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RESUMEN

Los sistemas de secrecion contribuyen en gran medida a la patogenicidad de las
bacterias. El recientemente descrito sistema de secrecién tipo 6 permite a las bacterias
acceder a diversas células eucariotas, resultando asi un importante factor de
virulencia. Por otra parte, este sistema también despliega actividad antibacteriana.
Esta caracteristica hace que las bacterias con un sistema de secrecion de tipo 6 activo
puedan alterar el equilibrio en sistemas complejos formados por varias especies
microbianas, tales como la microbiota intestinal. Las alteraciones en la composicion del
microbioma se correlacionan con diversas patologias, de ahi que el estudio de la
actividad bactericida mediada por el sistema de secrecion tipo 6 esté cobrando
relevancia. En este trabajo se revisa la organizacién estructural y funcional de este
sistema, su mecanismo de accidon, los efectores que transporta a las células que
depreda y algunos ejemplos relevantes de sus implicaciones biomédicas, con especial
énfasis en su rol bactericida en bacterias enteropatégenas y comensales del intestino
humano, las ventajas que le otorga a Pseudomonas aeruginosa como patogeno
principal en la fibrosis quistica, y su papel indispensable en la colonizacién de los
macrofagos por el patdgeno Francisella tularensis, responsable de la zoonosis
turalemia.

Palabras clave: Sistema de secrecion tipo 6, microbioma, actividad antibacteriana,
competicidn bacteriana, proteinas efectoras, patogenicidad bacteriana

ABSTRACT

The secretion systems are key contributors to bacterial pathogenesis. The recently-
described type 6 secretion system allows bacterial access to eukaryotic cells, thus
constituting a virulence trait. Besides, this system also displays antibacterial activity.
This feature makes type 6 secretion system-encoding bacteria capable to alter the
population balance in polymicrobial communities, such as the gut microbiome.
Changes in the microbiome composition are correlated with several pathologies, a fact
that is boosting the research on this secretion system. In this work, | review the genetic
organization, the gene functions and mechanism of the type 6 secretion system, as
well as the main effectors translocated to its prey cells. Several examples of type 6
secretion systems with biomedical impact are described, with particular emphasis on
its bactericidal role in enteropathogenic and human gut commensal bacteria, the
advantages it provides to Pseudomonas aeruginosa as the main pathogen in cystic
fibrosis, and its essential activity for macrophage colonization by Francisella tularensis,
the pathogen responsible for the zoonotic disease tularemia.

Keywords: Type 6 secretion system, microbiome, antibacterial activity, bacterial
competition, efector proteins, bacterial pathogenesis



INTRODUCCION

En ambientes naturales, los microbios a menudo existen en comunidades
complejas de multiples especies donde la interaccién es esencial para mantener un
ecosistema microbiano equilibrado. La supervivencia bacteriana depende de su
capacidad para adaptarse a un entorno externo desafiante y tener éxito en la
competencia contra las células bacterianas rivales. Critico para este objetivo es el uso
de dispositivos de comunicacion sofisticados, por ejemplo sistemas de secrecion para
trasladar el ADN y/o proteinas especificas a través de la envoltura bacteriana a otras
células y los procesos de transferencia horizontal de genes (HGT) entre diferentes
miembros de la comunidad.

Los sistemas de secrecién de tipo VI (T6SSs), descubiertos en 2006 (Mougous et
al., 2006) (Pukatzki et al., 2006), son nanomaquinas de secrecidon versatiles y
dependientes del contacto presentes en bacterias gramnegativas. Son capaces de
inyectar toxinas directamente en otras bacterias, asi como en las células eucarioticas
(Cianfanelli, Monlezun, & Coulthurst, 2016),(Cascales & Journet, 2016). La mayoria de
los T6SSs estan involucrados en la competencia interbacteriana. Proporcionan una
ventaja en una variedad de nichos polimicrobianos (Alteri et al. 2013). Probablemente
debido a su contribucién a la virulencia (Mohammed, Le Hello, Leekitcharoenphon, &
Hendriksen, 2017) (A. T. Ma, McAuley, Pukatzki, & Mekalanos, 2009) (Chow &
Mazmanian, 2010), se ha producido un estallido de interés en los T6SSs que ha
conducido a una investigacion intensiva sobre el tema en la ultima década. El T6SS es
estructural y mecdnicamente analogo a una cola de fago contractii unida a la
membrana intracelular. El T6SS impulsa una estructura de perforacidén que contiene los
efectores fuera de la célula secretora hacia una célula objetivo o hacia el medio. Se
ensambla a partir de un complejo de proteinas de membrana, que se acopla a una
estructura de placa de base citopldsmica para formar el complejo basal. Un tubo y una
vaina contractil circundante se ensamblan desde la placa de base y se extienden hacia
el citoplasma. Posteriormente, la rapida y poderosa contraccion de la funda o vaina
"dispara" a los efectores fuera de la célula secretora, seguido por el desmontaje de la
funda contraida. Los efectores antibacterianos dependientes de T6SS incluyen
hidrolasas de peptidoglicano, fosfolipasas, DNasas, toxinas formadoras de poros vy
otras familias de proteinas de funcidon actualmente desconocida (Ostrowski et al.,
2018). Las bacterias T6SS+ se protegen a si mismas mediante la posesién de proteinas
de inmunidad afines que neutralizan los efectores tdxicos.

El papel de la actividad antibacteriana dependiente de T6SS en la competencia
interbacteriana es actualmente un tema de intensa investigacion, especialmente en
comunidades polimicrobianas como el intestino de los mamiferos (Wexler et al., 2016)
(Hecht et al., 2016) (Sana, Flaugnatti, et al., 2016) (Chatzidaki-Livanis, Geva-Zatorsky, &
Comstock, 2016). Mas de la mitad de Bacteroidales del intestino humano codifican
T6SSs (Coyne, Roelofs, & Comstock, 2016), pero esta arma también estd presente en
patégenos entéricos como Vibrio cholerae, Campylobacter jejuni, Shigella flexneri,
Salmonella enterica, Escherichia coli y Citrobacter rodentium (Cascales & Journet,
2016) (Sana, Flaugnatti, et al., 2016) (Sana, Lugo, & Monack, 2017). Los T6SSs juegan
un papel importante en la defensa de las bacterias comensales contra los patégenos



invasores, conformando la composicién de la comunidad microbiana y la dinamica de
la microbiota.

ASOCIACIONES DE MICROORGANISMOS: EL MICROBIOMA

El microbioma humano esta formado por billones de microbios que habitan en
el cuerpo, los cuales tienen profundas implicaciones para la salud humana (Clemente
et al. 2012). Se estima que tenemos al menos tantas células microbianas como células
humanas en nuestro cuerpo (Sender, Fuchs, & Milo, 2016). Esto desafia las nociones
tradicionales del "yo" humano y nos empuja a comprender cémo los humanos
interactuamos con los microbios a lo largo de nuestras vidas (Rees, Bosch, & Douglas,
2018).

Los microbiomas se encuentran tanto en la superficie y aperturas naturales del
cuerpo (piel y mucosas) como en todas las cavidades del cuerpo humano: el oido, la
boca, mucosa nasofaringea, pulmones, tracto digestivo y genitourinario. Ejemplos de la
funcidn del microbioma puede ser la composicién microbiana de la boca. Para prevenir
la caries es poco probable que las estrategias antimicrobianas o de inmunizacién
dirigidas a especies individuales sean efectivas. Sin embargo, la modulacién de la
biopelicula oral, que se consigue tanto con los prebidticos como con los probidticos,
emerge como un nuevo enfoque prometedor para prevenir la caries dental (Mira,
2018). Otro ejemplo puede ser el trasplante de heces en enfermos que padecen
infecciones de Clostridium difficile y que son refractarios al tratamiento antibidtico y
ha demostrado su eficacia, al conseguir modificar el microbioma del paciente
(Gundling et al. 2019).

De la misma manera, los diferentes conjuntos de microorganismos que pueblan
el tracto gastrointestinal humano se estan convirtiendo en actores clave en la gestiéon
de la salud y la enfermedad. Varias funciones esenciales conferidas por el microbioma
intestinal al huésped humano indican su importancia. Estos incluyen la fermentacién
de componentes de alimentos no digeribles en metabolitos absorbibles, la sintesis de
vitaminas esenciales, la eliminacion de compuestos tdxicos, la supresion de patdgenos,
el fortalecimiento de la barrera intestinal y la estimulacién y regulacién del sistema
inmunoldgico (Collins et al. 2018).

Los cambios en las exposiciones por parte de la poblacién, tales como las
elevadas tasas de cesarea, el uso abusivo de antibidticos, la politica alimentaria y la
urbanizacién pueden tener importantes influencias en el microbioma a lo largo del
tiempo y las cohortes. Por ejemplo, recientemente se descubrié que la trehalosa, un
aditivo alimentario, cuyo uso por parte de la industria alimentaria ha aumentado
dramaticamente desde fines de la década de 1990, contribuye a la seleccion de cepas
mas virulentas del peligroso microbio intestinal C. difficile y puede haber contribuido a
su aumento en infecciones hospitalarias (Collins et al., 2018). A medida que los datos
de microbiomas a nivel de poblacidon se vuelven cada vez mas disponibles, se estd
fomentando la investigaciéon futura de los determinantes de multiples niveles del
microbioma y como puede vincularse al entorno social y la salud.



Los microbiomas se estan estudiando como biomarcadores que permitan
predecir el riesgo de distintas enfermedades y correlacionarse con estadios fisiolégicos
y patolégicos, es decir, la identificacién de perfiles microbianos asociados a los estados
saludables o patoldgicos. En este marco, resulta relevante el estudio de un sistema de
secrecion capaz de modificar la composicion del microbioma, el sistema de secrecién
tipo VI.

DESCRIPCION MORFOLOGICA Y FUNCIONAL DEL T6SS

El sistema de secrecion tipo VI (T6SS) dispara multiples y diversas proteinas
directamente a las células objetivo, utilizando el mecanismo de accién de las colas
contractiles de los bacteriéfagos. Las proteinas secretadas juegan un papel clave en las
interacciones con los organismos anfitriones, otras bacterias y el medio abidtico.

El T6SS se distribuye extensamente entre las bacterias Gramnegativas, donde
juega un papel critico entre la bacteria y el ambiente en el que se encuentra. Se han
encontrado en Psedomonas aeruginosa, Vibrio cholerae, Burkholderia thailandensis,
Proteus mirabilis o Serratia marcescens. El T6SS puede contribuir tanto en la
patogenicidad de las bacterias como en su efecto antibacteriano. De hecho, es posible
que un mismo sistema presente un efecto antieucariota y antibacteriano.
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Figura 1. Mecanismo de accion del T6SS. (A) La maquinaria extendida o ' cebada al
fuego ' se monta a partir de componentes citopldasmicos y de membrana. El complejo
de membrana, que puede iniciar el ensamblaje del T6SS en la membrana interna,
contiene TssJ, TssLy TssM, representados en amarillo, rojo y naranja, respectivamente.
Una placa base, como la estructura formada por TssAEFGK y representado en marrén,
se sienta en la cara citopldsmica de la membrana interna. Sobre VgrG, dentro de la
placa base, una estructura tubular alargada de los hexdmeros de Hcp (azul claro) se
construye y extiende en el citoplasma, envuelto en una vaina compuesta por las
proteinas TssBC (azul). (B) el segundo paso, ‘disparo’, corresponde a la contraccion de
la vaina y propulsion del tubo interior hacia la célula objetivo. PAAR y VgrG (Tssl),
representadas por tridngulos rosados y purpuras respectivamente, forman el
dispositivo responsable de la perforacién de la membrana antes de la entrega del
efector. (C) una vez que los efectores (estrellas grises) se entregan a la célula objetivo,
la vaina contraida es desmontada por ClpV (hexameros verdes). Abreviaturas: IM,
membrana interna; OM, membrana externa; PG, peptidoglicano. Imagen tomada de
(Cianfanelli et al., 2016).

La formaciéon de un T6SS funcional requiere un conjunto minimo de 13
componentes basicos esenciales llamados TssA — M (Figura 1). Las proteinas
"accesorias" adicionales pueden ser importantes para el correcto montaje o regulacién
de los T6SSs en diferentes sistemas, y su funcién es probablemente facilitar la
versatilidad del T6SS.

El complejo de anclaje a la membrana estd compuesto tipicamente por tres
subunidades (TssJ, TssL y TssM) (Figura 1). TssJ es una lipoproteina anclada en la
membrana externa y expuesta en el periplasma (Aschtgen, Bernard, De Bentzmann,
Lloubés, & Cascales, 2008). TssM esta anclada en la membrana interna por tres
dominios transmembrana y posee un gran dominio periplasmico, incluida una regién
C-terminal que interactia con Tss). Algunas TssM presentan unidon a ATP, al que
hidroliza provocando cambios conformacionales implicados en la funcidn los T6SSs (L.-
S. Ma, Narberhaus, & Lai, 2012). El tercer componente, TssL, estd anclado en la
membrana interna a través de una unica hélice transmembrana. El dominio N-terminal
citoplasmico de TssL media una interaccion estabilizadora con TssM (Zheng & Leung,
2007) (L.-S. Ma, Lin, & Lai, 2009) (Rigard et al., 2016). El complejo es ensamblado
secuencialmente por TssJ, TssM y TssL. Los grandes cambios conformacionales en el
ensamblaje de un T6SS activo hacen que el extremo C-terminal de TssM atraviese la
membrana externa y se forme un poro transitorio a través del cual atraviesan las
puntas perforantes.

El tubo interno de los T6SSs esta compuesto por hexdmeros de Hcp (también
denominada TssD), una proteina estructuralmente relacionada con gp19, la proteina
del tubo de la cola del fago T4 (Leiman et al., 2009) (Figura 1). El uso de mutantes de
sustitucion con cisteina permitié a Brunet et al. demostrar el ensamblaje in vivo de los
tubos de Hcp de manera directa (Brunet, Hénin, Celia, & Cascales, 2014). Este
apilamiento in vivo de hexameros de Hcp requiere VgrG y también es necesario para el
ensamblaje de la envoltura TssBC circundante. VgrG se asienta en la parte superior del
tubo Hcp y es impulsado hacia la célula objetivo. La proteina PAAR que estd
habitualmente codificada inmediatamente aguas abajo del gen vgrG, se une al



extremo de VgrG formando una punta conica final afilada en el extremo de la
estructura de perforacién Hcp-VgrG expulsada (Shneider et al., 2013).

La vaina contractil del T6SS esta compuesta por dos proteinas, TssB y TssC, que
forman estructuras tubulares (Figura 1). Estudios de tomografia crioelectrdnica
revelaron que las vainas se ensamblan en el citoplasma, perpendiculares a la
membrana, y existen en forma contraida hueca (vacia) o en forma mas delgada vy
extendida con una vaina interna, que es el tubo de Hcp que se expulsa (Brunet et al.,
2014) (M Basler, Pilhofer, Henderson, Jensen, & Mekalanos, 2012) (Chang et al., 2014).

La caracteristica mas llamativa de estas estructuras es el dominio de 'apretén
de manos' formado por la asociacion de cadenas beta de dos moléculas TssC en la
misma cadena helicoidal y TssB de una cadena helicoidal vecina, produciendo una hoja
beta aumentada y entrelazada que deberia proporcionar la fuerza requerida para
permanecer intacto durante la contraccidn. La vaina contraida es 1.3 mds anchay 2.4
mas corta que la extendida. Se estimd que una sola contraccidn del T6SS podria liberar
una energia de 18 000 kcal.mol™ (aprox. 1600 moléculas de ATP) y producir un
movimiento rotacional ("perforacion") a una velocidad de hasta 120 000 rpm, lo que
sugiere como el T6SS podria desarrollar suficiente fuerza para trasladar proteinas
grandes.

El subcomplejo final del T6SS es similar al de un bacteriéfago. Es una estructura
similar a una placa base, que actla como una plataforma para el conjunto formado por
la funda y el tubo. Dicho complejo seria citoplasmico pero anclado a la membrana
interna por asociacion con el complejo de membrana de las vainas de TssBC (M Basler
et al., 2012). La proteina TssE muestra homologia con el componente gp25 de la placa
de base del bacteriofago y se requiere para el ensamblaje de TssBC (Kudryashev et al.,
2015). Los otros componentes de la placa base son probablemente los componentes
centrales esenciales, TssAFGK.

ClpV es una proteina citopldasmica AAA+ ATPasa que induce el desensamblaje
de los tubulos TssBC de una manera dependiente de ATP (Boénemann, Pietrosiuk,
Diemand, Zentgraf, & Mogk, 2009), a través del reconocimiento de la hélice N-terminal
de TssC (Pietrosiuk et al., 2011). Tras la contraccion, un cambio conformacional de
TssBC expone el extremo N-terminal de TssC en la superficie de la vaina para su
reconocimiento por ClpV (Kudryashev et al., 2015)(M Basler & Mekalanos, 2012). ClpV
se une especificamente a los tubulos contraidos, permitiendo el reciclaje de la
maquinaria T6SS y también tiene un segundo papel en la prevencion de la
polimerizacién aberrante o no productiva de la vaina en el citoplasma.

SIMILITUD ENTRE T6SS Y COLA CONTRACTIL DE FAGO

Como se describid anteriormente, la estructura citoplasmica del T6SS es similar
a una jeringa que tiene semejanza con la cola contractil de los bacteriofagos (Figura 2),
lo que sugiere que o bien los T6SSs derivan de los bacteriofagos o que ambos
coevolucionaron a partir de un ancestro comun. El ensamblaje de ambas estructuras



sigue un esquema similar: la proteina Hcp se polimeriza para formar el tubo interno y
se acopla con la aguja VgrG que penetra en la membrana. Una estructura similar a una
vaina, constituida por las proteinas TssBC, se polimeriza en una conformacion
extendida y metaestable alrededor de este tubo interno. Este edificio tubular de dos
capas, generalmente de cientos de nandmetros de largo, se ensambla en una
plataforma llamada complejo de placa de base (Cascales & Cambillau, 2012). El
complejo basal estd conectado a la envoltura de la vaina a través de contactos con el
segundo moddulo, el complejo de membrana (Zoued et al., 2013)(Brunet, Zoued, Boyer,
Douzi, & Cascales, 2015).

En los bacteriéfagos, la placa base minima estd compuesta por seis
subunidades (que comprenden las proteinas gp6, gp53 y gp25 en el bacteridfago T4)
que se ensamblan alrededor del complejo de la punta (Leiman et al., 2010). TssE en
T6SS es el homdlogo de la proteina gp25 del bacteriéfago. TssF y TssG comparten
homologias limitadas con las proteinas gp6 y gp53 del fago, respectivamente (Brunet
et al., 2015).
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Figura 2. Arquitectura general del T6SS. (B) Arquitectura del T6SS. Se indica el complejo
de membrana, compuesto por las lipoproteinas Tss) (naranja) y las proteinas de
membrana interna TssM (azul) y TssL (roja) (OM, membrana externa; PG, pared
celular; IM, membrana interna). Se muestran las diferentes regiones de la cola (espiga,
tubo, vaina y placa de base). (C) Arquitectura de un bacteridfago de cola contractil. Los
componentes que se comparten con el T6SS (espiga, tubo, vaina y placa de base) se
representan con el mismo cédigo de color (LTF, fibras de cola larga). Imagen tomada
de (Journet & Cascales, 2016).




Ademads, la proteina de repeticion de valina-glicina de multiples dominios,
VgrG, que es secretada por el T6SS, guarda similitud con las proteinas gp27 y gp5, que
constituyen la punta de la cola del bacteriéfago T4.

SUBTIPOS DE T6SS

Filogenéticamente pueden diferenciarse tres subtipos de T6SS denominados
T6SSi, T6SSii y T6SSiii, siendo este ultimo el mas divergente (Figura 3).

Para conocer la abundancia de estos subtipos se generaron perfiles ocultos de
Markov (HMM) para cada proteina conservada de cada subtipo. Con estos HMM se
hicieron busquedas en las bases de datos para detectar proteinas homodlogas en
distintos phyla bacterianos (Abby & Rocha 2017).

Para los distintos subtipos de T6SS se encontré la siguiente diversidad (Fig. 4):

T6SSi: Es el mas abundante. Se encuentran principalmente en los phyla
Proteobacteria, Acidobacteria y Planctomycetes.

T6SSii: Esta restringido a la clase Gammaproteobacteria. Han sido descritos solo
en Francisella tularensis (Broms, Sjostedt, & Lavander 2010)(Nano & Schmerk
2007)(Ludu et al. 2008) (Barker et al. 2009) (Camacho et al. 2009).

T6SSiii: Solo se ha encontrado en el phylum Bacteroidetes.

T6SSi y T6SSiii funcionan predominantemente como vias de suministro
intercelular de proteinas que median el antagonismo entre las bacterias. Sin embargo,
también se ha demostrado que un pequeifio numero de T6SSi dirigen las proteinas
efectoras a las células huésped eucariotas (Hood et al. 2010).
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Figura 3: Filogenia de los T6SSs. Arbol filogenético de maxima verosimilitud generado a
partir de una alineacidn parcial de 686 secuencias representativas de TssC que abarcan



la diversidad presente en los grupos T6SSi, T6SSii y T6SSiii. Se indican los phyla
representados por cada sistema. Se muestran los valores de soporte de rama
derivados del analisis aBayes para el clado T6SSiii. La barra de escala representa los
cambios de aminodcidos por sitio. Imagen tomada de (Russell, Wexler, et al., 2014).
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Figura 4. Distribucién filogenética de los sistemas de secrecién de proteinas en
bacterias. Tomado de (Abby & Rocha, 2017).

PROTEINAS EFECTORAS SECRETADAS POR EL T6SS

Los efectores pueden ser desplazados por la maquinaria T6SS de dos maneras:
ya sea fusionados a componentes estructurales (denominados efectores
"especializados") o por interaccion no covalente con uno de los componentes
principales (efectores de "carga") (Whitney et al., 2014). En ambos casos los efectores
son expulsados junto con componentes de las proteinas Hcp, VgrG y PAAR. Asi, los
efectores que se encuentran en el dispositivo de perforacion serdn expulsados a la
célula objetivo en un disparo letal (Shneider et al., 2013).

Las proteinas VgrG que presentan un dominio C-terminal téxico, es decir,
fusionadas a efectores, a menudo se denominan VgrG "evolucionadas", y hasta ahora



se han caracterizado varias de estas toxinas (Schwarz et al., 2014)(Sana et al,,
2015)(Brooks, Unterweger, Bachmann, Kostiuk, & Pukatzki, 2013)(Suarez et al., 2010).
Recientemente, se han descrito también varios ejemplos de dominios efectores
fusionados a los dominios PAAR en T6SSs de diferentes organismos (Hachani, Allsopp,
Oduko, & Filloux, 2014)(Whitney et al., 2014).

VgrG-1 de V. cholerae fue el primer ejemplo descrito de una proteina VgrG
fusionada a un dominio efector. VgrG-1 tiene un dominio C-terminal de 446-aa que le
proporciona la capacidad de reticular la actina e inducir el redondeo celular (A. T. Ma
et al., 2009)(Durand et al., 2012).

Por el contrario, los efectores de carga no estdn fusionados con ningun
componente de la maquinaria de secrecidn y, en algunos casos, no estan vinculados
genéticamente con ningun otro gen del T6SS. Sin embargo, muchos genes
codificadores de efectores se encuentran muy cerca de los genes vgrG, hcp o paar, lo
gue sugiere que su secrecion estd asociada con el componente central vecino (De
Maaver et al., 2011)(Russell et al., 2013)(Russell, Peterson, & Mougous, 2014a)(Russell
et al., 2012). La mejor caracterizada de estas interacciones es la que existe entre Hcpl
y el efector Tse2 de H1-T6SS de P. aeruginosa. Tse2 interactUa directamente y no
covalentemente con Hcpl y se puede localizar en la superficie interna de Hcpl
(Silverman et al., 2013). Ademas, cuatro pequefios efectores entregados por H1-T6SS
de P. aeruginosa, incluido Tse2, estan estabilizados por Hcpl, lo que sugiere un papel
similar a la chaperona que puede conservarse en otros organismos (Whitney et al.,
2014)(Silverman et al. 2012). También se cree que las proteinas VgrG y PAAR pueden
unirse especificamente a los efectores mediante uniones no covalentes y, por lo tanto,
dirigirlas durante la secrecién (Shneider et al., 2013).

Las proteinas efectoras asociadas a T6SSs tienen toxicidad hacia bacterias o
células eucariotas y estan codificadas al lado de un gen que codifica un producto que
proporciona inmunidad a la toxina, lo que impide la auto-intoxicacion (Russell et al.
2011). Ensayos de competencia de crecimiento entre una cepa donante que secretaba
la toxina y una cepa receptora que fue disefiada para carecer de uno o mas pares de
genes que proporcionan el efecto inmunidad, mostraron que las proteinas efectoras se
translocan entre las bacterias a través de los T6SSs y que este proceso confiere una
ventaja significativa a las cepas donantes (Russell, Peterson, & Mougous 2014).
Estudios como éste evidenciaron que la entrega de proteinas efectoras tdxicas a otras
células bacterianas es una actividad fundamental del T6SS.

Pero no se sabe hasta qué punto la translocacién de la toxina facilita la invasién
de bacterias en nuevos habitats o protege a poblaciones establecidas de competidores
invasores. Tampoco se conoce en qué medida el antagonismo mediado por los T6SSs
facilita la competencia entre bacterias individuales dentro de la misma especie frente a
las de otra especie.

Los T6SSs podrian tener muchas funciones en las interacciones entre diversas
bacterias, debido a la actividad interbacteriana de las diferentes proteinas efectoras.



Proteinas efectoras que degradan la pared celular

El componente principal de |la pared bacteriana es el peptidoglicano, con lo cual
muchos efectores del arsenal de los T6SSs se dirigen hacia este compuesto. De hecho,
TSE1 y TSE3, que fueron los primeros efectores antibacterianos caracterizados de un
T6SS, tienen actividad degradadora del peptidoglicano (Russell et al. 2011).

El efector TSE1 pertenece a un gran grupo de efectores T6SS, la superfamilia
amidasa tipo VI (Tae) (Russell et al., 2012). TSE1 se dirige hacia los lugares de sintesis
del peptidoglicano, impidiendo las reticulaciones de los péptidos, cuya interrupcién
tiene efectos catastréficos en la célula (EI Ghachi et al., 2006)(Kong, Schneper, &
Mathee, 2010)(Reynolds, 1989). Las proteinas Tae comprenden al menos cuatro
familias muy divergentes. Funcionan como una amidasa que cataliza la hidrdlisis del
peptidoglicano de bacterias Gram-negativas (Russell et al., 2012)(Srikannathasan et al.,
2013).

Como las proteinas Tae se exportan por multiples clados T6SS a través de una
gama de organismos T6SS-positivos, la presencia de las propiedades comunes de la
superfamilia Tae sugiere que hay conservacién funcional y mecanistica en todos los
T6SSs.

Otro efector degradador del peptidoglicano, TSE3, se dirige a la espina dorsal
glucidica del peptidoglicano en lugar de a las cadenas de péptidos. Es una glicésido
hidrolasa que tiene un sitio de escisidon especifico y funciona como una muramidasa.

Proteinas efectoras que actuan sobre la membrana celular

La membrana celular, al igual que la pared celular, es un componente esencial
de la célula bacteriana. Por lo tanto, no es sorprendente que esta estructura sea
también un objetivo de los efectores T6SS. Un grupo de efectores fosfolipasa
presentes en T6SSs, conocido como la proteina Lipasa efector tipo VI (TLE), se dirigen
directamente a la membrana bacteriana provocando la hidrélisis de sus componentes
lipidicos (Russell et al., 2013).

Curiosamente, estas proteinas degradan las membranas atacando diferentes
enlaces en los fosfolipidos. Ademas de mostrar la especificidad de enlace dentro de un
fosfolipido dado, las proteinas TLE también parecen mostrar preferencia por el grupo
de cabeza de los fosfolipidos. El andlisis de fosfolipidos de las células que fueron
intoxicadas con Tle5 de P. aeruginosa mostraron que esta enzima fosfolipasa D tiene
una preferencia por fosfatidiletanolamina, que es el constituyente principal de los
fosfolipidos de la membrana bacteriana (Russell et al., 2013).

Las membranas de las bacterias y eucariotas contienen principalmente
fosfolipidos. Este hecho plantea la intrigante posibilidad de que los efectores TLE
podrian participar tanto en las interacciones bacterianas como sobre las células
eucariotas. Un soporte a esta posibilidad es el hecho de que la interrupcion de los
genes efectores tle5 de P. aeroginosa y tle2 de V. cholerae atenua la infeccidon de



células eucariotas por estos organismos (Dong, Ho, Yoder-Himes, & Mekalanos,
2013)(Wilderman, Vasil, Johnson, & Vasil, 2001).

La barrera que se proporciona por la membrana celular no sdlo es susceptible a
la hidrélisis por las fosfolipasas, también puede ser interrumpida por la inserciéon de
proteinas formadoras del poro, que crean canales que disipan gradientes
guimiosmoéticos esenciales. Esta estrategia es utilizada por las bacterias que segregan
bacteriocinas y se ha estudiado bien para la colicina la (Cascales et al., 2007).

Hay un efector T6SS antibacteriano en V. cholerae (VASX) y una proteina que
se secreta por un T6SS interbacteriano en Burkholderia thailandensis, que tienen una
funcidon y estructura muy similares a la colicina la. Ambas VASX interrumpen la
membrana interna de las células diana que carecen de la proteina de inmunidad TsiV2
(Cascales et al., 2007)(Geli, Baty, Pattus, & Lazdunski, 1989).

Efectores dirigidos contra el acido nucleico

La membrana celular no parece contener todas las dianas de los efectores T6SS.
También hay nucleasas en el arsenal de las proteinas efectoras. Un subconjunto de
proteinas tipo Rhs son efectores nucleasa T6SS (Poole et al., 2011)(Koskiniemi et al.,
2013). Las proteinas Rhs de Dickeya dadantii (RhsA y RhsB) contienen dominios
efectores C-terminales relacionados con endo-nucleasas y se transfieren entre células
bacterianas de una manera que depende de los genes vgrG a los que estan
estrechamente vinculados. Cuando se expresan en Escherichia coli, estos dominios
producen una degradacion del ADN cromosdmico y plasmidico. Ademas, se ha visto
gue su suministro a las células diana estd acompafiado de la inhibicidn del crecimiento
de las mismas y de pérdida de la tincidn con DAPI, un indicador de la degradacién del
cromosoma.

La exportacion de proteinas Rhs dependientes de T6SS en S. marcescens y
Proteus mirabilis sugiere que este tipo de efector puede tener un papel amplio en las
interacciones bacterianas mediadas por T6SS (Wenren, Sullivan, Cardarelli, Septer, &
Gibbs, 2013)(Fritsch et al., 2013).

ANTAGONISMO INTERBACTERIANO MEDIADO POR T6SS

El papel de T6SS en la mediacion de antagonismo interbacteriano estd teniendo
cada vez mas importancia. Burkholderia thailandensis, Pseudomonas aeruginosa,
Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Serratia marcescens, Citrobacter rodentium,
P. syringae y Acinetobacter baumannii aumentan la actividad de sus T6SSs para
competir por espacio y recursos, cuando se cultivan con otras bacterias en el
laboratorio (Hood et al., 2010)(Schwarz et al., 2010).

Algunos T6SSs, tales como H1-T6SS de P. geruginosa y el sistema VASX de las
cepas 01 de V. cholerae, son reprimidos cuando se detectan muchas bacterias en la



vecindad por quorum sensing (Lesic, Starkey, He, Hazan, & Rahme, 2009)(Ishikawa,
Rompikuntal, Lindmark, Milton, & Wai, 2009). Esto indica que estos sistemas son
activos cuando las células no han establecido una comunidad densa y, por lo tanto, si
operan en el antagonismo, su funcion podria ser la de ayudar en la colonizacién de
superficies a través del desplazamiento de bacterias competidoras.

Por el contrario, otros T6SSs, como H2-T6SS de P. aeruginosa, se inducen en
condiciones de alta densidad celular (Lesic et al., 2009). Estos T6SSs podrian estar
implicados en la defensa de las comunidades de organismos invasores o,
alternativamente, en la invasion de las comunidades de organismos que producen
sefiales compatibles. Ademads, algunos T6SSs estan regulados por sefiales ambientales,
tales como temperatura, pH o la disponibilidad de hierro (Wu et al. 2012) (Robinson et
al. 2009) (Ishikawa et al. 2009).

Implicaciones del antagonismo intraespecifico

Cuanto mas se solapan las necesidades de nichos entre dos organismos, mas
probable es su competencia por el medio ambiente (Tilman, 1982). Aunque las cepas a
veces cooperan y forman comunidades mixtas, en muchos casos, el crecimiento de una
cepa influye en el crecimiento de la otra, tanto en el laboratorio como en el entorno
(Hawlena, Bashey, Mendes-Soares, & Lively, 2010)(Gibbs, Urbanowski, & Greenberg,
2008).

Un ejemplo sorprendente de la contribucion de los T6SSs a la competencia
entre bacterias es el comportamiento cooperativo y territorial de Proteus mirabilis.
Esta bacteria tiene capacidad moétil. Cuando bacterias isogénicas se encuentran, se
reconocen y se mezclan sin atacarse. Sin embargo, las células no isogénicas de P.
mirabilis establecen limites de células muertas y moribundas cuando encuentran entre
si. Este fendmeno implica una actividad de auto-reconocimiento que se ha vinculado a
tres loci genéticos, identificacion de lo propio (ids), reconocimiento de identidad (idr) y
secrecion de tipo VI (tss) 45,67 (Wenren et al., 2013). El grupo de genes tss codifica un
aparato T6SS, vy los loci ids e idr son genes que codifican proteinas VgrG y proteinas
similares a VASX y Rhs, respectivamente.

El proceso depende de la actividad del T6SS codificado por tss, y la actividad de
auto-reconocimiento se correlaciona con la variabilidad en los loci idi e idr. Por lo
tanto, el reconocimiento facilitado por el T6SS parece contribuir directamente a la
capacidad de cooperacién de P. mirabilis.

La competencia interbacteriana podria explicar la diversidad del repertorio de
pares T6SS efector-inmunidad (E-1) en muchos organismos. La seleccion para mantener
la diversidad podria ser debido a la carrera armamentistica en la que una célula que
carece de un par E-l, pero que si estd presente en su vecino es rapidamente
desplazada. Esto proporciona ademadas una explicaciéon de por qué un organismo
translocaria proteinas efectoras estrechamente relacionadas, aunque éstas son
propensas a tener una funcién enzimatica redundante, que pueden diferir en el



reconocimiento inmune y serian no redundantes con respecto a la competencia
interbacteriana (English et al., 2012)(Russell et al., 2012).

Los T6SSs no son los Unicos que proporcionan mecanismos dependientes del
contacto. Las bacterias gramnegativas codifican vias adicionales que, aunque
compartan propiedades con los T6SSs, tienen capacidades especializadas distintas.
Este mecanismo es la inhibicion dependiente del contacto (CDI) y se parece mucho al
T6SS, ya que requiere una asociacion estrecha con las células diana, ademas de usar
pares de inmunidad-toxina polimdrficos (Ruhe, Low, & Hayes, 2013) .

CDI utiliza un mecanismo de secrecion de dos parejas de toxinas filamentosas,
denominadas proteinas CdiA, en la superficie celular. Como los efectores T6SS, el
dominio de la toxina de CdiA es altamente polimdrfico, incluso dentro de las familias
que exhiben la misma actividad enzimatica (Aoki et al., 2010)(Nikolakakis et al.,
2012)(Aoki et al., 2008).

También de forma similar al T6SS, los sistema auto-CDI secretan proteinas de la
inmunidad afines e igualmente polimérficas que protegen contra la auto-intoxicacion.
Los sistemas CDI son comunes en Proteobacteria y se encuentran a menudo
coexistiendo simultaneamente con T6SSs.

¢Por qué entonces podria un organismo poseer estas vias con funcionalidad
aparentemente redundante? El T6SS se dirige a bacterias Gramnegativas de una
manera casi indiscriminada, mientras la CDI se produce entre bacterias muy
relacionadas ya que requieren de receptores de la membrana externa que varian entre
especies bacterianas (Aoki et al., 2008). Por lo tanto, CDI no funciona directamente
como un mecanismo de defensa amplio, sino que parece estar restringida de manera
mas funcional. Los datos también sugieren que las limitaciones fisicas y temporales de
las funciones de CDI podrian ser mds permisivas que para los del T6SS, permitiendo a
CDI funcionar en condiciones que no son favorables al T6SS. Un ejemplo son las
diferencias de actividad CDI que se pueden observar entre las poblaciones de bacterias
gue se cultivan en medio liquido, mientras que las cepas donantes de efectores T6SS
altamente activas y constitutivas parecen no mostrar ninguna actividad en estas
condiciones (Hood et al., 2010)(Aoki et al., 2005).

Una posible explicaciéon para esta diferencia es que los contactos transitorios
que son provocados por las colisiones celulares no proporcionan el tiempo necesario
para el montaje de un aparato de secrecidon orientado apropiadamente, como es el
T6SS. En la actualidad es dificil comparar directamente la cinética de la intoxicacion por
estos dos sistemas. Sin embargo, el dominio de toxina de CdiA se observa facilmente
en el citoplasma de las células diana dentro de una hora de cocultivo con células del
donante, mientras que, en condiciones similares, la lisis de las células receptoras por el
T6SS no se produce hasta pasada mds de una hora (Leroux et al., 2012)(Julia S Webb et
al., 2013).



Funciones mas alla del antagonismo

Senalizacion

Estos estudios siempre se han centrado en la comunicacidn celular a través de
moléculas de sefializacién. Sin embargo, los mecanismos dependientes del contacto
tienen la ventaja, en espacios reducidos, de que también proporcionan informacion
sobre el niumero y la identidad de las células inmediatamente adyacentes.

Es posible que las proteinas efectoras T6SS tengan un papel en la sefializacién
entre las células isogénicas (Figura 5c). Esto podria ser debido a la actividad residual
del efector, o al complejo E — | que en si mismo podria funcionar como una molécula
de sefalizacion. El uso de proteinas efectoras toxicas, como moléculas de
sefalizaciones es interesante, ya que los receptores de los organismos deseados
interpretan la sefial con éxito, mientras que los receptores no intencionados
experimentan efectos antagdnicos.

. Invasion of a community
Antagonism )
Defence of a community

Signalling
Killing non-cooperators

Other ) )
Biofilm remodelling

-~ O QO 0O o o

Killing phage-infected bacteria

Figura 5. Actividades entre células competidoras rojas y azules. a y b muestran
actividades de antagonismo entre células rojas y azules. c-f muestran actividades no
antagonistas entre dos células azules. Los contornos discontinuos indican las células
que estan siendo atacadas por el T6SS. Las flechas muestran la direccionalidad de las
interacciones mediadas por este sistema. Imagen tomada de (Russell, Peterson, &
Mougous 2014).



Ataque a células no cooperadoras

Bacterias isogénicas de una misma poblacién exhiben distinto grado de
expresion génica, llegando a existir subpoblaciones que no producen determinada
caracteristica pero se benefician de ésta a partir de sus vecinos que si la producen. Son
los conocidos como tramposos (cheaters). La subpoblacién que no exprese ya sea el
T6SS o el par E-I podria beneficiarse de la eliminaciéon de competidores por parte de los
miembros de la poblacién que si estan expresando el T6SS y E-I. Como muestra la
figura 5d, esta subpoblacién tramposa seria eliminada por los miembros que si gastan
recursos metabdlicos en la produccién de T6SS y E-I.

Estructura de la comunidad

La intoxicacion por proteinas efectoras, aunque perjudicial, también podria
contribuir a la arquitectura tridimensional de comunidades bacterianas (Figura 5e). En
los agregados de bacterias isogénicas las células experimentan diferenciacion. Parte de
esta diferenciacion como es la senescencia o la muerte con la lisis posterior, son
iguales que los resultados de ataque por las moléculas antagonistas (Jeremy S Webb,
Givskov, & Kjelleberg, 2003). Todas las células en una poblacion isogénica poseen
ambos genes de inmunidad y efectores. La heterogeneidad en la expresion génica se
observa con frecuencia en agregados celulares, debido a las diferencias
microambientales que se encuentran dentro de comunidades complejas (Stewart &
Franklin, 2008). De esta manera, las sefiales de posicidon pueden inducir la expresién de
la inmunidad diferencial, lo que permitiria que se produzca la intoxicacion T6SS-
dependiente.

De defensa contra el ataque de fagos

Se sabe que los sistemas de toxina-antitoxina (TA) se pueden utilizar para
inducir el suicidio en bacterias infectadas por fagos, de tal manera que se protege a las
células cercanas de la infeccion (Hazan & Engelberg-Kulka, 2004). Proteinas efectoras
T6SS también podrian utilizarse para eliminar organismos adyacentes infectados
(Figura 5f).

Infeccion polimicrobiana de los T6S5Ss

Los T6SSs podrian contribuir a la virulencia, al permitir que los patégenos
compitan mas eficazmente contra otras bacterias del habitat o del huésped. Las
interacciones antagonistas mediadas por el T6SS podrian ser importantes para la
patogénesis bacteriana en una variedad de contextos (Figura 5a y 5b). En primer lugar,
con el fin de establecer una infeccidén los patégenos deben ser capaces de superar la
barrera de la colonizacion que se crea por la microflora autdctona (Figura 6). Esto es
especialmente importante para los patdégenos entéricos que compiten contra las
poblaciones establecidas en los intestinos (Sekirov, Russell, Antunes, & Finlay, 2010).



Disease Bacteria with T6SS
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Figura 6. T6SS e infeccidn interbacteriana. Imagen tomada de (Russell, Peterson, &
Mougous 2014).

En la figura 6 se muestran varios escenarios en los que el T6SS jugaria un papel
relevante en el desarrollo de enfermedades. Como se representa en el panel a, en los
intestinos, el T6SS puede ser utilizado por patégenos invasores (primer plano del
intestino, izquierda) o por comensales que bloquean patdgenos invasores (primer
plano del intestino, derecha). En las heridas de la piel, el T6SS podria ser importante
para la competencia durante la colonizacién (primer plano de la herida, células azules
frente a las verdes en el panel b), también podria permitir a las poblaciones
establecidas proteger su nicho de invasores susceptibles (primer plano de la herida,
células rojas frente a las verdes en el panel b) o podria facilitar la sefalizacion dentro
de las poblaciones (cierre de la herida, célula roja que apunta a otra célula roja en el
panel b). Ademas, en las infecciones pulmonares crénicas, como las representadas en
el panel ¢, las funciones del T6SS podrian incluir prevenir la invasion de una poblacién
establecida por especies susceptibles (primer plano de los pulmones, derecha), facilitar
la invasién de una poblacion establecida susceptible (primer plano de los pulmones,
centro), o contribuir al agregado celular mediando la lisis de una subpoblacion de
células (primer plano pulmdn, izquierda).

El caso de cepas de Escherichia coli enteropatdgenas es un ejemplo de
predadores de un nicho susceptible, tal y como se ilustra en la Figura 7.
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Figura 7. Ensamblaje y contraccién de la vaina T6SS hacia una célula objetivo y
su posterior lisis. Se muestra una serie temporal de la competencia entre las células
T6SS+ depredadoras que producen TssB-sfGFP (canal GFP, verde) y presas T6SS- (canal
mCherry, rojo). La contraccion de la vaina T6SS orientada hacia las células presa causa
la lisis de las mismas (microscopia de fluorescencia (A y B, panel superior) vy
microscopia de contraste de fase (B, panel inferior) La envoltura contraida en el ataque
a la presa se indica mediante tridngulos blancos en ambos paneles. El tridngulo violeta
destaca un evento de duelo entre dos células depredadoras. La barra de escala es de 1
um. Se tomaron imagenes individuales cada 7,5 min. Imagen tomada de (Brunet,
Espinosa, Harchouni, Mignot, & Cascales, 2013).
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Cuando la barrera formada por la colonizacion comensal esté comprometida,
por ejemplo, por la interrupciéon de la superficie epitelial, el anfitrion puede ser
susceptible a infecciones por muchas bacterias. En este contexto, los T6SSs de los
patégenos podrian dar una ventaja competitiva sobre otros colonizadores potenciales;
por ejemplo, los organismos que tienen T6SSs dirigidos a bacterias, incluyendo A.
baumannii, P. aeruginosa, S. marcescens y P. mirabilis, son habitantes comunes de
heridas. Después de la colonizacién, es posible que los T6SSs permitan a los patogenos
defender su nicho resistiendo a la invasién de competidores de la misma o de otras
especies que accedan.

La mayoria de los efectores que se han identificado hasta ahora muestran
actividad antibacteriana hacia receptores susceptibles, lo que resalta la importancia
del T6SS en la mediacién de las interacciones interbacterianas.

La amplia gama de objetivos de los efectores T6SS refuerza la importancia de la
funcidn antagdnica de los T6SSs. Sin embargo, como hemos visto hay un amplio rango
de efectos fisioldgicos de estos en las poblaciones bacterianas, ademas de su funcién
antagonica.



IMPLICACIONES BIOMEDICAS DE LOS T6SSs

El potencial del T6SS para influir en la composicion de las comunidades
microbianas sugiere aplicaciones prometedoras. La necesidad de nuevos
antimicrobianos, particularmente aquellos que tienen la capacidad de atacar
infecciones crdnicas y persistentes, nunca ha sido mas evidente (Schwarz et al., 2010).
La capacidad de los T6SSs para administrar antimicrobianos potentes directamente a
los patdgenos gramnegativos hace que el sistema sea un candidato atractivo para la
ingenieria de nuevos mecanismos antimicrobianos en organismos probidticos. Dicho
enfoque antibacteriano se beneficiaria de la capacidad del T6SS para funcionar en una
biopelicula, que es un estado de crecimiento notoriamente dificil de tratar debido a su
mayor resistencia a los antimicrobianos tradicionales (Schwarz et al., 2010) (Parsek &
Singh, 2003).

Una estrategia alternativa podria ser desarrollar inhibidores de su actividad.
Estos inhibidores combatirian la infeccidn al disminuir la capacidad de los patdgenos
para competir contra la microflora residente. Finalmente, la capacidad del T6SS para
contribuir al acondicionamiento bacteriano podria aprovecharse aumentando los
repertorios de efectores provenientes de organismos ambientalmente beneficiosos,
como las bacterias promotoras del crecimiento de las plantas o las especies de
biorremediacién, para facilitar su capacidad para competir con los organismos
indigenas.

Papel de los T6SSs en el microbioma intestinal

El intestino es un ambiente limitado tanto en espacio como en nutrientes. Los
microbios que habitan en el intestino han desarrollado multiples mecanismos vy
estrategias para coexistir o competir con otros organismos que comparten los mismos
recursos. Mientras que algunas especies cambiaran su metabolismo para utilizar
nutrientes secundarios, otras optan por adoptar un enfoque mas directo y matan
directamente a sus competidores mediante la liberacién de compuestos quimicos o la
secrecion de efectores a través de los T6SSs (Green ER, n.d.). Ya que son son capaces
de inyectar toxinas en otras bacterias, asi como en células eucariotas (Cianfanelli,
Monlezun, & Coulthurst 2016).

Estudios recientes han puesto de relieve el papel de las respuestas
antibacterianas dependientes del T6SS en la competencia interbacteriana en el
intestino de los mamiferos (Wexler et al. 2016) (Hecht et al. 2016) (Russell et al. 2014)
(Sana et al. 2016) (Chatzidaki-Livanis, Geva-Zatorsky, & Comstock 2016), lo que sugiere
que los T6SSs puede ser importantes no sélo para dar forma a la composicion de la
comunidad microbiana, sino también para gobernar las interacciones entre la
microbiota autdctona y la invasora. La manipulacién de los receptores T6SS de la
microbiota comensal y de los patégenos bacterianos entéricos se podrian utilizar para
terapias potenciales en el futuro (Sana et al., 2017).



¢Por qué es relevante estudiar el papel del T6SS en el intestino?

Una vez que se estableci6 que el T6SS puede servir como un arma
antibacteriana, se investigo si esta actividad era importante en la modulacién de las
interacciones bacterianas en el intestino de los mamiferos. Mediante el estudio de la
bacteria comensal intestinal Bacteroides fragilis, Wexler y sus colegas determinaron
que mas de 109 eventos de ataques mediados por T6SS ocurren por minuto por gramo
de contenido de colonias, y que estos simbiontes microbianos requieren de su T6SS
para persistir en el intestino (Wexler et al., 2016). Por otra parte, 130 loci T6SSs fueron
identificados dentro de los 205 genomas Bacteroidales humanos analizados,
sugiriendo que alrededor de una cuarta parte de la microbiota intestinal humana
codifica al menos un T6SS (Coyne et al., 2016). Muchos de ellos estan codificados en
elementos integrativos-conjugativos, que tienen la capacidad de transferirse, por
tanto, los T6SS pueden ser potencialmente transferibles entre especies Bacteroidales
(Coyne, Zitomersky, McGuire, Earl, & Comstock, 2014). Basandose en la alta tasa de
disparo y en la gran distribucion de tales mecanismos entre los genomas de los
comensales intestinales, es razonable plantear la hipdtesis de que los T6SSs son clave
en la modulacion de la dindmica ecolégica de la microbiota intestinal.

é¢Son utilizados los T6SSs por patégenos entéricos en el intestino?

Ademds de las bacterias comensales, muchos patégenos entéricos
Gramnegativos, como Vibrio cholerae, Salmonella typhimurium, Escherichia coli,
Campylobacter jejuni, Shigella flexneriy Citrobacter rodentium contienen T6SSs. Tanto
V. cholerae como C. rodentium utilizan su T6SS para matar otras bacterias in vitro
(MaclIntyre et al. 2010) (Gueguen & Cascales 2013) De hecho, los estudios in vitro han
demostrado que el T6SS de V. cholerae es activado por mucinas y por las sales biliares
modificadas por la microbiota (Bachmann et al., 2015). De acuerdo con estos
resultados, un T6SS intacto se requiere para que V. cholerae colonice el intestino de
conejos no adultos (Fu, Waldor, & Mekalanos 2013).

Para determinar si la actividad anticomensal T6SS-dependiente es requerida
por el patdégeno para colonizar y proliferar eficazmente en el intestino del anfitrién, se
vio que en ratones S. typhimurium mata a bacterias comensales como Klebsiella
oxytoca, tanto in vitro, como en el intestino del huésped a través de los T6SSs (Sana et
al. 2016). Esta actividad bactericida fue mayor en presencia de las sales biliares in vitro
y requirié de la toxina de VI amidasa (efector Tae4). Todavia es demasiado pronto para
entender por completo por qué Salmonella podria tener como objetivo K. oxytoca.
Estudios recientes han encontrado que Klebsiella es capaz de metabolizar azlcares que
son similares a aquellos utilizados por Salmonella en el intestino de los ratones (Faber
et al. 2016), sugiriendo que el patégeno podria estar eliminando a un competidor
nutricional.



¢Existe alguna aplicacion biomédica de este acontecimiento?

Es muy probable, ya que las bacterias comensales pueden utilizar T6SSs
especificos para matar ciertos patdgenos entéricos. Aunque tenemos que tener en
cuenta que si esta respuesta no es especifica podremos matar bacterias intestinales
residentes importantes para la homeostasis y, por lo tanto, tener consecuencias
negativas para la salud del huésped.

Seria interesante conseguir mediante ingenieria probidtica, genes antitoxina
especificos en la flora comensal para evitar ser eliminados por los patégenos. De esta
forma se volverian inmunes al ataque T6SS del patdgeno, convirtiéndose en un
competidor directo y proporcionando al huésped una resistencia a la colonizacién del
patdégeno.

Papel de los T6SSs en bacterias comensales del intestino: el caso de los
Bacteroidetes

Los Bacteroidetes son el componente principal de la microbiota
gastrointestinal, vaginal y bucal de los mamiferos. Estos microorganismos juegan un
papel fundamental en el metabolismo de polisacaridos de origen vegetal. Se estima
que se encuentran en un rango de 10" a 10* en heces humanas. Son beneficiosos para
el hospedador, al evitar que pontenciales patdgenos colonicen los intestinos.

El desarrollo microbiano entérico sigue un curso predecible en el que el
neonato estéril es colonizado progresivamente por las flavibacterias contaminantes
ambientales, luego los lactobacilos, seguidos de los coliformes anaerdbicos facultativos
y, finalmente, las bacteroidales estrictamente anaerdbicas (Schaedler et al., 1965). La
exposicién microbiana es necesaria pero no suficiente para la colonizacién. Analisis de
diversidad microbiana en ambientes interiores no basados en técnicas de cultivo
microbiano han revelado todo tipo de microbios comensales y patdgenos ausentes en
la microbiota individual a pesar de la exposicion persistente a los mismos (Lax et al.,
2014) (Gibbons et al., 2015).

Muchas enfermedades humanas estan asociadas con microbios comensales o
una respuesta inmune inadecuada a los microbios comensales. La colitis crdnica
asociada con la enfermedad de Crohn y la enfermedad celiaca son ejemplos
destacados de una reaccion inflamatoria contra la flora entérica. Los microbios
comensales también pueden mediar episodios agudos de colitis, incluidos muchos
casos de diarrea infantil y asociada a antibidticos en los que no se detecta ningln
patdégeno sensu strictu (Bartlett, 2002).

Una interpretacion es que el estado de la enfermedad es el resultado de una
interaccion desregulada entre el huésped y una flora "saludable". Es probable que
muchos factores contribuyan a esta falta de comunicacién, incluida la configuracién
particular de la comunidad microbiana, el genotipo del huésped, la ontogenia, la dieta,
la exposicion a antibidticos y otras variables ambientales. En esta perspectiva, la
resistencia a la colonizacidon y la virulencia no son propiedades aisladas del huésped y



el microbio, respectivamente, sino una propiedad emergente de la interaccién entre el
huésped, el microbio y el microbioma.

Bacteroidetes fragillis puede ser tanto una bacteria comensal como un
patégeno oportunista que ocasiona el 90% de las infecciones anaerobias peritoneales,
gue se asocia con diarrea infantil y cancer de colon (Wu et al., 2009).

Una cepa no toxigénica de B. fragilis (NTBF) fue capaz de restringir la
colonizacidn entérica por una cepa enterotoxigénica (ETBF) de manera T6SS
dependiente (Wu et al.,, 2009). 17 ratones colonizados con una cepa NTBF que
codificaba un T6SS" estaban protegidos contra la colonizacién subsiguiente con la cepa
ETBF y evitaba asi la enfermedad entérica. La exclusion competitiva de B. fragilis
enterotoxigénica por una cepa no toxigénica limitd la exposicion a toxinas y protegio al
huésped contra la enfermedad inflamatoria intestinal. En contraste, un mutante de
NTBF isogénico que carecia de un componente critico del T6SS permitié la colonizacién
por ETBF, lo que demuestra el rol fundamental del T6SS para la colonizacidon o no por
B. fragilis. El T6SS se revela, por tanto, como un determinante de la competencia in
vivo entre una cepa de B. fragilis establecida y otra secundaria.

Contribucion del T6SS a la patogénesis de Pseudomonas aeruginosa y su
implicacion en la fibrosis quistica

Pseudomonas aeruginosa es un patégeno oportunista que causa infecciones
agudas y crénicas en personas inmunodeprimidas. Es una gamma-proteobacteria
ubicua, metabdlicamente versatil que prospera en los habitats acuaticos y del suelo y
coloniza las superficies de plantas, animales y seres humanos.

P. aeruginosa puede causar multiples infecciones en el hombre que varian de
local a sistémica y de benigna a mortal. En las ultimas décadas, esta bacteria
gramnegativa cosmopolita se ha convertido en uno de los agentes causales mas
frecuentes de infecciones nosocomiales asociadas con una morbilidad y mortalidad
importantes (Juan, Pena, & Oliver 2017). La neumonia y la sepsis en pacientes de
unidades de cuidados intensivos (UCI) todavia tienen un prondstico sombrio. Las
infecciones cronicas de las vias respiratorias con P. geruginosa son una causa
importante de morbilidad en las personas con fibrosis quistica (FQ) o enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC) (Lund-Palau et al. 2016).

En los pulmones de pacientes con FQ, donde las poblaciones clonales de P.
aeruginosa pueden persistir durante afios, la diversidad general de las especies que
colonizan este habitat disminuye a medida que los pacientes envejecen (Goddard et
al., 2012). Un mecanismo por el cual las poblaciones de P. aeruginosa podrian prevenir
la invasién de otros organismos es debido al papel de los T6SSs en las infecciones por
FQ. Los aislamientos clinicos de P. aeruginosa de las infecciones por FQ con frecuencia
tienen T6SSs antibacterianos altamente activos (Mougous et al. 2006) (Moscoso et al.
2011).



Se ha visto que 20 son los clones que participan en el 44% de las infecciones, lo
que indica que la poblacién de P. geruginosa esta dominada por pocos linajes clénicos
epidémicos. Los clones mas abundantes como C o PA14 se detectaron en todos los
habitats, aunque a diferentes frecuencias (Fischer et al., 2016). Por otro lado, la
proporcién de clones especificos de habitat fue del 25% en el EPOC, del 32% en las
infecciones agudas, del 39% en el medio ambiente y del 54% en la FQ, lo que indica
que los pulmones con FQ seleccionan clones que pueden soportar la exposicién al
ambiente microbioldgico de los hospitales y a la quimioterapia antimicrobiana regular.
El espectro de clones fue mas amplio en los pulmones con EPOC y FQ que en los
multiples nichos de infecciones agudas, lo que implica que las vias aéreas de un
hospedador predispuesto pueden ser colonizadas por mas tipos de clones que los
organos de un huésped previamente sano e inmunocompetente.

El sistema de secrecidén tipo Il (T3SS) y sus efectores son los principales
determinantes de virulencia de P. ageruginosa (Galle, Carpentier, & Beyaert, 2012). El
T3SS forma una aguja que inyecta directamente los efectores de virulencia (ExoS, ExoT,
ExoU y ExoY) en la célula hospedadora. ExoS y ExoT interrumpen la ruta de
sefalizacion responsable de la activacion y el ensamblaje de la NADPH oxidasa
fagocitica y, por lo tanto, bloquean la produccién de especies de oxigeno reactivo
(Vareechon, Zmina, Karmakar, Pearlman, & Rietsch, 2017).

P. aeruginosa posee también T6SS, concretamente tres. Los tres H1, H2 y H3-
T6SS, translocan proteinas entre las células. H1-T6SS libera tres toxinas Tsel-3, que
matan a los competidores bacterianos que habitan en el mismo nicho. H2-T6SS y H3-
T6SS se dirigen tanto a las células procariotas como a las eucariotas (Jiang, Waterfield,
Yang, Yang, & Jin, 2014) (Hu et al., 2014)(Yang et al., 2016)(Jiang et al., 2016) (Bleves,
2016). Las toxinas de estos dos ultimos sistemas ejercen actividad antibacteriana y
facilitan la invasion intracelular de las células eucariotas.

Los T6SS son los nuevos actores clave en las interacciones complejas de
huésped-patdgeno-microbiota, a través de sus actividades antieucaridticas vy
antibacterianas. Gracias a ello, Pseudomonas aeruginosa puede superar a
Pseudomonas putida en cultivo mixto a través de la translocacién de una o mas de tres
proteinas efectoras T6SS diferentes, denominadas Tsel, Tse2 y Tse3 (Russell et al.,
2011). Las células hermanas de P. aeruginosa evitan inhibirse entre si al codificar tres
proteinas inmunitarias, Tsil, Tsi2 y Tsi3, que se unen y, presumiblemente, neutralizan
la actividad de sus efectores afines (Ding, Wang, Feng, Zhang, & Wang, 2012).

Sin embargo, a pesar de tener esta inmunidad, las células de P. aeruginosa
responden a la actividad T6SS dirigida hacia ellas por sus células hermanas adyacentes
con su propia actividad T6SS. La coincidencia espacial y temporal de la actividad T6SS
entre las células hermanas adyacentes de P. aeruginosa sugiere que la translocaciéon
de la proteina dependiente del contacto produce una sefal que desencadena la
actividad T6SS en la célula adyacente. La actividad T6SS que se produce entre pares de
células que interactian se denomind "duelo T6SS" y refleja un proceso bioldgicamente
significativo que ocurre entre las especies heterdlogas T6SS (Marek Basler, Ho, &
Mekalanos, 2013b).



Con el fin de caracterizar la sefal dependiente de contacto que desencadena el
duelo T6SS, se ha explorado la capacidad de P. aeruginosa para atacar a V. cholerae y
Acinetobacter baylyi segun codifiquen o no T6SSs (Basler, Ho, & Mekalanos 2013). A.
baylyi T6SS+ y V. cholerae T6SS+ fueron eliminados por los mutantes defectivos en los
genes efectores tsel-3 de P. aeruginosa. El sistema regulador TagQRST-PpkA-Fhal-
PppA es esencial para el ataque del T6SS contra A. baylyi, puesto que los mutantes en
ppkA, pppA o tagT fueron incapaces de matar A. baylyi T6SS+. Estos datos sugieren
que la cascada reguladora que activa el T6SS de P. aeruginosa puede dispararse en
respuesta al ataque de cualquier organismo T6SS+. Estos resultados proporcionan
evidencia de una estrategia evolutiva bacteriana del “ojo por ojo” ("tit-for-tat"), que
controla la interaccion social entre diferentes especies bacterianas (Axelrod &
Hamilton, 1981).

P. aeruginosa se dirige especificamente a las células de V. cholerae T6SS+ para
el contraataque mediado por T6SS. Para determinar si V. cholerae T6SS podria inducir
la actividad del T6SS en P. aeruginosa, se observaron mezclas de P. aeruginosa PAO1
con V. cholerae mediante microscopia de fluorescencia de lapso de tiempo (Marek
Basler, Ho, & Mekalanos, 2013a). Este experimento reveld que P. aeruginosa inducia
cambios morfoldgicos notables en células de V. cholerae que podian diferenciarse en
categorias que incluyen redondeo celular, ampollas celulares, plasmolisis y lisis
manifiesta (Figura 8). Las células de V. cholerae que exhibian morfologias redondeadas
y sufrian plasmodlisis vy lisis fueron predominantemente T6SS+, mientras que las células
de V. cholerae T6SS- no se vieron afectadas en gran medida. Estos datos sugieren una
respuesta antibacteriana mediada por el T6SS de P. aeruginosa dirigido
especificamente contra las células de V. cholerae T6SS+ que habian atacado primero a
las células de P. aeruginosa. Datos como el redondeo de células de V. cholerae
dependiente de T6SS de P. aeruginosa proporcionan evidencia visual clara del
suministro de un efector T6SS especifico (Tsel) a una célula diana bacteriana mediante
un organulo T6SS funcional.

A
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Figura 8. T6SS de P. aeruginosa se dirige de manera preferente a V. cholerae
T6SS+. Imagenes de microscopia de fluorescencia de cultivos mixtos P. aeruginosa
T6SS+ (verde) y V. cholerae T6SS+ (rojo) marcados con fluorescencia. En el panel
superior se indica mediante una flecha blanca los eventos de formacion de ampollas



en las células de V. cholerae. En el panel del medio se indican mediante flechas blancas
los eventos de plasmadlisis. En el panel inferior se indica mediante una flecha blanca un
evento de lisis celular. Imagen tomada de (Marek Basler, Ho, & Mekalanos, 2013a).

Papel del T6SS de Francisella turalensis en la enfermedad zoonoética tularemia

La tularemia es una zoonosis que puede ser mortal. Es una enfermedad
infecciosa que suele atacar la piel, los ojos, los ganglios linfaticos y los pulmones.
Dependiendo de qué forma clinica sea, sus manifestaciones clinicas seran: neumonias,
Ulceras en la piel, fiebre, dolor muscular, inflamacién y dolor de ganglios, diarrea, etc.
Es una enfermedad que afecta principalmente a mamiferos, en particular a conejos,
liebres y roedores. De ahi que se le llame también “fiebre de los conejos”, aunque
puede afectar a aves y otros animales domésticos (perros, gatos, etc.)(Maurin &
Gyuranecz 2016).

La tularemia se transmite a los seres humanos por picaduras de insectos, sobre
todo garrapatas, y por la exposicidn directa a animales infectados. Se puede tratar de
manera eficaz si se diagnostica a tiempo con estreptomicina, quinolonas, tetraciclinas
o cloranfenicol (Hestvik et al. 2015).

Figura 9. Ciclo de vida de F. tularensis en macréfagos humanos. Después de la
captacion mediante fagocitosis (parte superior izquierda), las bacterias (en verde)
residen en una vacuola unida a la membrana, que a menudo adquiere una capa fibrilar
densamente tefiida (después de la primera flecha), que posteriormente forma
ampollas y vesiculas (después de la segunda flecha) y se desintegra. Las bacterias
escapan del fagosoma y se replican libremente en el citosol (después de la tercera
flecha). Imagen tomada de (Clemens, Lee, & Horwitz, 2018).

Francisella tularensis es el patdgeno bacteriano intracelular que causa la
tularemia. Es un cocobacilo gramnegativo que pertenece a la clase Gamma-
proteobacteria (Figura 9).

Una caracteristica distintiva de los genomas de Francisella es |la presencia de
un grupo de genes denominado Isla de Patogenicidad de Francisella (FPl) (Nano &



Schmerk 2007). Hay un T6SS codificado dentro de FPIl y es clave para la virulencia y
patogenicidad de este organismo. Los efectores T6SS liberados a la célula eucariota
estdn en su mayoria también codificados en FPI, aunque algunas de las proteinas
efectoras secretadas por este sistema estan codificadas por genes no vinculados a FPI.
Los efectores codificados dentro y fuera de FPI cooperan para mejorar el crecimiento
de Francisella en macroéfagos (Ludu et al. 2008).

Dentro de F. tularensis, la subespecie novicida (F. novicida) es especial por su
FPI que, junto con su relativamente baja virulencia en humanos, la ha convertido en un
valioso modelo para el estudio de la funcién de FPI.

Se cree que FPI codifica un sistema de secreciéon de proteinas con similitud
estructural y funcional con el T6SS subtipo i. De hecho, segun el contenido de los genes
y la filogenia, el sistema de secreciéon codificado por FPI se propuso recientemente
para representar un subtipo T6SS unico, el ii (Figura 3).

Varias observaciones experimentales apoyan una relacidon funcional entre el
sistema de secrecion codificado por FPI (T6SS") y los T6SS candnicos (T6SS') (Figura 10).
Por ejemplo, las principales proteinas exportadas por los sistemas, IgIlC y Hcp,
respectivamente, ambas adoptan una estructura que esta estrechamente relacionada
con gpV, la proteina tubular del bacteriéfago lambda (de Bruin et al. 2011).

Los sistemas también parecen compartir un filamento dindmico compuesto por
dos proteinas, TssB-TssC e IglA-IgIB en T6SS/T6SS" y T6SS", respectivamente (Basler et
al. 2012). La energia liberada por la contraccion de este complejo sirve para impulsar la
entrega del efector en la célula diana. Sin embargo, también existen diferencias
profundas entre los subtipos T6SS' y T6SS". Actualmente, estas diferencias impiden la
aplicacién de un marco comudn para entender la funcidn del T6SS". La secrecién por las
vias T6SS' y T65S" depende del desmontaje de los filamentos TssB-TssC contraidos por
una familia ATPasa AAA+ conservada, ClpV (Cianfanelli et al., 2016). Sin embargo, no se
ha identificado un homdlogo de ClpV ni un sustituto funcional en asociacién con T6SS".

El T6SS" se ensambla en el interior de los macréfagos, como muestra la Figura
11, en la que se recogen imagenes de microscopia de fluorescencia en la que se
encuentra marcado un componente de la vaina (Clemens, Lee, & Horwitz 2018). Se
forman estructuras intensamente fluorescentes después de la captacién de F. novocida
por macrofagos (10% de las bacterias presentan fluorescencia verde a los 15 minutos
de la infeccidon y un 70% a las 22 h de la infeccion). Ademas, utilizando un enfoque de
analisis protedmico, se midieron directamente los componentes estructurales y los
efectores secretados por el T6SS" codificado por FPI de F. novocida. Esto llevé al
hallazgo inesperado de que un subconjunto de factores de virulencia secretados por el
mismo estan codificados fuera de FPI y que la exportacion a través del T6SS" requiere
un complejo proteico. La ruta T6SS" de F. novicida facilita la exportacién de al menos
ocho proteinas, incluidas tres codificadas fuera de FPI (OpiA, OpiB.1 y OpiB.3). Exporta
al menos dos clases de sustratos, los que facilitan la funcién central del aparato T6SS
(PdpA) y los que no tienen una funcién aparente para el aparato en si (PdpC, PdpD,
OpiA, OpiB.1 y OpiB.3). Estas ultimas representan proteinas efectoras. Los efectores
son dispensables para el ensamblaje del T6SS, pero son necesarios para escapar del



fagosoma e intervienen en despertar la respuesta inmune innata del hospedador
(Eshraghi et al. 2016). Ademas, se observd que la alteracién de pdpD o cualquiera de
los genes opi, individualmente, tenia poco o ningln impacto en la capacidad de F.
novicida para multiplicarse en los macréfagos. Sin embargo, la eliminacién combinada
de pdpC, pdpD, opiA y opiB perjudicaba gravemente el crecimiento intracelular sin
afectar la funcién de secrecidon del nucleo T6SS. Ninguno de estos genes se encuentra
en especies fuera de Francisella y su funcion permanece desconocida (Eshraghi et al.
2016).
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Figura 10. Organizacién esquematica del grupo de genes T6SS" en FPI. Los nombres de
los productos génicos de F. novicida se muestran arriba y los nombres de los
correspondientes productos genéticos T6SS candnicos (T6SS', cuando se conocen) se
muestran debajo. Los productos genéticos que se muestran en azul son necesarios
para el crecimiento en macréfagos y para la virulencia en animales; los coloreados en
naranja son necesarios para la virulencia completa en animales, pero no para el
crecimiento en macrofagos (Weiss et al., 2007a); y los verdes no son necesarios para el
crecimiento en macrofagos ni para la virulencia en animales (Broms et al., 2010).
Imagen tomada de (Clemens, Lee, & Horwitz 2018).

Figura 11. Microscopia de fluorescencia que muestra el ensamblaje del T6SS" de F.
novicida en el interior de los macrdéfagos. F. novicida que expresa IglA (homdlogo de la
proteina de la vaina, TssB) etiquetada con sfGFP forma estructuras intensamente



fluorescentes después de la captacion por macréfagos. Las bacterias (F. novicida) se
tifien con un anticuerpo rojo fluorescente; El ADN del hospedador y la bacteria se tifien
de azul con DAPI; y las flechas blancas indican bacterias que expresan GFP y que, por
tanto, contienen un T6SS" ensamblado. Abajo a la derecha se muestran una ampliacién
de algunas bacterias. Barras de escala 10 um (en la ampliacidon, 1 um). Tomado de
(Clemens, Lee, & Horwitz 2018).

CONCLUSIONES

El sistema de secrecién tipo 6 permite a las bacterias Gram negativas
relacionarse con otras bacterias y con células eucariotas. Cada T6SS transfiere
efectores especificos, que difieren en su actividad y, por tanto, estan destinados a
presas diferentes. El sistema es altamente eficiente, puesto que los efectores se
pueden entregar a la célula objetivo de una sola vez en tan solo unas pocas decenas de
segundos, con la liberacion de una gran cantidad de energia para perforar las
membranas de las células diana. Este sistema especializado parece tener un origen
filogenético comun con los bacteriéfagos.

El T6SS puede trasladar multiples efectores en un evento de disparo, seguido
del reciclaje de la maquinaria. Sin embargo, los mecanismos que dictan dénde y
cuando tiene lugar el evento de disparo pueden variar entre diferentes organismos y
aun deben ser completamente aclarados.

Los T6SS contribuyen a la homeostasis del microbioma, pero también se han
convertido en un arma de colonizacién para muchas bacterias patdgenas, por lo que
tienen un rol en el desarrollo de diversas patologias. El T6SS tiene, por tanto, un
amplio potencial para el desarrollo de aplicaciones biomédicas y ambientales.
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