de estudiar si B. parapertussis es capaz de interferir con la NETosis
inducida por la respuesta inflamatoria del epitelio, empleamos el medio sobrenadante de
c¢lulas 16HBE14o0- infectadas con la cepa de B. pertussis deficiente en la expresion de
CyaA, que como vimos anteriormente induce una respuesta inflamatoria que genera
NETosis en neutrofilos. Para ello, neutréfilos infectados con B. parapertussis durante 30
minutos se incubaron con el medio sobrenadante de células 16HBE140- infectadas con la
cepa de B. pertussis deficiente en la expresion de CyaA obtenido segiin se describe en el
punto 4.3.4. Luego de 4 horas los neutrdfilos fueron fijados por tratamiento con
paraformaldehido, y el nimero de neutréfilos en los que se indujo NETosis se determino
por tincidén con ioduro de propidio y microscopia de fluorescencia. Como control se evalud
en paralelo la formacion de NETs en neutrofilos infectados con una cepa salvaje de B.
pertussis (control negativo) o con B. pertussis deficiente en la expresion de CyaA (control
positivo) durante 30 minutos, y posteriormente incubados en medio sobrenadante de células
infectadas con la cepa de B. pertussis deficiente en la expresion de CyaA. Cabe aclarar que
B. pertussis, a través de CyaA, inhibe la formacion de NETs en neutréfilos que han sido
expuestos a concentraciones de I1L-8 similares a las utilizadas en este ensayo (41). En la
Figura 8 se observa que la cepa salvaje de B. parapertussis inhibe la formacion de NETs
inducida por el medio sobrenadante de células infectadas con la cepa de B. pertussis
deficiente en la expresion de CyaA. Estos resultados demuestran que B. parapertussis
inhibe la produccién de NETs inducida por citoquinas proinflamatorias liberadas por el

epitelio.
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Fig. 8 Efecto de la infeccion por B. parapertussis sobre la formacion de NETs inducida
por citoquinas proinflamatorias liberadas por células del epitelio respiratorio.
Neutréfilos infectados con una cepa salvaje de B. parapertussis (Bpp), una cepa salvaje de
B. pertussis (Bp) o B. pertussis deficiente en la expresion de CyaA (BpA4Cya) (MDI: 300)
fueron incubados durante 30 min a 37°C. Luego los neutrofilos fueron incubados con el
medio sobrenadante de células 16HBE140- infectadas con BpACya obtenido luego de 24
horas de infeccion (MS BpACya). El nimero de neutrdfilos en los que se indujo NETosis se
determind mediante tincion con ioduro de propidio (rojo) y microscopia de fluorescencia.
Los resultados se expresaron como el porcentaje de neutréfilos que desarrollaron NETs a
las 4 horas posterior a la incubacion con el medio respecto al total de neutrdfilos. Los datos
presentados representan la media £+ DE de al menos tres experimentos independientes
utilizando neutrofilos de diferentes donantes. Se muestran imagenes representativas de uno
de tres experimentos independientes. La formacion de NETs en neutréfilos infectados con
la salvaje de B. parapertussis o con la cepa salvaje de B. pertussis difiere
significativamente de los niveles de formacion de NETs observados en neutrofilos
infectados con la cepa deficiente en la expresion de CyaA (P<0,05). Se muestran imagenes
representativas de uno de tres experimentos independientes.
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4.4 Discusion

La capacidad de B. parapertussis de colonizar el tracto respiratorio y desarrollar la
enfermedad requiere de la adhesion de la bacteria al epitelio respiratorio como paso previo
a la colonizacion. Estudios previos demuestran que los anticuerpos generados por
vacunacion con la vacuna acelular contra la tos convulsa no interfieren en la adhesion de B.
parapertussis a células epiteliales (42) y por lo tanto, en el individuo vacunado tanto como
en el no inmune el epitelio respiratorio es susceptible a la colonizacion por B.
parapertussis. Diferentes patogenos que colonizan las vias respiratorias no solo se adhieren
sino que ademas invaden y sobreviven dentro de células del epitelio respiratorio
estableciendo nichos de persistencia. Estudios previos y evidencias clinicas han sugerido
que el epitelio respiratorio podria ser un reservorio de bacterias del género Bordetella (13).
En este estudio evaluamos esta posibilidad empleando sistemas in vitro con células
epiteliales bronquiales derivadas de pacientes sanos, que han retenido parte de las
caracteristicas de las células que le dieron origen, lo cual favorece la confiabilidad de los

resultados.

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que B. parapertussis es capaz
de adherirse e invadir células epiteliales humanas y sobrevivir en localizacion intracelular.
El nivel de sobrevida observado es bajo lo cual sugiere que este entorno intracelular no es
tan favorable como, por ejemplo, el que encuentra en macréfagos humanos (ver capitulo 3).
Este bajo nivel de sobrevida intracelular puede deberse a multiples factores, entre ellos la
falta de acceso a nutrientes. De cualquier manera el nivel de bacterias vivas dentro de la
célula es un balance entre la entrada a la célula hospedadora, la replicacion en localizacion
intracelular (si es que existe), la muerte bacteriana, y el egreso de la bacteria al medio
extracelular. En este contexto, encontrar bacterias vivas dentro de la célula, con un medio
extracelular bactericida por la presencia de antibidticos indica que la bacteria es capaz de
sobrevivir en localizacion intracelular. Este es un resultado muy auspicioso porque significa
que B. parapertussis puede “esconderse” en el epitelio intracelular como hacen otros
patdogenos persistentes (8, 43), y mantenerse viable por periodos variables dentro del
hospedador tal vez de forma asintomatica. Para confirmar la viabilidad de las bacterias
intracelulares y su eventual capacidad de reiniciar una infeccion extracelular disefiamos un

experimento que permitié demostrar que desde la localizacion intracelular B. parapertussis
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puede pasar al medio extracelular y repoblar el espacio extracelular en muy pocas horas.
Esto no ocurre si hay antibioticos en el espacio extracelular, dado que las bacterias son
inactivadas ni bien egresan, y tampoco ocurre cuando se inhibe la entrada de la bacteria a
las células epiteliales por tratamiento con citocalasina D, lo cual confirma que la
repoblacion del medio extracelular ocurre a partir de bacterias intracelulares viables.
Nuestros resultados demuestran ademds que estas bacterias que han repoblado el espacio
extracelular son capaces de reinfectar las células epiteliales, ingresar y sobrevivir dentro de
ellas, aumentando asi el numero de células infectadas y los niveles de bacterias
intracelulares viables dentro de las células epiteliales. Cabe suponer que un fenomeno de
estas caracteristicas podria ocurrir in vivo en donde un cierto numero de bacterias
intracelulares viables aseguran la persistencia dentro del hospedador. Para que esto ocurra
es muy importante que la interacciéon con la célula epitelial no dispare una respuesta
profinflamatoria. El epitelio respiratorio no solo constituye una barrera anatomica para los
patégenos, en respuesta a estos las células epiteliales desencadenan una respuesta
inflamatoria orientada al control de la infeccion a través de la activacion y el reclutamiento
de células inmunes y la produccion de citoquinas y quimioquinas (1-4, 35). Nuestros
resultados demuestran que la interaccion de B. parapertussis con células 16HBE140- no
induce una expresion significativa de IL-8, una de los efectores mas importantes de la
repuesta proinflamatoria. Segin pudimos determinar esta inhibicion de la respuesta
proinflamatoria podria estd vinculada a algln factor de virulencia. Resultados preliminares
permiten suponer que es el factor de virulencia CyaA el que estd involucrado en los efectos

inhibitorios observados.

Nuestros resultados demuestran que los niveles de IL-8 generados por células
16HBE140- en respuesta a la infeccion con B. parapertussis no inducen niveles
significativos de formacion de NETs. Ademas de IL-8 las células epiteliales responden a la
interaccion con patdgenos liberando otras citoquinas importantes, entre las que se
encuentran la IL-6 y TNF-o, ambas también relacionadas con la activacion y el
reclutamiento de neutréfilos (4, 35, 44). Dado que la incubaciéon de neutréfilos con el
medio sobrenadante de células 16HBE14o0- infectadas con B. parapertussis no indujo la

formacion de NETs, concluimos que B. parapertussis no induce la liberacién de ninguna de
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estas citoquinas proinflamatorias o al menos no en los niveles necesarios para inducir el

proceso de NETosis.

Si bien nuestros resultados demuestran que no hay induccion de respuesta
proinflamatoria en células epiteliales en respuesta a la interaccion con B. parapertussis
estudios previos en modelo murino demuestran que la infeccion con B. parapertussis
determina la induccion de TNF-a y de la quimiocina derivada de queratinocitos (KC), un
analogo de la IL-8 en ratones, en las vias respiratorias del hospedador. Nuestros resultados
demuestran que la infeccion de neutréfilos con B. parapertussis inhibe la formacion de
NETs en respuesta a la incubacion con el medio sobrenadante de células 16HBE140-
infectadas con B. pertussis deficiente en la expresion de CyaA que demostrd inducir una
significativa generacion de NETosis en neutroéfilos sin infectar, posiblemente mediada por
IL-8 u otras citoquinas. Este resultado indica que aun en un entorno proinflamatorio
causado por ella misma o algin otro factor presente en el sitio de infeccion, B.

parapertussis inhibe la formacion de NETSs propiciando su propia persistencia.

Los resultados presentados en este capitulo muestran la habilidad de B.
parapertussis para sobrevivir dentro del tracto respiratorio, posiblemente mediante la
alternancia entre estadios intracelulares y extracelulares, inhibiendo la respuesta
inflamatoria de las células epiteliales, lo cual en ultima instancia evita el reclutamiento y
activacion de las principales células bactericidas del sistema inmune, e incluso inhibiendo
la actividad extracelular bactericida de neutrdfilos aun en entornos proinflamatorios. La
suma de estos resultados indica que efectivamente el epitelio respiratorio podria ser un

reservorio de este patdgeno.
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5. Discusion General

A pesar de las altas tasas de vacunacion, la incidencia de la tos convulsa ha ido en
aumento en los ultimos afios (1, 2) lo cual determin6 que la Organizaciéon Mundial de la
Salud la declare una enfermedad reemergente. Se cree que uno de los factores que han
contribuido a esta reemergencia es el aumento de la incidencia de B. parapertussis en la
enfermedad, que coincide con el remplazo de la vacuna celular por la vacuna acelular,
ambas contra B. pertussis (3-5). La vacuna celular historicamente empleada contra B.
pertussis consiste en células enteras muertas por calor y confiere algiin grado de proteccion
contra B. parapertussis fundamentalmente por la induccion de anticuerpos anti-LPS. En
cambio, la vacuna acelular introducida en la década del 80, formulada con factores de
virulencia purificados expresados por B. pertussis comunes a ambas especies, no induce
proteccion alguna contra B. parapertussis (4, 6). Esta falta de proteccion cruzada es debido
a la presencia del antigeno O en la molécula de lipopolisacarido de B. parapertussis, que
ejerce un efecto de apantallamiento impidiendo el reconocimiento de estos antigenos en la
superficie de la bacteria (7, 8). Por lo tanto no hay anticuerpos opsonizantes contra B.
parapertussis en el vacunado y el control de este patogeno dependerd fundamentalmente de
la inmunidad innata. Estudios previos en modelos murinos sugieren que la inmunidad
innata no es suficiente y que la eliminacion de la bacteria requiere mecanismos celulares
bactericidas mediados por anticuerpos especificos (9). Aunque el modelo murino es muy
discutido por tratarse de un patogeno estrictamente humano, la situacion epidemiologica
parece sustentar esta conclusion. Desde la introduccion de la vacuna acelular el rango etario
de incidencia de esta enfermedad infecciosa ha cambiado. Hoy se reconoce que
adolescentes y adultos, son reservorio y fuente de contagio de individuos susceptibles,
sugiriendo la existencia de portadores sanos y mecanismos de inmunoevasion que lo
posibilitan (10, 11). Este cuadro epidemioldgico se ha observado en ambas especies
causales de la tos convulsa. En lo que se refiere a B. parapertussis se ha documentado la
existencia de periodos transitorios o prolongados de infeccion asintomatica (10, 11), esto
junto a la aparicion de casos aislados en poblaciones sanas sin foco de contagio evidente y
teniendo en cuanta que se trata de un patégeno cuyo unico reservorio es el hombre, sustenta

la hipodtesis de la existencia de nichos de persistencia dentro del hospedador. La
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observacion de que es necesaria una respuesta tanto celular como humoral para la
eliminacion de este patdgeno sugiere que B. parapertussis podria tener una fase intracelular
durante su ciclo infeccioso (9), aunque nada se sabe de la eventual localizacion de la
bacteria durante estos periodos. Para el control de esta enfermedad y el disefio de
estrategias preventivas es imprescindible conocer los mecanismos que contribuyen a la
persistencia de este patogeno en el hospedador. En este contexto se enmarco este trabajo de
tesis dirigido basicamente al estudio de la interaccion innata de B. parapertussis con los
principales tipos celulares presentes en el sitio de infeccion, esto es, células epiteliales
respiratorias y células inmunes encargadas del control de patdgenos. Se estudid la
evolucion de esta interaccion en presencia y ausencia de anticuerpos especificos en relacion
al eventual establecimiento de nichos de persistencia. Debido a la falta de un modelo
animal aceptable todos los estudios se llevaron a cabo in vitro con células humanas

primarias, cuando fue posible, para maximizar la confiabilidad de los resultados obtenidos.

Los estudios con neutr6filos humanos demostraron que en ausencia de anticuerpos
B. parapertussis no solo escapa a los mecanismos bactericidas de estas células sino que
sobrevive en localizacion intracelular. La evasion de los mecanismos bactericidas esta
determinada principalmente por el antigeno O expresado por B. parapertussis. La
importancia de este factor de virulencia en la patogenicidad de esta bacteria ya ha sido
reconocida en estudios previos, en donde se demuestra que el antigeno O es una molécula
fundamental en la colonizacion del huésped por B. parapertussis (12, 13). Aunque esta
particularidad ha sido asociada principalmente con la evasion de la activacion de la cascada
de complemento en ausencia de anticuerpos (12, 13), nuestros resultados demuestran que el
antigeno O podria contribuir a la colonizacion mediante la evasiéon de los mecanismos
bactericidas del neutrofilo. El antigeno O dirige la bacteria hacia las balsas lipidicas de la
membrana plasmatica del neutréfilo sitio por el cual es fagocitada. Al igual que para otros
patdgenos, la entrada a través de estos sitios determina una ventaja para la bacteria (14) ya
que evita la generacion de la respuesta oxidativa y la fusion fagolisosomal permitiendo la
sobrevida de este patdgeno en localizacion intracelular. Un gran porcentaje de bacterias
fagocitadas a través de estos dominios (60%) permanecen viables en compartimientos
endosomales con acceso a la via de reciclaje sugiriendo la existencia de intercambio de

material con endosomas de esta via, garantizando el acceso de B. parapertussis a nutrientes
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en localizacion intracelular. El antigeno O estd involucrado, ademas, en la inhibicion de la
apoptosis del neutrofilo lo que podria contribuir a la persistencia de esta bacteria al
prolongar la vida de la célula hospedadora que la ha fagocitado. Esto se ha observado
también en la interaccion de Anaplasma phagocytophilum con neutrofilos. Este patdgeno
establece inclusive un nicho replicativo dentro del neutrofilo y la inhibicion de la apoptosis
es critica en este proceso (15). El antigeno O de B. parapertussis no solo estd implicado en
la inhibicion de los mecanismos bactericidas que dependen de la fagocitosis de la bacteria,
sino también en el desacoplamiento de la degranulacion del neutréfilo de la fagocitosis,
evitando la liberacion de compuestos bactericidas al medio extracelular. La inhibicion de la
degranulacion se ha observado en otros patdégenos como Mycobaterium Kansai, que en
ausencia de opsoninas interacciona con la célula a través de dominios lipidicos impidiendo
la degranulacion del neutrofilo (16, 17). El desacoplamiento de la degranulacion de la
fagocitosis, ademas de evitar que la liberacion de componentes bactericidas al medio
extracelular mate aquellas bacterias que no han sido atrapadas por el neutréfilo, disminuye
la respuesta inflamatoria del hospedador, dado que el dafio causado en los tejidos
circundantes por efecto de la degranulacion estimularia la respuesta inflamatoria. En este
trabajo encontramos que B. parapertussis inhibe ademdas otra actividad bactericida
importante de los neutrofilos, la formacion de trampas de ADN o NETs. Si bien la
formacion de NETs es desencadenada por la activacion del neutrofilo en respuesta a
estimulos bacterianos (18) no es inducida en la interaccion con B. parapertussis. Esto
impide la inactivacion de bacterias que no hayan sido fagocitadas y contribuye a la
sobrevida de las bacterias fagocitadas dado que ésta necesita de la viabilidad del neutrofilo
para su sobrevida en localizacion intracelular, y la formacion de NETs conlleva a la muerte
de la célula hospedadora. La presencia de B. parapertussis también inhibe la formacion de
NETs en respuesta a estimulos externos (PMA) en un mecanismo dependiente de la
viabilidad de la bacteria. Si bien no pudo ser comprobado en este trabajo, esta inhibicion
podria depender de la toxina adenilato ciclasa, tal como se ha observados en el caso de B.
pertussis (19). Esto podria tener importancia en el sitio de infecciéon en donde procesos
inflamatorios de distinto origen pueden estar teniendo lugar y la liberacion de diferentes

citoquinas al medio extracelular podria inducir la formacién de NETs.
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Un aspecto particularmente importante es que nuestros resultados demuestran que la
opsonizacion de la bacteria con anticuerpos especificos revierte la inhibicion de la actividad
celular bactericida del neutrofilo. La interaccion via receptores Fc no solo determina que la
fagocitosis de B. parapertussis sea mas eficiente sino también, la induccion de una gran
parte de los mecanismos bactericidas del neutréfilo como la degranulacion, la generacion
de ROS, la fusion fagolisosomal y la apoptosis del neutréfilo determinando la eficiente

eliminacién de la bacteria.

En definitiva nuestros resultados demuestran que B. parapertussis es capaz de
sobrevivir a la interaccidon innata con neutrdfilos, uno de los tipos celulares mas agresivo y
mas importantes en la defensa contra patdogenos bacterianos, y destacan la importancia de la
presencia de anticuerpos opsonizantes para controlar la infeccion. En ausencia de este tipo
de anticuerpos en el sitio de infeccion, tal es el caso de gran parte de la poblacion, B.
parapertussis no solo evade la accion bactericida de los neutr6filos sino que ademas estas
células podrian constituirse en un nicho de persistencia transitorio que protege a la bacteria
de otros mecanismos bactericidas del entorno extracelular y tal vez la vehiculice a sitios
mas propicios para su desarrollo. La utilizacion de neutréfilos como nichos transitorios ha
sido reportado para diferentes patogenos como es Chlamydia pneumoniae , que utiliza esta
estrategia para propagar la infeccion hacia otros tipos celulares mientras se protege de los
componentes bactericidas extracelulares (20), o Leishmania major, que sobrevive en
localizacion intracelular en neutréfilos que luego son fagocitados por macréfagos en donde
la bacteria replica intracelularmente e induce la liberacion de citoquinas antiinflamatorias

que favorecen la persistencia (21, 22).

La capacidad de B. parapertussis de sobrevivir a la interaccidn innata con
neutrdfilos y permanecer en localizacion intracelular motivé el estudio de la interaccion de
B. parapertussis con macroéfagos humanos el otro tipo celular importante en el sitio de
infeccion. Estas células, constituyen un nicho de persistencia intracelular de wvarios
patogenos de dificil erradicacion, (23-26). Su vida media relativamente larga permite el
establecimiento de infecciones intracelulares posibilitando la diseminacion de la bacteria
dentro del hospedador y hacia otros individuos. Debido a la participacion activa de los
macrofagos en la modulacion de la respuesta adaptativa, el establecimiento de infecciones

intracelulares permite ademas que estas bacterias intervengan de alguin modo en la
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modulacion de la respuesta inmune del hospedador (27). Nuestros resultados sugieren que
B. parapertussis podria establecer este tipo de nichos de persistencia en el hospedador
sobreviviendo dentro de macrofagos. Si bien luego de 48 horas de infeccion una gran
proporcion de macrofagos ha logrado eliminar a B. parapertussis, un porcentaje
significativo (14%) de estos contiene un gran nimero de bacterias viables (>10) en
localizacion intracelular que se encuentran en compartimientos con caracteristicas de
endosoma temprano y con acceso a nutrientes esenciales a través de la via de reciclaje de la
célula hospedadora. El nimero de bacterias intracelulares observado a este tiempo es
superior al numero de bacterias que se encontraban en localizacion intracelular
inicialmente, y dado que el medio extracelular esta suplementado con antibioticos, el
aumento en el nimero de bacterias intracelulares sugiere la replicacion de la bacteria en
localizacion intracelular. Las causas que determinan que a las 48 horas posteriores a la
infeccion solo una fraccion de la totalidad de macréfagos contenga bacterias vivas en
localizacion intracelular aun estdn en estudio. Sin embargo esta situacidon podria ser
consistente con la regulacion diferencial de determinados factores de virulencia durante el
proceso infeccioso que determine una ventaja de algunas bacterias sobre otras, o con la
existencia de diferentes poblaciones de macréfagos que difieran en el grado de
permisividad para la sobrevida de bacterias intracelulares (28). El establecimiento de
infecciones intracelulares en macrofagos con un fenotipo mas permisivo se ha observado en
patdgenos tales como Brucella spp. y Salmonella typhimurium (29, 30). Las infecciones
intracelulares asi establecidas pueden determinar la cronicidad de la infeccion (30-32). En
general la polarizacion de macrofagos ocurre como resultado de la interaccion de la célula
con factores bacterianos y citoquinas presentes en el medio. Se ha observado que la
interaccion de B. parapertussis con macrofagos induce la liberacion de IL-10 al medio
extracelular (33), una de las citoquinas antiinflamatorias que dirigen la polarizacion de
macréfagos hacia un perfil mads permisivo (34), y probablemente contribuyan a la

polarizacion hacia este fenotipo.

Al igual que en la interaccion con neutrofilos el antigeno O de B. parapertussis
tiene un rol determinante en la sobrevida intracelular de ésta bacteria en macréfagos
humanos al dirigir a la bacteria hacia los dominios lipidicos en la membrana del macrotago

por donde ingresa a la célula. Los dominios lipidicos no solo son utilizados como un sitio
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de entrada a la célula. Los estudios con flotilina demuestran que las balsas lipidicas son
retenidas o reclutadas en la membrana del fagosoma durante el transito intracelular de la
bacteria. El reclutamiento de balsas lipidicas en el fagosoma mediada por el antigeno O
durante el trafico intracelular ha sido sugerido como el mecanismo responsable de la
evasion de la via degradativa y la sobrevida bacteriana en localizacion intracelular (35-39).
Nuestros resultados indican que B. parapertussis emplea un mecanismo de este tipo para
inhibir la fusion fagolisosomal y muestran evidencia de que efectivamente el reclutamiento
de balsas lipidicas en el fagosoma interviene en esta inhibicion. Empleando microscopia
confocal, marcacion de balsas lipidicas con anticuerpos anti-flotilina, marcacién
fluorescente de bacterias vivas, marcacion fluorescente de bacterias totales, marcacion de
lisosomas y marcacion con transferrina, pudimos observar que las bacterias intracelulares
viables se encuentran fuera de los compartimientos lisosomales, en endosomas con
membranas enriquecidas en balsas lipidicas 48 horas después de la infeccion, dentro de las

cuales tiene acceso a nutrientes.

Estos resultados sugieren que B. parapertussis se comporta como un
microorganismo intracelular facultativo, capaz de permanecer viable en localizacion
intracelular en macrofagos por periodos de tiempo prolongados. El antigeno O es
fundamental en este proceso dado que determina la evasion de las funciones bactericidas de
la célula inmune permitiéndole a la bacteria permanecer en localizacion intracelular y
posiblemente desarrollar una infeccion asintomatica. Estos estudios junto a los estudios de
la interaccion de B. parapertussis con neutrofilos reflejan la importancia del antigeno O,
para instrumentar la evasion de los mecanismos bactericidas del sistema inmune y permitir
la eficiente colonizacién del huésped. Estudios anteriores habian mostrado la importancia
de este antigeno en la colonizacion del huésped (12, 13) pero las bases moleculares no

estaban esclarecidas

En base a estos resultados, podria esperarse que si B. parapertussis ingresa en un
hospedador no inmune evada la accion bactericida de los neutrofilos, también la accion
bactericida de los macrdfagos, aunque en menor medida, pero con el resultado de que
aquellas bacterias que sobrevivan a la accidon bactericida de los macréfagos en localizacion

intracelular permaneceran viables en fagosomas con caracteristicas de endosomas
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replicativos, con acceso a nutrientes, y protegidas del entorno hostil del hospedador, hasta

que las condiciones sean favorables para su propagacion

En lo que se refiere a la interaccion con células del epitelio respiratorio nuestros
resultados demuestran que B. parapertussis es capaz de adherirse e invadir células
epiteliales humanas, sobrevivir en localizacion intracelular y desde ahi repoblar el medio
extracelular. Si bien los resultados no parecen indicar que este tipo celular pudiera ser un
nicho replicativo no se puede descartar que constituya un nicho de persistencia como se ha
demostrado en otros patégenos que, si bien no replican en células epiteliales, el periodo
intracelular en este tipo de células parece crucial para su ciclo infeccioso. Tal es el caso de,
por ejemplo, Helicobacter pylori'y streptococcus Grupo B (24, 40). Se puede especular que
de esta manera B. parapertussis aumenta su capacidad de infeccién y la posibilidad de
infectar diferentes zonas dentro del hospedador o quedar libre en localizacién extracelular
favoreciendo su propia transmision hacia otro hospedador. En conjunto los resultados de
este trabajo parecen indicar que B. parapertussis puede alternar entre estadios intracelulares
y extracelulares, que posiblemente contribuyan a la evasion de los sistemas de vigilancia

inmune y, en definitiva a la propagacion de la bacteria en una poblacion no inmune.

Nuestros resultados también muestran que la infeccion de células epiteliales con B.
parapertussis no induce niveles significativos de IL-8, una de las principales citoquinas
proinflamatorias (41, 42). La IL-8 estd involucrada en el reclutamiento y la activacion de
neutrdfilos. La inhibicion de la produccion de IL-8 podria contribuir a la permanencia de
esta bacteria en el hospedador. Este resultado se suma al retraso en el reclutamiento de
neutrofilos al sitio de infeccion observado en ratones debido a la baja estimulacion de TLR-
4 por el LPS de B. parapertussis durante los primeros dias después de la infeccion (43, 44),
que determina el crecimiento de la bacteria y la colonizacion de las vias respiratorias. Si
bien las células epiteliales pueden responder a la interaccidon con patégenos liberando IL-6
y TNF-a, ambas relacionadas con la activacion y el reclutamiento de neutréfilos (45-47),
nuestros resultados sugieren que B. parapertussis no induce estas citoquinas en la
interaccion con células epiteliales o al menos no en niveles suficientes como para disparar
las funciones bactericidas de las células inmunes. Los ensayos en los que se determino la

induccion de NETs por incubacién con los medios sobrenadantes, indican que B.
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parapertussis no induce la liberacion de ninguna citoquina proinflamatoria en niveles que

determinen la activacion del neutrofilo y lleven a la liberacion de NETs.

Si bien nuestros resultados sugieren que las células epiteliales no generan una
respuesta inflamatoria ante la infeccion con B. parapertussis, diferentes tipos celulares
pueden contribuir a la generacion de una respuesta inflamatoria durante el proceso
infeccioso (43, 44). Nuestros resultados demuestran que B. parapertussis también es capaz
de inhibir la formacion de NETs en respuesta a citoquinas liberadas por las células del
epitelio.

En conclusion los resultados presentados en ésta Tesis Doctoral muestran que en
ausencia de anticuerpos especificos B. parapertussis es capaz de sobrevivir a la interaccion
con células inmunes y establecer infecciones intracelulares en mas de un tipo celular que
podrian constituirse en nichos de persistencia dentro del hospedador. Los resultados indican
claramente la necesidad de inducir anticuerpos opsonizantes en el sitio de infeccion para
poder controlar tanto la colonizacion como el establecimiento de infecciones cronicas. El
control de la tos convulsa y la incidencia creciente de esta enfermedad requiere de la
formulacion de una nueva generacion de vacunas que genere proteccion eficiente no solo

contra B. pertussis sino también contra B. parapertussis.
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