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Resumen

RESUMEN
Los objetivos de la presente tesis doctoral han sido la caracterizacion de los
mecanismos de captacion de hierro de Pasteurella multocida, con el fin de contribuir al
disefio de una vacuna contra este patdgeno basada en la sobreexpresion de proteinas de
membrana externa, receptoras de hemoglobina y/o hemina, o en la expresion

constitutiva de las proteinas de membrana reguladas por hierro (IROMPs).

Los resultados obtenidos han permitido la publicacion de tres articulos (Anexo II) y

se resumen a continuacion:

Se ha identificado el gen fur de P. multocida y se ha estudiado el perfil
electroforético de las proteinas de membrana externa de dicho patdégeno, descubriéndose
un control de la expresion de una proteina mayoritaria de membrana (OmpH) por parte
de la proteina Fur. Se ha construido un mutante fur y se ha demostrado que la mutacion

de este gen no presenta ningun efecto sobre la virulencia de la cepa.

Asi mismo, se ha caracterizado la region cromosémica de P. multocida que contiene
los genes exbB, exbD y tonB, detectandose la existencia de promotores internos en dicha
region y por lo tanto la expresion independiente de cada uno de los tres genes del
sistema. Se ha estudiado la regulacion de la expresion de todos ellos, demostrandose
que pertenecen al reguldén Fur, y se han construido mutantes en los genes exbB, exbD y
tonB. Se ha calculado la dosis letal 50 (DLsy) de cada una de las cepas construidas,
determinédndose que cada uno de estos genes es imprescindible para el desarrollo normal
de una infeccion por P. multocida, ya que en todos los casos se obtuvo un incremento

de la DLs superior a los tres 6rdenes de magnitud con respecto la cepa salvaje.

Por otro lado, se ha analizado el genoma de P. multocida Pm70 y se han estudiado 9
proteinas que, por similitud con los receptores descritos en el banco de datos, podrian
actuar como receptores de hemoglobina y/o hemina. Asi se ha podido determinar que
algunas de ellas son capaces de unir hemoglobina y hemina (PM0040, PM0236,
PMO0300, PM0741, PM1081 y PM1428), mientras que otras tan solo interaccionan con
la hemoglobina (PM0576) o la hemina (PM1282), y que otra (PM1078) no reconoce

ninguna de estas fuentes de hierro.



Resumen

De entre todas estas proteinas se ha elegido la PM0300, que se ha denominado
HgbA, para realizar un estudio mas detallado de este tipo de receptores de membrana.
Asi, se ha demostrado que el gen s#ghA forma una unidad transcripcional con los genes
PM0298 y PM0299. Estos genes presentan similitud con hugX 'y hugZ de Plesiomonas
shigelloides respectivamente, y estan implicados en procesos de detoxificacion de
hierro. Se ha demostrado que, en P. multocida, las proteinas PM0298 y PM0299 son
esenciales para la viabilidad de la cepa. Por otro lado, se ha determinado que el gen
hgbA se expresa en las primeras dos horas de la infeccion y que, in vitro, su expresion
se induce en ausencia de hierro. Ademas, se ha construido un mutante deficiente para
esta proteina y se ha comprobado que no presenta disminuida ni su capacidad de unir
hemoglobina in vitro ni su virulencia. Por otro lado, se ha comprobado la distribucion
practicamente universal de este gen en cepas de P. multocida de distintos serotipos y
origenes animales, hecho que propone a esta proteina como candidata para el desarrollo

de un método de identificacion rapido y especifico de este microorganismo.

Por ultimo, se ha analizado la capacidad inmunogénica y protectora de los receptores
de hemina y/o hemoglobina. Asi, se ha demostrado que por lo menos tres de estas
proteinas (PM0236, PM0741 y HgbA) son inmunogénicas. Sin embargo, la inoculacion
en ratones de las proteinas HgbA y PM0741, ya sea de forma individual o conjunta, no

induce proteccion ante un enfrentamiento homologo.
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Introduccion
1. INTRODUCCION

Las interacciones entre huésped y patdogeno son muy complejas. Los huéspedes
han desarrollado, a lo largo de la evolucion, una serie de mecanismos dirigidos a
impedir la invasion de organismos extrafios y los patdogenos se han adaptado a dichos

mecanismos de defensa y han disefiado distintas estrategias para superarlos.

Los sistemas de defensa del huésped estan basados fundamentalmente en su
sistema inmunitario y en la reduccion de la disponibilidad de nutrientes, entre ellos el

hierro, dificultando asi el crecimiento bacteriano.

Los microorganismos patdégenos han desarrollado una serie de estrategias para
evadir los ataques de los distintos componentes del sistema inmune y han disefiado
mecanismos para captar los distintos nutrientes del huésped. Todas estas estrategias
contribuyen a la capacidad del patdégeno para inducir un proceso infeccioso, por lo

cual se les considera factores de virulencia.

1.1. Importancia del hierro en la infeccion

El hierro es un factor de crecimiento esencial para practicamente todas las
bacterias, puesto que forma parte de algunas proteinas, como catalasas, peroxidasas,
oxidasas y citocromos; participa en la sintesis de pirimidinas y aminoacidos, en el
ciclo de los acidos carboxilicos, en la cadena de transporte de electrones y es un
cofactor importante debido a su potencial redox (Braun & Killmann, 1999; Crosa,

1997; Ratledge & Dover, 2000).

Las bacterias necesitan una concentracion de hierro de entre 10®y 10® M (Pradel
et al., 2000) para su crecimiento, lo cual significa que una célula requiere alrededor

de 10°-10° iones de hierro por generacion (Wandersman & Stojiljkovic, 2000).

En condiciones anaerobicas el hierro se encuentra en su forma reducida, Fe(II),
que es lo suficiente soluble como para que pueda ser capturado por las bacterias sin
necesidad de mecanismos especializados (Braun & Killmann, 1999). De la misma

forma, en condiciones de acidez (pH 3) la concentracion de Fe(III) soluble es de 107
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M (Braun & Killmann, 1999), suficiente para cubrir las necesidades de la mayoria de
bacterias acidofilas. Sin embargo, en las mucosas y tejidos la concentracion de hierro
libre en solucién es de 10™'* M (Ratledge & Dover, 2000). Esta baja concentracion de
hierro libre constituye una de las primeras lineas de defensa del huésped frente a las

infecciones bacterianas.

1.1.1. Reduccion de la concentracion de hierro

Los organismos superiores disponen de mecanismos constitutivos para mantener
un bajo nivel extracelular de hierro basados en proteinas que secuestran los iones de

hierro como transferrinas, hemoglobina, hemopexina, ferritina y albimina.

El hierro que se asimila de la dieta a través de las células de las mucosas del
yeyuno pasa al torrente sanguineo donde es transportado hacia el higado unido a la
transferrina (Ratledge & Dover, 2000). Las transferrinas son glicoproteinas
extracelulares capaces de unir hierro. Su peso molecular varia entre 75.000 y 80.000
daltons (Otto et al., 1992). Existen tres tipos de transferrinas: la serotransferrina
que se encuentra en el plasma y liquido linfatico; la lactoferrina, que se localiza en
el interior de los neutrofilos y en la mayoria de fluidos extracelulares (saliva,
lagrimas, secreciones nasales, fluidos seminales e intestinales, moco cervical, leche,
etc.); y la ovotransferrina que se halla en la albimina de los huevos (Ratledge &
Dover, 2000). Las transferrinas tienen dos centros, similares pero no idénticos, de
union de hierro. Casi nunca se encuentran saturadas, aspecto importante porque
permite neutralizar cualquier liberacion de hierro adicional que se pudiera producir
durante una infeccion, asegurando que los niveles extracelulares de este elemento se

mantengan controlados (Ratledge & Dover, 2000).

La ferritina es la principal proteina de almacenamiento de hierro. Se localiza en
la mayoria de tejidos animales pero sobretodo en el higado. Son proteinas solubles en
agua y estan presentes en los espacios extramitocondriales de las células. Su peso
molecular es de alrededor de 500.000 daltons y estd compuesta por 24 subunidades
que forman una esfera que puede almacenar unos 4.500 atomos de hierro. Cuando

hay un exceso de hierro, se sintetiza en el higado una proteina llamada
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hemosiderina, que tiene caracteristicas parecidas a la ferritina (Otto et al., 1992;

Ratledge & Dover, 2000).

La hemoglobina es la proteina encargada del transporte de oxigeno en los
glébulos rojos, estd compuesta por dos cadenas polipeptidicas, a y 3. Contiene un
grupo hemo localizado en un dominio hidrofébico de cada una de ellas. Su peso
molecular es de unos 64.500 daltons (Otto et al., 1992). Si se produce hemolisis y la
consiguiente liberacion de hemoglobina al torrente sanguineo, ésta se une a la
haptoglobina en una relacion 1:1. Si se satura la haptoglobina, la hemoglobina libre
en el plasma se oxida, disociandose asi en globina y el grupo hemo, el cual se une
especificamente a una proteina de unién a hemo llamada hemopexina. Ambos
complejos, hemoglobina-haptoglobina y hemopexina-hemo, son conducidos al
higado donde el grupo hemo es degradado a bilirrubina o bien es incorporado a los
citocromos P450. Una pequefa parte de las moléculas de hemo se desintegra en
protoporfirina y hierro, el cual se une a la transferrina que lo transporta hasta la

ferritina (Otto et al., 1992).

La albumina es una proteina globular de alrededor de 68.000 daltons que
constituye casi el 60% de las proteinas totales del plasma. Se ha descrito que una

molécula de albimina puede unir hasta 10 atomos de hierro (Genco & Dixon, 2001).

Ademas de todos estos mecanismos, el huésped es capaz de reducir ain mas la
cantidad del hierro extracelular durante un proceso infeccioso. Este fenomeno,
conocido como hipoferremia de la infeccion, se realiza incrementando la sintesis de
ferritina en el higado y la liberacion de lactoferrina por parte de los neutréfilos (Otto

etal., 1992).

Las células del huésped también responden directamente a la invasion de un
patdgeno alterando el estatus del hierro intracelular. Se han descrito unas proteinas
de resistencia natural asociadas a macréfagos, llamadas Nrampl y Nramp2, que

intervienen en este proceso. Nrampl es una proteina de transmembrana que actua
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incrementando la captacion de hierro desde la transferrina al macrofago, cuando los
macrdfagos y otros fagocitos profesionales han sido activados por la invasion de un
patdgeno. Este aporte adicional de hierro estimula la formacion de formas reactivas
de oxigeno, ‘OH y O*", que contribuyen a la destruccion de las bacterias fagocitadas

(Ratledge & Dover, 2000).

Los organismos responden también a la infeccion suprimiendo la asimilacion de
hierro de la dieta, aumentando la secrecion de haptoglobina y hemopexina desde el
higado, inhibiendo el crecimiento de las bacterias dentro de los fagosomas de los
macrofagos o mediante el secuestro por los macrofagos de las formas de lactoferrina

cargadas de hierro (Weinberg, 1995).

1.2. Mecanismos de captacion de hierro

Como se ha comentado anteriormente, el hierro es un elemento esencial para el
crecimiento de las bacterias y la disponibilidad de hierro dentro del huésped es muy
escasa (Ratledge & Dover, 2000). Los microorganismos patogenos se han visto
obligados a desarrollar estrategias para captar hierro de las diferentes fuentes
disponibles in vivo. Estos sistemas de captacion de hierro se pueden clasificar en dos
grupos: aquellos que implican una interaccion directa con las proteinas del huésped
que transportan el hierro (transferrinas, lactoferrina, hemoglobina, etc.) y los que
implican la sintesis y liberacion de moléculas de bajo peso molecular, llamadas
sideroforos, con gran afinidad por hierro y que lo capturan de las moléculas del

huésped (Ratledge & Dover, 2000).

Ademas de estos mecanismos, algunos patégenos producen enzimas que
incrementan la eficiencia de estos sistemas. Asi, ciertos microorganismos sintetizan
unas proteasas que son secretadas al medio y degradan a las proteinas
transportadoras de hierro del huésped (Genco & Dixon, 2001). Por ejemplo,
Porphyromonas gingivalis sintetiza la proteinasa Kgp, que se une y degrada a la
hemoglobina, hemopexina y transferrina. Algunas bacterias producen unas
hemolisinas que son secretadas y lisan a los eritrocitos, liberandose asi el contenido

celular, muy rico en hemoglobina (Genco & Dixon, 2001).
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Por otro lado, un exceso en la concentracion intracelular de hierro puede ser
toxico para las células, ya que estimula la formacion de formas reactivas de oxigeno,
generandose radicales hidroxilo mediante la reaccion de Haber-Weiss (Ratledge &
Dover, 2000). Por este motivo las bacterias también han desarrollado mecanismos
para controlar los niveles de hierro intracelular. Asi, el gen fur regula la expresion de
las proteinas implicadas en la captacion de hierro y la de las proteinas de
almacenamiento y uso de hierro segiin la concentracion intracelular de este elemento
que tengan en cada momento. Este gen, o un andlogo suyo, cuyo mecanismo exacto
de regulacion se detallara mas adelante, se encuentra presente en practicamente todas

las especies bacterianas cuyo genoma se ha secuenciado.

Ademas, también se han descrito mecanismos especificos de adaptacion a
ambientes con una elevada concentracion de hierro (Wosten & Fox, 2000). Asi,
Salmonella enterica presenta un sistema de dos componentes, PmrA-PmrB, que
parece introducir una serie de cambios en la pared de la célula bacteriana que

disminuyen la interaccion con el hierro.

1.2.1. Control de la expresion de los genes implicados en la captacion de hierro:

la proteina Fur

La proteina Fur (ferric uptake regulator) es la principal encargada de regular la
expresion de los genes implicados en la captacion de hierro. Actia como un represor
que reconoce una secuencia de DNA, conocida como caja Fur, presente en la region
operadora de los genes que pertenecen al regulon Fur y se une a ella bloqueando la
transcripcion de dichos genes. Este reconocimiento tiene lugar cuando la proteina
Fur forma un complejo con Fe(II), por lo cual la transcripcion de estos genes solo se

bloquea en presencia de hierro (Ochsner & Vasil, 1996).

Se han descrito proteinas Fur-like en muchas bacterias, tanto grampositivas como
gramnegativas, hecho que sugiere que este mecanismo de regulacion estd muy
generalizado en el mundo bacteriano. Ademas, la proteina Fur de Escherichia coli

reconoce las cajas Fur de otros microorganismos, incluso de grampositivos, por lo
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que la caja Fur también parece estar muy conservada a lo largo de la evolucion

(Escolar et al., 1999).

La proteina Fur estd compuesta por dos dominios: el amino-terminal contiene un
motivo de union a DNA helix-turn-helix y el carboxi-terminal posee dos lugares de
uniéon de metales, uno para el Fe’" y otro para Zn*" y es importante para la

dimerizacion (Hantke, 2001).

La regulacion de la expresion del gen fur es muy compleja. Por un lado la
proteina Fur es autorregulable, pero ademds presenta un lugar de union para la
proteina CAP (represor por catabolito), con lo que se liga su expresion al
metabolismo general de la célula, y ademas esta regulado también por la respuesta al
estrés oxidativo (Hantke, 2001). Sorprendentemente, en Campylobacter jejuni, el gen
fur se expresa a partir de dos promotores, cuya expresion no esta regulada por hierro

(van Vliet et al., 2000).

1.2.1.1. La caja Fur

La caja Fur se definid originalmente como una estructura palindromica cuya
secuencia consenso era GATAATGATAATCATTATC (de Lorenzo et al., 1988).
Diferentes estudios, en los que se clond esta secuencia delante de genes no
pertenecientes al regulén Fur, demostraron que la presencia de esta secuencia daba
lugar a que dichos genes pasaran a estar regulados por la proteina Fur (Stojiljkovic et
al., 1994). Sin embargo, estudios posteriores mediante la técnica hydroxyl radical
footprinting han modificado este concepto. Asi, y basandose en el patrén de
interaccion entre Fur y DNA, se ha descrito la caja Fur como una repeticion de como
minimo tres copias del hexdmero NATA/TAT en una u otra orientacion (Escolar et
al., 1999). Recientemente se ha vuelto a revisar este concepto y, basandose en
estudios comparativos de las distintas regiones de DNA a las que se une la proteina
Fur de Bacillus subtilis, se ha propuesto que la caja Fur estd formada por dos
secuencias superpuestas de heptdmeros repetidos e invertidos (Baichoo & Helmann,

2002). En la Fig. 1.1 se comparan las distintas interpretaciones de la caja Fur.
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Estructura palindrémica GATAATGATAATCATTATC
—’ <—

Repeticion de hexameros GATAATGATAATCATTATC
> > <

_—y —
Superposicién de heptimeros  tGAT AATGAT AATCATTATCa
> <

Fig. 1.1 Esquema de las distintas interpretaciones descritas acerca de la caja Fur.

La proteina Fur también puede regular la captacion de hierro de forma indirecta a
través de sistemas de transduccion de sefial de dos componentes, mediante
reguladores AraC-like, los cuales regulan la sintesis de sider6foros y su sistema de
captacion, o mediante factores sigma. Ademas, también puede regular positivamente
algunos genes, como los que codifican la superoxido dismutasa SodB, las ferritinas
Bfr y Ftn, la aconitasa Acn, la fumarasa FumC y diversas proteinas que regulan la
respuesta al estrés acido (Hantke, 2001). No obstante, este ultimo tipo de regulacion
parece ser a nivel post-transcripcional, ya que, aunque se ha demostrado que la
proteina Fur se une al promotor del gen sodB, lo hace con muy baja afinidad y
ademas ensayos FURTA con este promotor han dado negativos (Dubrac & Touati,
2002). Se ha propuesto que la proteina Fur puede estabilizar el mRNA de sodB o bien

ejercer un control indirecto sobre la transcripcion del gen (Dubrac & Touati, 2002).

1.2.1.2. El regulon Fur

Los genes regulados por la proteina Fur constituyen el llamado regulon Fur,
habiéndose desarrollado diferentes metodologias para identificar dichos genes. Una
de estas estrategias es el ensayo FURTA (Fur Titration Assay) que esta basado en la
utilizacion de una fusion génica entre el gen fhuF, regulado por Fur, y el gen lacZ
(Stojiljkovic et al., 1994). La introduccion, en una célula que contenga dicha fusion,

de un vector multicopia con un promotor que lleve una caja Fur, desplaza a la
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proteina Fur del promotor del gen fhufF, lo cual permite su expresion y la produccion
de B-galactosidasa. Otra metodologia empleada con este objetivo es la denominada
SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment) que estd
basada en filtrar diferentes fragmentos del genoma de un microorganismo a través de
una membrana donde estd inmovilizada la proteina Fur. Seguidamente se purifican y
amplifican los fragmentos retenidos en la membrana (Ochsner & Vasil, 1996). Se ha
empleado también el estudio comparado de los patrones de proteinas en geles
bidimensionales de una cepa salvaje y de un mutante fur. Recientemente, la
aplicacion de técnicas de gendmica comparada ha permitido detectar nuevos genes
del regulon Fur de E. coli, Salmonella Typhi, Yersinia pestis y Vibrio cholerae

(Panina et al., 2001).

La mayoria de los genes que pertenecen al regulon Fur estdn implicados en la
captacion de hierro, como los de biosintesis y transporte de sider6foros, proteinas de
membrana externa receptoras de moléculas transportadoras de hierro del huésped,
etc., y en el metabolismo del hierro, como las bacterioferritinas. Quizés para ajustar
el metabolismo celular a las condiciones 0ptimas de crecimiento, también pertenecen
a este regulon otras proteinas implicadas en el metabolismo celular, como las
acotinasas PurR o MetlJ, o proteinas que participan en la respuesta al estrés oxidativo,
la superdxido dismutasa SodB y algunos factores de virulencia, como colicinas,
hemolisinas y ciertas toxinas. Ademas, la proteina Fur parece controlar también
genes cuyos productos estan implicados en la sintesis de flagelos, como el gen flhD,
principal activador del sistema de biosintesis de flagelos en E. coli. Asi pues, la
proteina Fur es un regulador pleiotropico que regula la expresion de muchos genes
implicados en la captacion de hierro y de otros genes importantes para la vida de la
célula. Los mutantes Fur presentan una expresion constitutiva de los genes
implicados en la captacion de hierro, no pueden crecer usando glicerol, succinato o
fumarato como fuentes de carbono, y son mas sensibles al estrés acido que las cepas

salvajes (Escolar ef al., 1999).
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1.2.2. Sideroforos

Como se ha comentado anteriormente, la sintesis de sider6foros es uno de los

mecanismos de que disponen los patdgenos para capturar hierro de su entorno.

Los sider6foros son moléculas de bajo peso molecular con una elevada afinidad
por hierro, Fe (III), que son secretadas al medio y son capaces de extraer las
moléculas de este elemento presentes en las proteinas transportadoras del huésped o
en el medio ambiente. Una vez han captado el hierro, son reconocidos por unos
receptores especificos de la membrana bacteriana, y en la mayoria de los casos,
penetran hacia el interior de la célula donde liberan a la molécula de hierro. El
siderdforo, tras este proceso, puede ser secretado otra vez al medio para capturar una
nueva molécula de hierro. Asi, los sider6foros actiian como agentes quelantes de
hierro (Ratledge & Dover, 2000). En la Fig. 1.2 se esquematiza este proceso de

captacion de hierro por parte de los sideréforos.

? I sideroforo-Fe

M. externa
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Fig. 1.2 Esquema del proceso de captacion de hierro por parte de los sideroforos. Figura

modificada de Jacques & Mikael (2002). psp = proteina soluble periplasmatica



Introduccion

Una vez en el citoplasma, se produce la liberacion del hierro de los sideroforos
por una reduccion de Fe(Ill) a Fe(Il) catalizada por una ferri-sideréforo ferri-

reductasa (Ratledge & Dover, 2000). La reaccion global de este proceso seria:

Fe(II)-sideroforo + NAD(P)H —® Fe(Il)-sider6foro + NAD(P)"

La molécula de Fe(II) es soluble, se libera del sideroforo, pasa al citoplasma y se
incorpora a las porfirinas o a las apoproteinas. Este proceso parece ser general,
excepto en el caso de la enteroquelina de E. coli, que presenta un potencial redox
demasiado bajo para utilizar el poder reductor del par NAD(P)H/NAD(P)". En este
caso la liberacion del i6n de hierro implica la hidrolisis del sider6foro por la accion
de una esterasa produciéndose después la reduccion de Fe(Ill) a Fe(Il) (Ratledge &

Dover, 2000).

Los sider6foros no presentan especificidad de fuente de hierro, sino que un
mismo sider6foro puede secuestrar el hierro de diferentes proteinas del huésped

como transferrina, hemoglobina, hemopexina, etc.

Se han descrito mas de 500 sidero6foros diferentes producidos tanto por bacterias
como por levaduras y hongos, poniendo de manifiesto que esta estrategia para captar
hierro del medio esta ampliamente distribuida a lo largo de la evolucidon (Ratledge &

Dover, 2000).

Los genes implicados tanto en la biosintesis de sider6foros como en la de sus
receptores estan regulados negativamente por el complejo formado por la proteina
Fur y el Fe(Il), de forma que en condiciones de presencia de hierro, las regiones
promotoras de dichos genes se encuentran bloqueadas y so6lo se expresan en
condiciones de privacion de hierro. Asi, debido a que la disponibilidad de hierro in
vivo es escasa, la produccion de siderdforos se inicia cuando el patdogeno infecta un

huésped, permitiéndose la captura de hierro y el reciclaje de éstos, con lo que la
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necesidad de sintetizar nuevas moléculas desaparece y se inhibe la transcripcion de

los genes de biosintesis.

Ademas de este control negativo, en algunos casos también parece tener lugar
una regulacion positiva que induce la sintesis de sideroforos. Asi, Vibrio anguillarum
presenta, ademas de la proteina Fur, dos activadores que controlan la sintesis del
sider6foro anguibactina: AngR (anguibactin system regulator) y TAF (transacting
factor). En cualquier caso, esta bacteria también posee un regulador negativo (un

RNA antisentido) que interviene en esta regulacion (Tolmasky et al., 1994).

Algunas especies, como las del género Pseudomonas, pueden sintetizar mas de
un tipo de siderdforos (Ratledge & Dover, 2000). En V. anguillarum, los genes
implicados en la sintesis y transporte de sideréforos estan codificados en el plasmido
pIM1 (Stork et al., 2002). En los géneros Mycobacterium y Nocardia las células
sintetizan también siderdforos intracelulares, ademas de los extracelulares (de Voss
et al., 1999). Este fendmeno se debe probablemente a la gruesa capa lipofilica de sus
membranas celulares. Estas bacterias necesitan un almacenamiento de hierro
intracelular que asegure la disponibilidad de hierro a corto plazo, ya que el paso de
los sider6foros extracelulares y la consiguiente incorporacion de hierro a través de la
membrana celular es un proceso lento. Algunas especies de la familia
Enterobacteriaceae pueden reconocer no s6lo sus propios sideroforos, sino también
los que sintetizan otros microorganismos, incluidos los de los hongos (Nelson et al.,

1992).

La estructura de los sideroforos, asi como las rutas de biosintesis, varia entre las
distintas especies, aun cuando se pueden establecer dos tipos de sideroforos segun su
estructura: los fenolatos, como la enterobactina de algunas especies de la familia
Enterobacteriaceae, y los hidroxamatos, como la aerobactina de E. coli (Otto et al.,

1992). En la Fig. 1.3 se muestran las estructuras de algunos sider6foros.

11
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Este mecanismo de captacion de hierro parece ser imprescindible para la
patogenia de las bacterias puesto que mutantes de diferentes especies, como Y. pestis,

deficientes en la sintesis de sider6foros presentan una reduccion en su virulencia

(Haag et al., 1993).
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Fig. 1.3 Estructura de algunos de los sider6foros mas representativos.

1.2.3. Receptores de membrana externa

La permeabilidad de la membrana externa de las bacterias gramnegativas viene
determinada por la presencia de proteinas denominadas porinas de clase I que forman
unos poros en la membrana que permiten el paso de compuestos hidrofilicos de hasta
600 daltons de tamafio. Estas porinas no muestran especificidad de sustrato (Braun,
1995). Existen un segundo tipo de porinas, las denominadas de clase II, que permiten
la difusioén inespecifica de compuestos de bajo peso molecular, aunque también
reconocen algunos sustratos de forma especifica (Braun, 1995). Esta especificidad
permite una difusion mas eficiente de dichos sustratos y también la de compuestos de

mayor tamafio que incluso no podrian pasar a través de las porinas de clase 1. Por
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ultimo, existe un tercer tipo de canales, se trata de unos receptores especificos de alta
afinidad que permiten el paso de moléculas de mayor tamafio y que se encuentran en

concentraciones muy bajas (Braun, 1995).

El tamafio de las moléculas de hierro en solucién impide que éstas puedan
atravesar la membrana externa a través de las porinas inespecificas, por lo que es
necesaria la presencia de receptores de membrana concretos. Estos receptores
reconocen a las moléculas de hemo o a las proteinas transportadoras de hierro del
huésped. Después de la unién de dichas moléculas, se libera el hierro que es
transportado hacia el citoplasma y en ningin caso las moléculas del huésped son
introducidas (Genco & Dixon, 2001). Este proceso de entrada del hierro requiere
energia que es proporcionada por el sistema fonB (Moeck & Coulton, 1998). Por
ello, los receptores especificos de membrana contienen una region, conocida como
caja TonB, que es la que interacciona con la proteina TonB. Asi, se puede considerar
que aquellas proteinas de membrana que contengan una caja TonB estardn
probablemente implicadas en la captacion de alguna clase de nutriente esencial para

la célula, como el hierro.

Todos estos receptores estan regulados negativamente por el complejo Fur-Fe(II)
y, por tanto, se expresan en condiciones de privacion de hierro. A continuacioén se

describen los diferentes tipos de receptores.

1.2.3.1. Receptores de transferrinas y lactoferrinas

En muchas bacterias patogenas pertenecientes a las familias Neisseriaceae y
Pasteurellaceae se han descrito dos proteinas muy conservadas y especificas que
reconocen unicamente a las transferrinas o lactoferrinas de su huésped habitual.
Dichas proteinas se han denominado TbpA y TbpB si reconocen a la transferrina y
LpbA y LpbB para los receptores de lactoferrina (Morton & Williams, 1989; Fuller
et al., 1998). Asi, por ejemplo, se han descrito receptores de transferrinas en
Neisseria gonorrhoeae (Cornelissen et al., 2000), Neisseria meningitidis (Schryvers
& Morris, 1988; Ferron et al., 1993) y en P. multocida (Veken et al., 1994;

Ogunnariwo & Schryvers, 2001) y receptores de lactoferrina en N. meningitidis
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(Schryvers & Morris, 1988b). También se han identificado receptores de este tipo en

microorganismos que no pertenecen a estas familias, como en Moraxella catarrhalis

(Du et al., 1998).

La proteina TbpA es un receptor de membrana externa dependiente de TonB.
Presenta la misma afinidad por las transferrinas cargadas con moléculas de hierro
como por las apotransferrinas. La proteina TbpB es una lipoproteina que produce un
aumento de la eficiencia de captacion de hierro, si bien no es imprescindible para que
¢ésta se lleve a cabo. Se ha propuesto un mecanismo de accion que consiste en que
inicialmente la proteina TbpB reconoceria a las transferrinas cargadas de moléculas
de hierro, se uniria a ellas y las presentaria a un dimero formado por dos proteinas
TbpA ancladas en la membrana externa. La union de la transferrina a estas dos
proteinas podria inducir un cambio conformacional de TbpB y en las propias
transferrinas, liberandose asi las moléculas de hierro que pasarian hacia el periplasma
a través de los poros formados por las proteinas de membrana (Schryvers &

Stojiljkovic, 1999). En la Fig. 1.4 se esquematiza este mecanismo de accion.

\ / TonB periplasma

|
permeasa Ebe' M. interna
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Fig. 1.4 Mecanismo de captacion de hierro a partir de la transferrina. Modelo modificado de
Ratledge & Dover (2000). psp = proteina soluble periplamatica, Tf = transferrina, Fe =

molécula hierro.
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Estos receptores son importantes para el proceso de infeccion de los patdgenos,
como los gonococos, puesto que mutantes en estos genes presentan una virulencia

reducida (Cornelissen et al., 1998).

1.2.3.2. Receptores de hemina y hemoglobina

Se ha descrito una gran variedad de proteinas de membrana implicadas en la
captacion de hierro a partir de hemina y hemoglobina. Por ejemplo, se han
caracterizado receptores de hemina en Porphyromonas gingivalis (Daspher et al.,
2000) o receptores de hemoglobina en Haemophilus ducreyi (Elkins, 1995; Elkins et
al., 1995b), P. gingivalis (Fujimura et al., 1996; Simpson et al., 2000) y en distintas
especies de Neisseria (Stojiljkovic et al., 1995; Stojiljkovic et al., 1996).

Todas ellas presentan una baja similitud (entre un 17 y un 23%) con los
receptores de membrana para sideroforos y los de transferrinas y lactoferrinas, siendo
el extremo N-terminal el més conservado entre los distintos tipos de proteinas
(Wandersman & Stojiljkovic, 2000). En particular, los receptores de hemina
contienen un dominio muy conservado que presenta la secuencia FRAP/NPNL

(Wandersman & Stojiljkovic, 2000).

Algunas de estas proteinas son muy especificas, como las HutA, HmbR y HgbA
de Haemophilus influenzae (Maciver et al., 1996; Morton et al., 1999) y sélo
reconocen uno o dos tipos de moléculas transportadoras de hierro y de su huésped
habitual, mientras que otras son capaces de reconocer una gran variedad de fuentes

de hierro distintas, como la HemR de Yersinia enterocolitica (Bracken et al., 1999).

Algunos de estos receptores, como el HpuAB de N. meningitidis, al igual que los
de transferrinas y lactoferrinas, estdn formados por dos proteinas diferentes, un
receptor y una lipoproteina (Lewis et al., 1997), aunque el mecanismo de accién en
este caso debe ser diferente al descrito anteriormente para los receptores de
transferrina, puesto que tanto HpuA como HpuB son necesarias para la unién y

utilizacion de la hemoglobina o hemoglobina-haptoglobina (Rohde et al., 2002).
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1.2.3.3. Receptores de hemopexina

El tnico caso conocido hasta el presente es el de H. influenzae, que contiene un
operén formado por los genes hxuABC, cuyos productos estan implicados en la
utilizacion de hemina libre y de hemo-hemopexina. Parece ser que la proteina HxuA
actlia tanto como receptor de membrana como de sideroforo y la proteina HxuB

podria estar implicada en la secrecion de HxuA (Cope et al., 1998).

1.2.4. El sistema exbB-exbD-tonB

El sistema compuesto por las proteinas ExbB-ExbD-TonB aporta energia desde la
membrana citoplasmatica hasta la membrana externa permitiendo la introduccién de
hierro, vitamina B, colicinas y determinados fagos a través de sus receptores de

membrana externa especificos (Braun, 1995).

Se ha descrito que mutantes TonB™ de E. coli presentan efectos pleiotropicos que
incluyen una reduccion en el crecimiento, disminuciéon en la captacion de
siderdforos, resistencia a los fagos T1 y ¢80 y a un determinado grupo de colicinas

del grupo B, asi como al antibidtico albomicina (Pradel et al., 2000).

También se sabe que los mutantes exbB, exbD y tonB de N. meningitidis y N.
gonorrhoeae pueden crecer usando hemina como fuente de hierro, pero son
incapaces de utilizar hemoglobina, lactoferrina y/o transferrina (Stojiljkovic &
Srinivisan, 1997; Desai et al., 2000). Ademads, en Bordetella pertusis, un mutante
tonB-exbB presenta una disminucion del crecimiento en condiciones de privacion de

hierro y una reduccion en la captacion de sideroéforos, hemina y albomicina (Pradel et

al., 2000).

En cuanto al efecto sobre la virulencia de una mutacion en el gen tonB, depende
de cada microorganismo y de la ruta de infeccion. Asi, el producto del gen tonB de
H. influenzae es imprescindible para la virulencia cuando éste es inoculado por via
intraperitoneal o intranasal (Jarosik et al., 1994). Mutantes tonB-exbB de B. pertusis

son incapaces de proliferar en el tracto respiratorio de raton, dado que los

16



Introduccion

mecanismos de captacion de hierro dependientes de TonB son esenciales para la
multiplicacion de esta bacteria in vivo (Pradel et al., 2000). Igualmente, los mutantes
tonB de V. cholerae (Mey & Payne, 2001), Pseudomonas aeruginosa (Takase et al.,
2000) y Shygella dysenteriae (Reeves et al., 2000) también presentan una reduccion
en la virulencia, y mutantes TonB™ de N. meningitidis no pueden crecer en cultivos de
células epiteliales (Larson et al., 2002). Por otra parte, la inactivacion del gen tonB
de S. enterica serovar Thyphimurium no afecta a su virulencia cuando es inoculada
intraperitonealmente, si bien ésta si disminuye significativamente en una infeccién

intragastrica (Tsolis et al., 1996).

Se han encontrado proteinas homdlogas a la proteina TonB de E. coli en una gran
variedad de bacterias gramnegativas (Higgs et al., 1998), hecho que sugiere que este
sistema estd ampliamente distribuido y conservado a lo largo de su proceso

evolutivo.

Las bacterias grampositivas carecen de membrana externa, por lo que no
necesitan este sistema de transduccion de energia y tienen los receptores anclados
directamente en la membrana citoplasmatica mediante uniones covalentes (Braun &

Killmann, 1999).

1.2.4.1. Estructura de las proteinas ExbB-ExbD-TonB

Las tres proteinas que componen este sistema estan localizadas en la membrana
citoplasmdtica. La proteina ExbB presenta tres dominios transmembranales y
contiene su extremo N-terminal y un pequefio giro en el periplasma (Braun &
Killmann, 1999). ExbD estd anclada a la membrana citoplasmatica por su extremo
N-terminal y el resto de la proteina se encuentra en el periplasma (Braun &

Killmann, 1999).

La proteina TonB presenta una secuencia hidrofobica en su extremo N-terminal,
por donde se ancla en la membrana citoplasmatica. Contiene dos regiones ricas en

prolina, EPEPEPEPIPEP y KPKPKPKPKPKP, que sugieren una estructura rod-like
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que se extiende por el periplasma (Braun & Killmann, 1999). Se puede identificar
también un motivo anfipatico beta-alfa-beta, cerca del extremo C-terminal, por
donde podria interaccionar con los receptores de membrana externa (Moeck &
Coulton, 1998). Asi, la proteina TonB interacciona con el complejo ExbB-ExbD por
su extremo N-terminal y con los receptores de membrana externa por el extremo C-

terminal.

1.2.4.2. Mecanismo de accion

La union del ligando a la proteina de membrana que actiia como receptora,
proceso independiente de TonB, le induce un cambio conformacional, de tal manera
que expone unos bucles en el periplasma. Estos cambios provocan que la proteina
TonB contacte fisicamente con el receptor, a través de la region denominada caja
TonB, transduciéndose la energia desde la membrana citoplasmatica hacia el receptor
de la membrana externa. Ello provoca un cambio conformacional en el receptor y
como consecuencia se forma un poro en la membrana y se reduce la afinidad de éste
por el ligando, de tal manera que dicho sustrato pasa, a través del poro formado,
hacia el periplasma. Después, la proteina TonB se disocia del receptor y es reciclada
por el complejo ExbB-ExbD. Por otro lado, la proteina de membrana adopta la
misma estructura que tenia antes de su union con el ligando (Moeck & Coulton,

1998). En la Fig. 1.5 se escenifica este mecanismo de accion.

° Fe
— — —> ] e A —> M. externa
receptor
® ‘0

periplasma
TonB

M. interna

Fig. 1.5 Esquema de los distintos pasos del proceso de entrada de hierro a través de la

membrana externa. Modelo modificado de Moeck & Coulton (1998).
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Segun este modelo, la proteina TonB actia como un regulador alostérico que,
cuando esta activado, produce un cambio conformacional en el receptor permitiendo
la internalizacion de los ligandos. Ademds, la proteina TonB interacciona
preferentemente con aquellos receptores que han reconocido un ligando (Braun &

Braun, 2002).

De todo lo anterior se deduce que la proteina TonB presenta un ciclo de cambios
conformacionales. Una de estas conformaciones proporciona la energia necesaria
para el transporte del ligando a través del receptor de membrana, y las proteinas
ExbB y ExbD se encargan del reciclaje de la proteina TonB. Ademas, el complejo
ExbB-ExbD estabiliza a la proteina TonB, puesto que en ausencia de la proteina
ExbB, las proteinas ExbD y TonB son hidrolizadas y la vida media de la proteina

TonB es mayor en presencia de ExbB-ExbD que en un mutante ExbB (Braun, 1995).

Segtn todo esto, los receptores serian como unos canales cerrados que se abririan

cuando interaccionan con la proteina TonB (Moeck & Coulton, 1998).

1.2.4.3. Organizacion genética del sistema exbB-exbD-tonB

Como se ha comentado anteriormente, el sistema tonB estd ampliamente
distribuido en las bacterias gramnegativas, si bien su organizacion genética no es tan

conservada.

B. pertusis (Pradel et al., 2000), N. meningitidis (Stojiljkovic & Srinivisan, 1997),
N. gonorrhoeae (Biswas et al., 1997), Xantomonas campestres (Wiggerich et al.,
1997) y uno de los dos sistemas de V. cholerae (Occhino et al., 1998) muestran una
disposicion del tipo tonB-exbB-exbD. Mientras que en Pseudomonas putida (Bitter et
al., 1993), H. influenzae (Jarosik et al., 1994), H. duceyi (Elkins et al., 1998),
Pasteurella haemolytica (Graham et al., 1997), Helicobacter pylori (Worst &
Maaskant, 1999) y en el segundo sistema de V. cholerae, el orden de los genes es
exbB-exbD-tonB. En las enterobacterias, el gen tonB no forma una unidad

transcripcional con los genes exbB 'y exbD.
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En algunos casos, como V. cholerae, se han descrito dos sistemas tonB,
denominados tonB1 y tonB2. Ambos son funcionales y participan en la captacion de
hierro. Mutaciones en uno de los dos no elimina la captacion de hierro en V.
cholerae, siendo necesarias mutaciones en ambos para obtener un fenotipo TonB". Es
posible que estos dos sistemas tengan funciones redundantes y que su duplicacion se
deba a un mecanismo de seguridad. Sin embargo, se han descrito dos tipos de cajas
TonB en diferentes receptores de hemina de V. cholerae que podrian ser reconocidas
preferentemente por tonBl o por tonB2, por lo que tal vez cada uno de ellos esté
especializado en la captacion de hierro a partir de una fuente determinada o en un

momento concreto del ciclo infectivo (Mey & Payne, 2001).

En algunos microorganismos los genes del sistema fonB estan organizados
alrededor de genes que participan en la captacion de hierro. El sistema fonBI de V.
cholerae forma parte de un operon que incluye ademas tres genes implicados en la
captacion de hemina (hutBCD) (Occhino et al., 1998). En Actinobacillus
pleuropneumoniae los genes tonB-exbB-exbD estan junto a los genes thpB y tbpA

que codifican receptores de transferrina (Tonpitak et al., 2000).

1.2.4.4. Otras funciones del sistema tonB

Se ha descrito que el sistema fonB puede también participar en otras funciones
celulares. Asi, se sabe que puede actuar como transductor de sefiales extracelulares.
Por ejemplo, el sistema de transporte del citrato férrico en E. coli se induce por la
presencia de este compuesto en el medio, sin embargo no es necesario que el citrato
férrico entre en la célula para inducir el sistema (Crosa, 1997; Braun & Killmann,

1999).

En Aeromonas hydrophila se ha descrito una proteina similar a TonB,
denominada ExeB, que estd implicada en la secrecion de una exotoxina. Esto sugiere
que el sistema fonB podria también estar relacionado con la secrecion de algunos

factores de virulencia (Howard et al., 1996).
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Mutantes tonB de S. dysenteriae no pueden proliferar en el interior de las células
renales del asa de Henle (Reeves ef al., 2000). Sin embargo, en el interior de dichas
células los niveles de hierro libre son suficientemente elevados como para mantener
reprimidos los sistemas de alta afinidad implicados en la captacion de hierro. Segliin
esto, la atenuacion en la virulencia que presentan los mutantes tonB de este
microorganismo no puede ser debida a un defecto en la captacion de hierro, sino que
la proteina TonB debe estar implicada en la captacion de algin otro nutriente
esencial para la célula o bien puede participar en la secrecion de algin factor de

virulencia importante (Reeves et al., 2000).

1.2.5. Transporte de hierro a través de la membrana citoplasmatica

Se conocen diferentes sistemas implicados en la translocacion del hierro a través
de la membrana citoplasmatica. Se trata de sistemas transportadores del tipo ABC.
Todos ellos estdn compuestos por tres tipos de componentes: una proteina soluble
periplasmatica, una permeasa de transmembrana y una ATP-hidrolasa, que se
encarga de proporcionar la energia necesaria para que tenga lugar la introduccion del
hierro al interior de la célula. A pesar de que todas las proteinas de los sistemas de
transporte ABC presentan unas secuencias consenso que las identifican como
miembros de la familia, no se pueden reemplazar las proteinas de un sistema por la

proteina equivalente de otro de estos sistemas (Koster, 2001).

Las proteinas periplasmaticas de diferentes sistemas presentan una baja similitud
de secuencia entre ellas, sin embargo son muy parecidas en cuanto a estructura. La
mayoria de ellas estan formadas por dos dominios globulares conectados por una
pequenia cadena polipeptidica de tal manera que se facilita el movimiento de los

dominios globulares por un “mecanismo de bisagra” (Clarke et al., 2001).

Las permeasas de los distintos sistemas ABC también son muy diferentes en
cuanto a secuencia, sin embargo los mecanismos de transporte en todos los casos son
muy parecidos. Las permeasas son muy hidrofobicas y contienen muchos segmentos
transmembranales y se sabe que los dominios N- y C-terminal son esenciales para su

funcién. Ademas, presentan también varios bucles externos que pueden ser
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importantes para la interaccion con las proteinas periplasmaticas (Clarke et al.,

2001).

Estos sistemas de transportadores ABC estan implicados en la captacion de
sideroforos, grupo hemo y vitamina By, (Clarke et al., 2001). Estdn muy conservados
a lo largo de la evolucion ya que se encuentran en todas las bacterias y
arqueobacterias, excepto en aquellos patdogenos intracelulares cuyo metabolismo estéa
muy ligado al metabolismo de sus huéspedes, como los micoplasmas, y en aquellas

bacterias que no necesitan hierro, como las bacterias del acido lactico (Koster, 2001).

El transporte de siderdforos y hierro a través de la membrana citoplasmatica es
mucho menos especifico que su translocacion a través de la membrana externa, ya
que un mismo sistema es capaz de transportar a diferentes sustratos relacionados

estructuralmente (Koster, 2001).

Aunque no existen evidencias, es posible que en las bacterias gramnegativas, las
proteinas de union al sustrato interaccionen directamente con los receptores de

membrana externa, facilitando asi la liberacion del ligando (Koster, 2001).

La unién del sustrato a la proteina periplasmatica induce en ésta un cambio
conformacional que facilita su reconocimiento por la permeasa. Esta tltima extrae el
ligando y lo transporta a través de la membrana citoplasmatica, usando la energia
proporcionada por la hidrolasa de ATP. La hidrélisis no se inicia hasta que dicha
enzima interacciona con una proteina periplasmatica cargada con el ligando, es decir
que debe enviarse una sefial desde la proteina periplasmatica a la ATPasa para
inducir la hidrolisis del ATP, evitandose asi un consumo innecesario de ATP

(Koster, 2001).
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1.2.6. Almacenamiento de hierro en el interior de las células bacterianas

Una vez dentro del citoplasma, el hierro tiene distintas destinaciones. Un 5%
forma parte de los citocromos, un 10% se encuentra en las proteinas de hierro y
azufre, un 10% esta secuestrado por las bacterioferritinas y hasta un 40% est4 unido a

carbohidrato acidico en forma de Fe(Il) (Clarke et al., 2001).

La homeostasis del hierro en las células bacterianas se mantiene gracias a un flujo
de este elemento desde las proteinas de almacenamiento al citoplasma y viceversa.
Las principales proteinas de almacenamiento son las ferritinas (Ratledge & Dover,
2000). Estas cumplen una doble funcion en las células, ya que por un lado son un
almacén de hierro y por otro previenen de la toxicidad que pueden acarrear niveles

altos de éste y del dafio por estrés oxidativo.

La sintesis de ferritina en E. coli esta activada por la proteina Fur (Bereswill et
al., 2000). Asi pues la proteina Fur controla no so6lo la incorporacion de hierro del

medio, sino también su almacenamiento dentro de las células (Bereswill et al., 2000).

1.3. Antigenicidad de las estructuras receptoras de hierro

Los antigenos que se expresan in vivo desempefian un papel esencial en la
proteccion heterdloga. Algunos autores consideran que la expresion de estos
antigenos estd inducida por la baja concentracion de hierro en los tejidos del
huésped; asi, los elementos que conferirian esta proteccion serian las proteinas de

membrana externa inducidas por hierro (IROMPs) (Choi-Kim ef al., 1991).

Ademas, las proteinas receptoras de transferrina, lactoferrina, hemoglobina y
hemina presentan una serie de caracteristicas que las proponen como buenas
candidatas para el disefio de vacunas. Entre ellas se pueden citar su exposicion en la
membrana celular, el aumento de su sintesis durante un proceso infeccioso y que su
neutralizacion por parte de anticuerpos puede bloquear la captacion de hierro,

inhibiendo asi el crecimiento de la célula bacteriana dentro del huésped.
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Se ha descrito que proteinas captadoras de hierro de un microorganismo
presentan un efecto protector frente a infecciones con ese mismo agente (Rossi-
Campos et al., 1992; Danve et al., 1993; Lissolo et al., 1995). Estos estudios han
seguido dos estrategias, el uso de bacterinas crecidas en condiciones de privacion de

hierro o la purificacion de receptores de transferrina.

1.3.1. Células inactivadas

Los diferentes estudios realizados en este sentido estan basados en la inoculacion
de células crecidas en condiciones de privacion de hierro o bien en la administracion

de extractos de proteinas de membrana de células crecidas en ausencia de hierro.

Asi, se ha descrito que extractos, obtenidos por sonicacioén o por tratamiento con
agentes quimicos como el formol, de P. haemolytica A2 crecida en presencia del
quelante de iones 2,2’-dipiridil (DP) inducen una buena proteccion frente a una

infeccion con este microorganismo (Gilmour et al., 1991).

Sin embargo, bacterinas de P. multocida crecidas en condiciones de privacion de
hierro no inducen inmunidad en pollos y pavos aiun después de dos dosis de
inoculacion (Glisson ef al., 1993). Contrariamente, extractos de membrana externa
de P. multocida crecidas en presencia de DP inducen proteccion heter6loga frente a
esta especie bacteriana (Ruffolo er al., 1998). Ademas, células de este
microorganismo crecidas in vivo y después inactivadas también inducen proteccion

cruzada en pollos (Ibrahim et al., 2000).

A pesar de los buenos resultados obtenidos, estas aproximaciones presentan
algunas limitaciones, como el elevado coste econdmico, las complicaciones que
supone optimizar cultivos masivos en presencia de agentes quelantes (adaptacion,
menor rendimiento del tanque de fermentacion, etc.) y las alteraciones que se pueden
producir en la estructura de los antigenos durante el proceso de obtencién de los

extractos.
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1.3.2. Proteinas purificadas

Se han realizado numerosos estudios basados en la purificacion de receptores de
hierro, ya sea directamente a partir de cultivos del patdogeno, o bien mediante la
clonacion del gen correspondiente y su posterior purificacion tras su expresion en E.

colli.

Asi, se ha publicado que la inoculacién en cerdos con dos dosis de 25 ug cada
una de un receptor de transferrina de A. pleuropeumoniae, induce una buena

respuesta humoral y confiere proteccion frente a un enfrentamiento homologo

(Rossi-Campos et al., 1992).

Ademas, trabajos realizados con los receptores de transferrina (Tbps) de N.
meningitidis demuestran que el antisuero especifico obtenido contra las Tbps de este
microorganismo confiere proteccion pasiva en ratones. Este antisuero presenta
actividad protectora no solo frente a su cepa parental sino también frente a otras
cepas. De la misma forma, la inoculacion de Tbps purificadas en ratones incrementa

su supervivencia frente a una infeccion con dicha bacteria (Danve et al., 1993).

En la misma linea, anticuerpos contra la proteina Tbp2 de N. meningitidis inhiben
la captacion de transferrina, disminuyendo el crecimiento de la cepa cuando crece
con transferrina como unica fuente de hierro, ademéas de presentar capacidad

protectora frente a su cepa parental (Lissolo et al., 1995).

Se ha determinado también que el extremo N-terminal de la proteina TbpB de M.
meningitidis es suficiente para inducir la produccion de anticuerpos neutralizantes,
mientras que la parte C-terminal desencadena la sintesis de anticuerpos con
propiedades bactericidas. Ambos tipos de anticuerpos reconocen el receptor TbpB de

distintos serotipos (Rokbi et al., 1997).
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Aunque las dos proteinas que forman los receptores de transferrinas son capaces,
por separado, de inducir cierto grado de proteccion, parece que la TbpB es mas
eficiente. A pesar de que la proteina TbpA de N. meningitidis induce una mejor
proteccion heterdloga que la TbpB, los anticuerpos diseiiados contra TbpB presentan
una mayor actividad protectora que los obtenidos contra TbpA (West et al., 2001).
De la misma manera, antisuero anti-TbpA de M. catarrhalis no muestra actividad
bactericida, mientras que si que la presenta el antisuero anti-TbpB (Myers et al.,

1998).

Se han publicado también trabajos con otros tipos de receptores de hierro. Asi, en
M. catarrhalis, las proteinas TbpB y LbpB son inmunogéncias, mientras que no lo
son las TbpA y LbpA (Yu et al., 1999). Ademas, la proteina Fbp de N. meningitidis
induce la produccién de anticuerpos que reaccionan con distintas cepas de esta
especie, aunque éstos no bloquean la incorporacion de hierro ni activan el sistema del

complemento frente a meningococos (Gomez et al., 1996).

Los datos sobre la posible utilizacion de receptores de hemoglobina como
inmunogenos son escasos. Solo estd reportado que la inhibicion de la captacion de
hemoglobina por anticuerpos creados contra la proteinasa Kgp de P. gingivalis

induce proteccion en ratones (Kuboniwa et al., 2001).

Estas estrategias no presentan las limitaciones descritas en el apartado anterior vy,
por otro lado, el uso de sistemas de expresion permite que se puedan obtener
cantidades suficientes de proteinas con fines vacunales. Sin embargo, también
existen algunos inconvenientes, como los posibles cambios estructurales que pueden
producirse en las proteinas seleccionadas, debido a la expresion de estos antigenos en

un microorganismo distinto, y que podrian alterar sus propiedades inmunogénicas.
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2. OBJETIVOS

Pasteurella multocida constituye un grupo heterogéneo de cepas asociadas con
infecciones en muchos animales salvajes y domésticos (Bisgaard, 1995). Este
microorganismo presenta un amplio espectro de huésped, originando diferentes
procesos patoldgicos como septicemias hemorragicas en ganado bovino, neumonias
en la cabafia bovina y ovina, en cerdos y en conejos, rinitis atroficas en cerdo, colera
en pollos y pavos, etc. (Alwis, 1995). Se han descrito también infecciones en el
hombre debido a mordeduras de animales infectados. P. multocida tiene una amplia
distribucion geografica y ocasiona importantes pérdidas econdmicas, pero, a pesar de
los numerosos estudios que se han realizado en este sentido (Adler et al., 1996;
Adler et al., 1999), hasta el momento no se dispone de una vacuna eficaz contra este

patdgeno que confiera una buena proteccion heteréloga.

La estrategia mas utilizada para prevenir las infecciones debidas a P. multocida
ha sido la aplicacion de bacterinas, con las cuales se consigue una buena proteccion

frente a la misma cepa pero no frente a distintos serotipos.

Por otro lado, y tal y como se ha comentado anteriormente, se han desarrollado
vacunas eficaces frente a bacterias de géneros como Actinobacillus y Neisseria
basadas en la expresion de receptores de transferrinas y proteinas de membrana
externa reguladas por hierro (IROMPs). A este respecto, se ha descrito que extractos
de proteinas de membrana externa de P. multocida crecidas en condiciones de

privacion de hierro confieren proteccion heterdloga (Ruffolo et al., 1998).

Por todo ello, en la presente tesis doctoral nos planteamos el estudio y
caracterizacion de los mecanismos de captacion de hierro de P. multocida con el
proposito de que sirviera de base para el disefio de una vacuna eficaz contra este
microorganismo, basada en la sobrexpresion de proteinas receptoras de hierro.

En este contexto, se definieron los siguientes objetivos parciales:

1. Aislamiento, clonacién y caracterizacion del gen fur de P. multocida y

construccion de un mutante de P. multocida deficiente en este gen.
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Determinacion de la DLsy de dicho mutante fur y andlisis del perfil

electroforético de sus proteinas de membrana externa (OMPs).

Caracterizacion del sistema fonB de P. multocida: construccion de mutantes
deficientes en los genes exbB, exbD y tonB y determinacion de la DLsy de

cada uno de ellos.
Identificacién, clonacion y caracterizacion de proteinas de membrana
receptoras de hemoglobina y/o hemina mediante busqueda en los bancos de

datos.

Estudio de la capacidad inmunogénica y protectora de los distintos receptores

seleccionados con analisis western-blot.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Aislamiento y caracterizacion del gen fur de P. multocida (Articulo I y

resultados no publicados)

3.1.1. Aislamiento del gen fur de P. multocida

Con el objetivo de clonar el gen fur de P. multocida se realizo, con una genoteca
de P. multocida construida en el vector pUA520 (Cardenas et al., 2001), un estudio
de complementacion de la cepa de Escherichia coli H1780 (Achenbach & Yang,
1997), que es un mutante fur y contiene en su cromosoma una fusion entre el
promotor del gen fiu y el lacZ. El gen fiu se encuentra bajo el control de la proteina
Fur, de tal manera que en presencia de hierro y de un gen fur funcional, se forma el
complejo Fur-Fe(Il) que reconoce la region operadora del gen fiu, se une a ella e
impide su transcripcion, con lo que no se sintetiza [-galactosidasa. Por ello, los
clones que cumplan estas caracteristicas dan lugar a colonias de color blanco en un
medio que contenga X-gal y una fuente de hierro, mientras que aquellos que hayan
recibido un fragmento del genoma de P. multocida que no pueda complementar la
mutacion fur de la cepa receptora H1780, no pueden reprimir la expresion a partir del

promotor del gen fiu y originan colonias azules.

Se llevd a cabo una conjugacion triparental entre la mencionada genoteca de P.
multocida y la cepa receptora E. coli H1780, usando el plasmido pRK2013 (Ditta et
al., 1985) como vector movilizador, y se obtuvieron cinco colonias blancas. Se
extrajo el DNA plasmidico de dichos clones y se observd que el patron
electroforético y el perfil de restriccion era el mismo en todos los casos, asi que se
selecciono al azar uno de esos clones, y se denomin6 pUAS823 al plasmido que
contenia, el cual fue objeto de estudios posteriores. Antes de proseguir con el estudio
de este plasmido se realizaron dos comprobaciones adicionales. Asi, se transformo
dicho pladsmido en la cepa de E. coli H1780 y se demostrd que el inserto del plasmido
complementaba la mutacion Fur de la célula receptora y originaba colonias blancas.
Ademas, mediante el estudio de la actividad B-galactosidasa, se determind que el
clon seleccionado presentaba una menor produccion de [-galactosidasa y, por lo

tanto, una expresion reducida del gen fiu con respecto a la cepa receptora H1780. Los
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resultados obtenidos se representan en la Fig. 3.1 en la que puede observarse que la
actividad p-galactosidasa de la cepa receptora H1780 es mas de diez veces superior a
la de la cepa H1780 portadora del plasmido pUAS&23. Estos datos demuestran que el
inserto del plasmido pUA823 complementa la mutacion Fur” de la cepa H1780; es
decir que contiene el gen fur de P. multocida. Ademas, puede afirmarse que la
proteina Fur de P. multocida reconoce la caja Fur de E. coli puesto que inhibe la

transcripcion desde el promotor del gen fiu de E.coli.
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Fig. 3.1 Ensayo de la actividad B-galactosidasa (expresada en unidades de Miller). Los
valores representados son la media de tres experimentos independientes y la desviacion

estandar en todos los casos fue menor del 10%.

3.1.2. Secuenciacion del gen fur de P. multocida

Previamente, se habia determinado que el plasmido pUAS823 contiene un
fragmento de 4 kb que incluye el gen fur de P. multocida. Por ello, se realizd un
mapa de restriccion de dicho plasmido y se subclond en el plasmido pBSK una banda
de aproximadamente 3,2 Kb, obtenida por la digestion con HindIll. Se comprobo,
mediante retrotransformacion en la cepa H1780, que esta clonacién complementaba
la mutacion fur de dicha cepa. Seguidamente, se secuenciaron los extremos de esta
ultima subclonacion, mediante el sistema ALF de Pharmacia Biotech, usando los
oligonucleotidos universales del polilinker del pBSK. Las secuencias obtenidas se
compararon con las introducidas en los bancos de datos y se encontr6 que el extremo
5’ de una ORF detectada presentaba una elevada similitud con las secuencias que
codifican la proteina Fur de diferentes microorganismos, siendo la de H. influenzae

la més parecida con un 89 % de similitud.
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Fue necesaria una nueva subclonacion para determinar la secuencia completa del
gen fur, la cual se realizd eliminando un fragmento Psfl que se hallaba en la region
clonada previamente y a 110 pb del inicio de traduccion del gen fur. Para ello, se
corto el plasmido pUA823 con Pstl y se circularizd6 el fragmento mayor,
secuenciandose los extremos de esta nueva construccion. De esta forma se consiguiod
obtener la secuencia completa del gen fur de P. multocida. Dicha secuencia fue
introducida en el EMBL/GeneBank/DDBJ Nucleotide Sequence Data, bajo el codigo
de acceso AF027154. En la Fig. 3.2A se muestra la secuencia del gen fur de P.

multocida.

Esta secuencia génica codifica una proteina de 147 aminodcidos, de un peso
molecular de 16,8 KDa (Fig. 3.2B) y presenta el dominio de uniéon de metales
H,XHX,CX,CG muy conservado en las proteinas Fur de diferentes microorganismos

(Escolar et al., 1999).

Se estudio la region operadora del gen para intentar identificar alguna secuencia
que pudiera estar relacionada con el control de su expresion génica. Asi, entre las
posiciones -29 y -10 respecto al codon de inicio de traduccion, se identificd la
secuencia CTTAATAGCAAAATAATTAA (Fig. 3.2A) que se asemeja a la caja Fur
de E. coli (Escolar et al., 1999).

La presencia de esta posible caja Fur sugeriria que la proteina Fur de P.
multocida podria autorregular su propia expresion, por lo cual se decidié construir un
mutante fur de P. multocida y se le introdujo una fusion génica entre el promotor del
gen fur y la region codificante del gen /acZ para comparar la expresion de este

promotor en la cepa salvaje y en el propio mutante fur de P. multocida.
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A
acctaaaggc gccatcattg ttggtcactg gccaacggat ggctatcact ttgaagtttc gcaagcatta
gtcgatgaaa atacttttgt aggattatgt attgatgaag atcgtcaacc tgaattaact gctgaacgtg
ttgaaaaatg ggtgaagcaa gtgtttgacg aaatgtgttt agcagaactt gcttaatagc aaaataatta
aggggctatt atgtctgaag aaaatatcaa acttttgaaa aaagcggggt tgaaaatcac cgaacctcgt
ttaacgattt tggcattaat gcaagaacat caagaagaac acttctctgc agaagatgtg tataagatgc
tccttgagag aggcgaagaa attggtttag ccacagttta ccgtgtatta gaccaatttg atgaagcaaa
aattttgatt cgtcataatt ttgaaggcaa taaatccgtc tttgaacttg ccccaactga acaccacgat
cacattattt gcgtggactg cggtaaagtg tttgagttta atgatgacat tattgaaaaa cgtcaacgtg
aaattaccaa acaacatggt attgagttag ccacacacag tctgtatctg tatggcaaat gtagtaatgt
caagagatgc gatgagaatg gcaaaagata a
B
P. multocida MSEE-NIKLLKKAGLKITEPRLT ILAIMQEHQEEHFSAEDVYKMLLERGEEIGLATVYRV 59
H.influenzae MSEG-NIKLLKKVGLKITEPRLTILALMONHKNEHF SAEDVYKIFLEQGCE IGLATVYRV 59
Y. pestis MTD--NNKALKNAGLKVTLPRLKI LEVLONPACHHVSAEDLYKILIDIGEE IGLATVYRV 58
E. coli MTD--NNTALKKAGLKVTLPRLKI LEVLQE PDNHHV SAE DLY KRL IDMGEE IGLATVYRV 58
N. meningitidis MEKFNNIAQIKDSGLKVTGPRLKILDLFETHAEEHLSAEDVYRILLEEGVEIGVATIYRV 60
x| * Kk Kk Kok kKK kK Lk KKk kK . *okokko ks kkok
P. multocida LDQFDEAKI LIRHNFEGNKSVFELAPTEHHDHI ICVDCGKVFEFNDDI TIEKRQREITKQH 119
H. influenzae LNQFDEAHIVIRHNFEGNKSVFELAPTEHHDHI ICEDCGKVFEFTDNI IEQRQREISEKY 119
Y. pestis LNQFDDAGIVTRHNFEGGKSVFELTQQHHHDHLICLDCGKVIEFSNESIESLOQREIAKQH 118
E. coli LNQFDDAGIVTRHNFEGGKSVFELTQQHHHDHLICLDCGKVIEFSDDS IEARQRETIAAKH 118
N. meningitidis LTQFEQAGILQRHHFETGKAVYELDKGDHHDHIVCVKCGEVTEFHNPEIEALQDKIAEEN 120
K kks ok ko kkekk | kek g kk Lkkokka sk Kk ok kK *k ok ke
P. multocida GIELATHSLYLYGKCSNVKRCDENGKR--- 146
H. influenzae GIKLKTHNVYLYGKCSDINHCDENNSK--- 146
Y. pestis GIKLTNHSLYLYGHCETGNCREDESAHSKR 148
E. coli GIRLTNHSLYLYGHCAEGDCREDEHAHEGK 148
N. meningitidis GYRIVDHALYMYGVCSD---CQAKGKR--- 144

* . * e kekk Kk

Fig. 3.2 A Secuencia del gen fur de P. multocida. El inicio y final de traduccion del gen

estan resaltados en negrita. En negrita y cursiva se remarca la secuencia de la posible caja

Fur. B Comparacion de la secuencia de la proteina Fur de distintos microorganismos.

Resaltado en negrita y subrayado se sefiala un dominio de unién a metales muy conservado.
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3.1.3. Construccion de un mutante fur de P. multocida

Debido a la baja eficiencia en la obtencion de mutantes por intercambio de
marcadores en P. multocida, se decidid construir un mutante fur de P. multocida
mediante la insercién de un vector suicida que llevara un fragmento interno del gen

fur (mutagénesis insercional).

Con esta finalidad se cloné un fragmento interno de 394 pb, obtenido por PCR
usando los oligonucleo6tidos Furl y Fur2 (Tabla 2 del articulo I), en el vector suicida

pUAS826, derivado del plasmido pGY2 (Young et al., 1996), cuyo origen de

replicacion es dependiente del producto del gen m que contiene el fago Apir.

Al plasmido recombinante obtenido se le denomindé pUA891 y fue introducido
por conjugacién triparental en la cepa de P. multocida PM1002. Los
transconjugantes se seleccionaron en placas de BHI suplementadas con rifampicina y

ampicilina.

Para confirmar la integracion del pldsmido pUAS891 en el cromosoma, se obtuvo
DNA cromosomico de los conjugantes seleccionados, se realizd una amplificacion
mediante PCR usando un oligonucleotido del plasmido, Aad, y otro externo a la
region clonada en el plasmido pUA891, Fur3 (Tabla 2 del articulo I). En todos los
casos se obtuvo un fragmento del tamafio esperado, mientras que con el DNA

cromosémico de la cepa salvaje no se consiguié ninguna banda de amplificacion.

Se selecciono al azar uno de los conjugantes comprobados por PCR, al cual se le
denomind PM1056, para confirmar la interrupcion del gen fur mediante Southern-
blot. Para ello, los DNAs cromosémicos de la cepa salvaje y del mutante PM1056
fueron digeridos con la enzima Dral, se realizé una electroforesis en un gel de
agarosa y se transfirieron las bandas a filtros de nitrocelulosa que se hibridaron con
un fragmento interno del gen fur marcado con digoxigenina y finalmente se revelo la
hibracion por colorimetria. Las bandas de hibridacion visualizadas fueron de un
tamafio de 3 Kb (carril 1, Fig. 3.3) y 4,4 Kb (carril 2, Fig. 3.3) respectivamente, lo
que corroboraba que el gen fur de la cepa PM1056 estaba interrumpido (Fig. 3.3).
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4.4 kb-
3.0 kb-

Fig. 3.3 Souther-blot realizado con el DNA cromosémico de las cepas salvaje (carril 1) y

mutante fur (carril 2), usando como sonda un fragmento interno del gen fur de P. multocida.

Una vez comprobado el mutante, y dado que la interrupcion del gen se habia
conseguido por la insercion de un plasmido suicida, fue necesario demostrar la
estabilidad de dicha construccion. Para ello, se realizaron diez pases de siembra en
medio rico sin antibioticos, selecciondndose 100 colonias, a las cuales se les extrajo
su DNA cromosémico y se amplifico una region por PCR con los oligonucleotidos
Aad y Fur3 (Tabla 2 del articulo I), obteniéndose en todos los casos el fragmento de
amplificacion esperado. Estos resultados demuestran que la mutacion introducida en

el gen fur de P. multocida es estable in vitro en ausencia de presion selectiva.

3.1.4. Analisis de la expresion del gen fur de P. multocida

Se construy6 una fusion génica entre el promotor del gen fur de P. multocida y la
region codificante del gen lacZ, clonado en el plasmido pHRP309 (Parales &
Harwood, 1993). Para ello, se disefiaron los oligonucledtidos Furd y Fur5 (Tabla 2
del articulo I) para amplificar, a partir del DNA cromosdmico, un fragmento de 376
pb que contuviera el promotor del gen fur. Se cloné dicho fragmento en el vector
pGEM-T y se secuencid para descartar que durante el proceso de amplificacion se
hubiera introducido alguna mutacidon que pudiera afectar a la expresion de dicho gen.
Se libero la banda por digestion con Sa/l-BamHI y se clon6 en las mismas dianas del

vector pHRP309, obteniéndose asi el plasmido pUAS892. Esta construccién se
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comprobod mediante restriccion con las enzimas Sall-BamHI y por PCR con los

oligonucleotidos Fur4 y Fur5 (Tabla 2 del articulo I).

Seguidamente, dicha fusién se introdujo por conjugacion triparental en la cepa
salvaje y en el mutante fur de P. multocida y se realizaron los ensayos de actividad
[-galactosidasa para cuantificar la expresion del gen fur en ambas cepas en presencia
o ausencia de hierro. Para ello, se realizaron cultivos en agua peptonada (BPW) en
ausencia y presencia del quelante de hierro 2,2’-dipiridil (DP). Ademas, y debido a
que la glucosa inhibe la expresion del gen de fur de E. coli (de Lorenzo et al., 1988),
se evalud también el efecto de la adicion de glucosa al medio de cultivo sobre la

expresion del gen fur de P. multocida, tanto en la cepa salvaje como en el mutante

fur.
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Fig. 3.4 Analisis de la expresion del gen fur de P. multocida mediante una fusion fur::lacZ.
Los datos presentados son la media de tres experimentos independientes y la desviacion

estandar fue en todos los casos menor al 10%.

Los resultados obtenidos (Fig. 3.4) indican que la proteina Fur autoregula su
propia transcripcion, puesto que la expresion del gen en el mutante fur es entre cuatro
y cinco veces mas elevada que en la cepa salvaje. Ademas, la presencia de hierro
reprime la expresion del gen fur, ya que en la cepa salvaje en presencia de DP la
expresion del gen es mas del doble que en presencia de hierro (BPW). El mutante fur
no crecia bien en presencia de DP, por lo que no se pudo estudiar el efecto de la
privacion de hierro en dicho mutante. Por otro lado, estos datos también indican que

la glucosa inhibe la transcripcion del gen fur, ya que la adicion de glucosa al medio
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de cultivo disminuye la expresion del gen fur tanto en la cepa salvaje como en el
mutante fur. Este efecto se debe a que la presencia de glucosa produce una
disminucién en la concentracion intracelular de AMPc y no se puede formar el
complejo activador AMPc-CAP. Asi, P. multocida muestra el mismo tipo de

regulacion que el gen fur de E. coli.

En la bibliografia, se ha descrito el efecto de la glucosa y la represion por
catabolito sobre el control de la expresion de algunos factores de virulencia. Asi, por
ejemplo diversas toxinas termoestables de E. coli estan reguladas por el complejo
AMPc-CAP (Mekalanos, 1992). Se ha propuesto que la presencia de glucosa podria
ser una sefial que informara a los patégenos de un cambio en las condiciones
ambientales al detectar la transicion desde las superficies mucosas hacia el torrente
sanguineo. También se ha hipotizado que la regulacion de la expresion de los genes
de virulencia por la glucosa podria deberse a un control para evitar que los efectos
ocasionados en el huésped no sean desmesurados y acaben ocasionando dafios
irreparables, es lo que se conoce como estrategia no harm, no foul (Mekalanos,
1992). Debido a que la proteina Fur es un regulador de la expresion de genes de
virulencia, como las proteinas implicadas en la captacion de hierro, el efecto de la

glucosa sobre esta proteina podria también explicarse por alguna de estas hipotesis.

3.1.5. Estudio del perfil electroforético de las proteinas de membrana externa
del mutante fur de P. multocida

Esta ampliamente reportado que, en ausencia de hierro, las células bacterianas
expresan unas proteinas de membrana de elevado peso molecular que estan
implicadas en la captacion de hierro (Ruffolo et al., 1998) y que se encuentran
reguladas negativamente por el complejo Fur-Fe(II). Con el fin de determinar si se
observa también esta desregulacion en el mutante fur de P. multocida, se realizaron
extracciones de proteinas de la membrana externa (OMPs) de dicho mutante y de la
cepa salvaje. Los perfiles obtenidos se muestran en la Fig. 3.5, en la cual puede
apreciarse la aparicion de diversas proteinas de elevado peso molecular (> 66 KDa)
en el mutante fur. Estos resultados indican que el mutante fur muestra una expresion

constitutiva de dichas proteinas de alto peso molecular.
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Fig. 3.5 Perfil electroforético de las proteinas de membrana externa (OMPs) del mutante fur

(carril 1) y de la cepa salvaje (carril 2) de P. multocida crecidas en presencia de hierro.

Al analizar los perfiles electroforéticos de la Fig. 3.5 destaca el hecho de que una
proteina mayoritaria de membrana parece estar inducida en el mutante fur. Este
posible aumento de la concentracion de dicha proteina sugiere que su expresion
podria estar bajo el control negativo del complejo Fur-Fe(Il). Para confirmar esta
posibilidad se procedio a la identificacion de esta proteina por secuenciacion de su
extremo N-terminal y a la construccién de una fusién génica con el gen lacZ con el
fin de poder cuantificar la expresion de dicho gen en diferentes condiciones de
cultivo. Con este fin, se realiz6 una electroforesis de las proteinas de membrana
externa en un gel de poliacrilamida, se transfirieron las proteinas a un filtro
Immobilon™-P (Millipore), que se tifi6 con comassie blue y se recuperd la banda
correspondiente a la proteina que interesaba. Se pudo determinar que la secuencia de
su extremo N-terminal era ATVYNQDGTKVDVNGSVRLI. Al comparar dicha
secuencia con las introducidas en los bancos de datos, se observo una total identidad
con la secuencia del extremo N-terminal de la forma madura de la proteina OmpH de
P. multocida (Luo et al., 1997). Ambas proteinas, la OmpH de P. multocida y la

identificada en el gel de poliacrilamida tienen un tamafio de 36 KDa.
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3.1.6. Analisis de la expresion del gen ompH de P. multocida

Una vez identificada la proteina, y dado que se conocia la secuencia del gen
ompH de P. multocida, se pudieron disefiar dos oligonucle6tidos, OmpH1 y OmpH2
(Tabla 2 del articulo I), para amplificar la region cromosdémica que contiene la region
promotora de dicho gen. Se clon6 el fragmento de amplificacion en el plasmido
pGEM-T y se secuencié para descartar cualquier mutacion que se hubiera podido
introducir durante el proceso de amplificacion. Se liber6 dicho fragmento mediante
restriccion con las enzimas Sal/l-BamHI y se clon6 en el vector pHRP309,
obteniéndose asi el plasmido pUA893 que contiene una fusion génica entre el

promotor del gen ompH y la region codificante del gen lacZ.

Seguidamente, se introdujo el plasmido pUAS893 en la cepa salvaje P. multocida
y en el mutante fur por conjugacion triparental y se cuantificd la expresion del gen
ompH mediante ensayos de la actividad -galactosidasa en ambos fondos genéticos y
en presencia y ausencia de hierro o glucosa. Los resultados obtenidos se resumen en
la Fig. 3.6, siendo una confirmacién de lo que ya se intuia en los geles de
poliacrilamida. El gen ompH esta desregulado tanto en la cepa salvaje en ausencia de
hierro como en el mutante fur, lo que indica que esta controlado negativamente por el
complejo Fur-Fe(Il), y que por tanto pertenece al regulon Fur de P. multocida. En
concordancia con estos resultados, un estudio de la secuencia de la regién operadora
de dicho gen reveld la presencia de la secuencia AATCATTTAATCGAATTAT,
localizada entre las bases -48 y -29 respecto al codon de inicio de traduccion, que se

asemeja a la caja Fur de E. coli (Escolar et al., 1999).

Por otro lado, se observd también que la presencia de glucosa inhibe la
transcripcion del gen ompH de P. multocida, tanto en la cepa salvaje como en el
mutante fur. Se ha descrito el mismo comportamiento en otras porinas de membrana
externa de otros microorganismos. Asi, las proteinas OmpA y OmpB de E. coli
también muestran represion por catabolito (Gibert & Barbé, 1990; Huang &
Freundlich, 1992) y se ha localizado, en la region promotora del gen ompH (en la
posicion -89 respecto al ATG del gen) la secuencia AAATGGTGCAGACGACT
TAT, que podria ser el lugar de unién del complejo AMPc-CAP (Berg & von
Hippol, 1988).
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Fig. 3.6 Analisis de la expresion del gen ompH. Los datos presentados son la media de tres

experimentos independientes y la desviacion estandar fue en todos los casos menor al 10%.

Estos resultados son especialmente importantes si se considera que algunas
vacunas disefiadas contra infecciones producidas por P. multocida estan basadas en
la capacidad inmunogénica y protectora de la proteina OmpH (Luo et al., 1999).
Como conclusion immediata de estos resultados se deduce que los cultivos que se
pretendan usar con dicha finalidad deberian realizarse en ausencia de hierro y de

glucosa para mejorar su rendimiento.

3.1.7. Virulencia del mutante fur de P. multocida

No esté claro el papel que desempefia el gen fur en el proceso infeccioso de los
diferentes microorganismos, dado que se han descrito resultados contradictorios al
respecto. Por ejemplo, mutantes fur de S. typhimurium no dan lugar a una reduccién
en la virulencia cuando son inoculados intraperitonealmente, mientras que presentan
una atenuacion cuando son suministrados oralmente (Garcia del Portillo et al., 1993).
Por otro lado, mutantes fur de Staphylococcus aureus presentan una reduccion en la
virulencia en ciertos modelos de infeccion (Horsburg et al., 2001). Resultados como
los comentados sefialan la necesidad de estudiar el efecto de una mutacion en el gen

fur sobre la virulencia en cada especie o cepa patogena.
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Por ello, y con el fin de determinar el papel que desempefia el gen fur en el
proceso infeccioso de P. multocida, se determinaron las dosis letales 50 (DLsg) de la
cepa salvaje y del mutante fur mediante la inoculacion intraperitoneal de grupos de 3
ratones hembra Swiss con diluciones seriadas de una suspensién ajustada a 3 x 10°
cfu/ml, evaludndose el nimero de animales que sobrevivieron a las 24, 48 y 72 horas

post-inoculacion.

Para ambas cepas se determind que la DLs, era de 5 cfu/animal, por lo que una
mutacion en el gen fur parece no modificar la virulencia de P. multocida. Para
descartar que esta falta de afectacion no fuera debida a variaciones genéticas del
mutante fur, se estudi6 la estabilidad in vivo de la mutacion introducida en el gen fur
mediante su recuperacion de los corazones de los animales muertos como
consecuencia de la inoculacion con la cepa mutante. Se seleccionaron 100 clones
recuperados, de los que se obtuvo el DNA cromosomico, y se comprobd mediante
amplificacién por PCR con los oligonucleétidos Aad y Fur3 (Tabla 2 del articulo I)
que todos ellos mantenian la insercion del plasmido suicida. Este hecho nos permite
concluir que el mutante fur es también estable in vivo en ausencia de presion

selectiva.

El efecto de una mutacion fur sobre la virulencia de una cepa puede estar
relacionado mas con las funciones de la proteina Fur como activadora de algunos
procesos celulares, como la respuesta al estrés oxidativo o 4acido, que con el control
de la expresion de los genes implicados en la captacion de hierro, puesto que, in vivo
y en condiciones de privacion de hierro, es logico pensar que no existen diferencias
entre un mutante fur y la cepa salvaje, ya que en ambos casos los genes implicados

en la captacion de hierro estan desregulados.

Asi, las consecuencias de una mutacion en el gen fur sobre la virulencia pueden
depender de la importancia de la proteina Fur como reguladora de otras funciones
celulares en cada patdogeno en cuestion. Por ejemplo, se ha descrito que en S. aureus
la proteina Fur activa la sintesis de la catalasa KatA que estd implicada en la
detoxificacion de radicales hidroxilo (Horsburg et al., 2001). Asi, un mutante fur de
este microorganismo presenta una menor produccion de catalasa y por lo tanto la

respuesta de la cepa frente al dafo oxidativo se ve disminuida y como consecuencia
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podria modificarse su virulencia. Quizas en P. multocida la proteina Fur no tenga un
papel tan importante en el control de ciertas funciones celulares, o quizas P.
multocida contenga algin otro sistema que compense los efectos negativos de una

deficiencia en el gen fur sobre estas otras funciones.
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3.2. Aislamiento y estudio de la organizacion genética del sistema exbB-exbD-
tonB de P. multocida (Articulo Il y resultados no publicados)

Como se ha comentado anteriormente, el proceso de introduccion de hierro a
través de la membrana externa requiere un aporte energético que es proporcionado
por el sistema tonB (Braun, 1995), y cuyo estudio y caracterizacion es imprescindible
para entender los mecanismos de captacion de hierro de una especie determinada.
Ademas, a pesar de que los productos de los genes exbB, exbD y tonB actlian
conjuntamente (Higgs et al., 1998), la organizacion genética de este sistema no esta
conservada a lo largo de la evolucion (Jarosik et al., 1994; Occhino et al., 1998;

Pradel et al., 2000) y tampoco esta claro el papel del gen fonB en la virulencia.

Por todo ello se aislo el sistema exbB-exbD-tonB de P. multocida, se estudio su

organizacion genética y se determin6 su importancia en la virulencia de esta especie.

3.2.1. Aislamiento de los genes exbB, exbD y tonB de P. multocida

El ultimo paso de la via de biosintesis de metionina implica la metilacion de la
homocisteina. Esta metilacion puede ser llevada a cabo por las transmetilasas MetE o
MetH (Mann et al., 1986). MetH necesita la vitamina By, como cofactor y donador
del grupo metilo, mientras que la metilacion llevada a cabo por MetE es
independiente de vitamina Bj,. Ello comporta que un mutante metE requiera
metionina o vitamina Bj, para poder crecer. La entrada de vitamina Bj, es
dependiente de TonB, por lo que un doble mutante tonB metE no puede crecer en
ausencia de metionina y presencia de vitamina Bi,, a menos que sea complementado

con un gen tonB funcional.

Con el fin de aislar el gen tonB de P. multocida se realizd una conjugacion entre
la cepa de E. coli RK5048 (metE tonB) (Mann et al., 1986) y una cepa portadora de
una genoteca de P. multocida, construida en el vector pUAS520 (Cardenas et al.,
2001). Se seleccionaron los conjugantes que hubieran recibido un fragmento de DNA
de P. multocida que complementara la mutacion tonB sembrando en placas de medio

minimo AB suplementadas con glucosa y vitamina By5.

Se obtuvo el DNA plasmidico de algunos de estos conjugantes y se observo que

todos ellos presentaban un inserto de unas 5 Kb en el plasmido pUA520. Tras
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comprobar que todos los plasmidos presentaban el mismo patrdn, se selecciond uno
de ellos para proseguir con el trabajo propuesto. Como comprobacion adicional se
transformo dicho plasmido sobre la cepa RK5048 y se comprobd que era capaz de
complementar una mutacion fonB ya que los clones recombinantes podian crecer sin

metionina y en presencia de vitamina B;.

Después de varias subclonaciones y secuenciaciones de diferentes fragmentos del
inserto, se identificaron tres ORFs que presentaban similitud con los genes exbB,
exbD y tonB de diferentes microorganismos, siendo los mas parecidos los de H.
influenzae y H. ducreyi, con un 80% de similitud. Las secuencias de los genes exbB,
exbD y tonB de P. multocida fueron introducidas en el EMBL/GeneBank/DDBJ
Nucleotide Sequence Data, bajo el codigo de acceso AF468825 y se muestran en la

Fig. 3.7.

La organizacion genética de esta region en P. multocida es la misma que la
descrita para otros miembros de la familia Pasteurellaceae, como H. influenzae, H.
ducreyi o Mannhemia haemolytica (Jarosik et al., 1994; Elkins et al., 1998; Graham
& Lo, 1997). Es destacable la existencia de una corta region intergénica entre los
genes exbB y exbD 'y un solapamiento del inicio de traduccion del gen tonB y el
codon de final de lectura del gen exbD, lo cual sugiere que estos tres genes deben
formar una tUnica unidad transcripcional y que deben transcribirse en una relacion
1:1:1. Aun asi, la pertenencia de estos tres genes a un Unico operéon no podia
deducirse tan solo de la secuencia sino que eran necesarios experimentos adicionales

para confirmar esta hipotesis.
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ATCTTAGAAG AGATTGTCGG TGAATTTACC ACTTCAACAG CCOCATCAAT TAACGATGAA GITATCCCAC
AATCAGACGG TTCTCTTATC ATTGAGSCECT CCGCCAATTT ACGIGATTTG AATAAATTAT TTGACTGGAA
TCTCGATACC GAAGATGCAC GTACCTTCAA OGGCTTAATT TTAGAGCATT TAGAAGAAAT TCOCAGAAGAA
GGAACGGTAT GTGAAATTAA TGGEECTACAA ATCACGATTC TAGAAGTGAA TTACAACATG ATTAAACAAG
CCAAAGT CAT TAAACTTTAA TTCAACATCT GGCTAAGCGA TGTCATCAAG ACATCGCTTT TTTATTCCGT
ACATGAATGT TTGATCCAAC ACAACATTTA TTCAACATTG GATAAATAAT CATCCTAAAT CGCACGAATT
TCTTATTTAC CCCGITTTTG GCTTTTGCTA GAATCTTGCA ATTGAAATTA ATTCTCAATA COGTATAATG
TTCAACCTTA TTTTGCGATA CAAATTAAAG GGTTATTAAA ATGCCACACT TATTCCACTT CTTACAACAA
TATATTGATT ACAATTATTC TAGGCTTACT TGCCTTCATG AGCTTTATTA TGGGITGECT TGTGATTGCA
CGCTTTCTCT CTTAAGTCCC GICAACGTGG CATCTTATGA AAGCATACAT GAATTAGACA TTGACTTACA
ACGCCACCTC ACAGCTATCT CTACAATCGG TTCTAATGCA CCTTATGTAG GTTTGCTTGG TACCGTCATT
GGTATTCTCT TAACTTTCTA TGAATTAGGT CACTCTGGTG GCGATATTGA TGOGECGECT ATTATGGTGC
ACTTATCATT AGCCTTAAAA GCCACAGCAG TAGGTATTTT AGTCGCCATT CCTGCAATGG TGIGTTACAA
CGGTTTAGGA CGTAAAGTCG AAGITAATCG TTTGAAATGG TTTGCCTTAA ATGAGAAAAA AGCCAAACAA
CAAGCATAGG GAGCCTCATG AAAAAGITTG ATGAAATCAA CATTATCCCT TTTATTGACA TCATGTTGGT
ACTATTGGCT ATCGITCTGA TTACAGCCTC TTTTATTTCA CAAGGTAAAA TCCAAGTGAA TGTACCAAAA
GCAAGITCAA CAGITGCGIT TCGITCAGAT GATTTAGCCA AATTGCTGAC TATTACGGAA AGTGGTGAAA
TTTTTTATCA CGATAAACCG ATTACTATAG TAGCATTGGA ACAAGAAATC AGTAATTGGG AAAAAGATCA
AAAAGTCACC TTGAAGGTAG ATGCAAAATC CAGTTTCCAA GATTTCGTTT CTATCACTGA TATTATGSCT
AAAAATGAAA TTAAAAATGT CGCTATCGTG ACGGITAAAG AAAAGSCACC TCAATGATAG ATAAAAGTCG
TTCTTGCATC GGGITTGCAA TTTCATTGCT TTTTCACGCA AGTTTTGICT CTTTCCTGTA TTGGATTGTA
CAAAAAGACG ATGACAGOGC GAATGGATTT GCTGCCGATA TCATCTCAAC TCATATTTCC ATGGAAATGC
TGGCGCTAC CGITTTAGAA GAACCAGAGC OGGAACCAGA GCCGECGCCT CCGGTAGIAG AACCT GAACT
GCCAAAAGAA GAAGTCGCAG ATOCGACGGT AAAACCTGAG CCACCAAAAG AACCCGAAAA ACCAAAAGAG
CCTGAAAAGC CAAAAGAGAA ACCGAAGGAA AAACCAAAAG AAAAGCCGAA AAAACCGAAG AAAGAACAAC
GIGATTTACC AAAGTCAGAT CGCCAAATTG ATTCTAATTC ATCGATCAAT CAACAAGCGA CCACAACAGG
TAACATCACA ACCAATAATC CGAATCTGGT CGGTAAAGGT AATAGCACAG ATGAAGTCAA TGCTTATCGC
TCGECTTTAC GCAGAGAAAT TGAAAAACAT AAACGCTATC CAAACCGTGC ACGCATGATG CGCAAACAAG
GI GTGGTAAC AATCACGITC CATCTTAATA ATGCCGECGI AATTAGTAAT GCGCGAATCA GCAAATCTTC
TGGCTCAGAA GAATTAGATA ACGCTGCACT GGTAGCTGTC AATAATGCCC GTCCAATTGG TCCATTGCCT
GCTGGTATGC CAAATGAAGT GAGCGTTCCT GICAGITTCA GAATCACAAA TTAAAAAAGT GOGGTAAATT
TTACOGCACT TTTTTCTCTC TATTAGAATT CCTCTCATTT GIGCACTTAT CTAGGACATC TTTCATAAAA
ACTTGITGCAT TTTTTATCTT CCTATTAGGA TATCTAACGA TTATCTTCTG CTCATCAATA AGGTAAATAA
AAATGACTAA AAAACCCTAT TTTCGCCA

Fig. 3.7 Secuencia de los genes exbB, exbD y tonB de P. multocida. Los codones de inicio y
final de traduccion del gen exbB se remarcan en negrita, los del gen exbD en negrita y
cursiva y los del gen fonB subrayados. La secuencia de un posible terminador de

transcripcion esta resaltada en negrita y subrayado.
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3.2.2. Organizacion transcripcional del cluster exbB, exbD y tonB de P.
multocida

Con el fin de determinar si los genes exbB, exbD y tonB de P. multocida
constituyen un operon, se realizé una extraccion de RNA total de la cepa salvaje y se
realizaron reacciones de RT-PCR para detectar la existencia de los posibles

transcritos.

Se disefiaron parejas de oligonucledtidos para amplificar los transcritos de cada
uno de los genes, asi como para detectar los posibles transcritos policistronicos
exbB-exbD, exbD-tonB y exbB-exbD-tonB. Asi mismo, se descartdé una posible
contaminacion de la extraccion de RNA con restos de DNA cromoséomico mediante
reacciones de PCR con los juegos de oligonucleotidos disenados, y en ningun caso se

detect6 producto de amplificacion.

Para cada uno de los juegos de oligonucledtidos se realizaron tres reacciones. En
la primera se utiliz6 RNA total como molde, en la segunda el molde fue DNA
cromosémico (control positivo) y en la tercera reaccion no se introdujo ningtin molde

(control negativo).

En la Fig. 3.8 se muestra un esquema de la organizacion transcripcional de esta
region cromosémica sefialando la posicion de los oligonucledtidos utilizados en este
estudio, asi como los resultados de las reacciones de amplificacion. Como puede
verse en dicha figura s6lo se detectaron los transcritos simples exbB, exbD y tonB
(carriles 2, 5 y 8, respectivamente), no obteniéndose amplificacion de ningun
transcrito policistronico (carriles 11, 14 y 17), a pesar de que si que se obtuvo una
banda de amplificacion desde DNA cromosémico como molde (carriles 12, 15y

18).

Para comprobar que esta falta de amplificacion no era debida a un proceso de
degradacion del RNA durante su extraccion, se realizd6 como control una reaccion de
RT-PCR wusando oligonucledtidos del gen rec4 y se obtuvo una banda de

amplificacion de 1kb, demostrandose asi la integridad del RNA.
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Fig. 3.8 A Esquema de la region cromosomica que contiene los genes del sistema fonB. Las
flechas simbolizan los oligonucleétidos utilizados en este estudio y entre paréntesis se
indican la posicion, en pares de bases, del inicio y final de traduccion de cada gen respecto al
ATG del gen exbB. B Analisis de la organizacion transcripcional de la region exbB-exbD-
tonB de P. multocida mediante reacciones de RT-PCR. Los carriles 2, 3 y 4 se realizaron con
el juego de oligonucledtidos A (para detectar el transcrito exbB), los carriles 5, 6 y 7 con el
juego B (para detectar el transcrito exbD), los carriles 8, 9 y 10 con el C (para detectar el
transcrito fonB), los carriles 11, 12 y 13 con el D (para detectar el transcrito exbB-exbD), los
carriles 14, 15y 16 con el E (para detectar el transcrito exbD-fonB) y los carriles 17, 18 y 19
con el juego F (para detectar el transcrito exbB-exbD-tonB). En los carriles 2, 5, 8, 11, 14y
17 se utilizo6 RNA como molde, en los carriles 3, 6, 9, 12, 15 y 18 el molde usado fue DNA
cromosomico, mientras que en los carriles 4, 7, 10, 13, 16 y 19 no se adiciond ningiin molde
(controles negativos). El carril 1 y 20 corresponden a los marcadores de peso molecular

0X174-Hinfl y ABstell, respectivamente.
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Todos estos resultados demuestran la existencia de promotores internos dentro de
la region cromosdmica analizada, indicando ademas que los tres genes no forman
una Unica unidad transcripcional o bien que el posible transcrito policistronico es tan
escaso y/o tan inestable que no ha sido posible su deteccion a pesar de la sensibilidad
de la técnica. En cualquier caso, se puede afirmar que practicamente la totalidad de
las proteinas ExbB, ExbD y TonB de P. multocida se producen a partir de sus

respectivos mRNAs monocistronicos.

Para corroborar la existencia de promotores internos en esta regioén se decidid
acotar la region promotora de los genes mediante reacciones de RT-PCR. Asi, se
pudo determinar que el promotor del gen exbD se encuentra entre los nucledtidos
-245 y -127, respecto a su inicio de traduccion, y se localiz6 la region promotora del

gen tonB entre el nucledtido -73 y su inicio de traduccion.

Una posible explicacion a la existencia de promotores internos dentro de esta
region podria ser que estos genes estuvieran regulados de forma diferente, por lo cual
se procedié al estudio de su expresion en diferentes condiciones de crecimiento a
través de fusiones génicas entre los promotores de estos genes y la region codificante

del gen lacZ.

3.2.3. Regulacion de la transcripcion de los genes del cluster tonB de P.
multocida

Se disenaron oligonucleotidos para amplificar las regiones promotoras de los
genes exbB, exbD y tonB de P. multocida (Tabla 1 del articulo II). Se clonaron los
productos de amplificacion en el vector pPGEM-T y se secuenciaron para descartar la
introduccion de mutaciones durante el proceso de amplificacion. Se liberaron los
insertos por restriccion con las enzimas Sall-BamHI y se clonaron en el vector
pHRP309, obteniéndose los plasmidos pUA917, pUA9I8 y pUA919 que contienen
fusiones génicas entre la region codificante del gen lacZ y los promotores de los
genes exbB, exbD 'y tonB, respectivamente. Una vez comprobadas estas
construcciones por restriccion y PCR, dichos plasmidos se introdujeron en la cepa

salvaje de P. multocida mediante conjugacion triparental.
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Debido a que los componentes del sistema tonB estan implicados en la captacion
de hierro, se estudio el efecto de la privacion de hierro sobre la transcripcion de estos
genes, cuantificdndose su expresion en un medio con hierro y sin hierro por
tratamiento previo de este medio de cultivo con DP. En la Fig. 3.9 se esquematizan
las diferentes fusiones génicas construidas y se presentan los resultados obtenidos en

los ensayos de la actividad -galactosidasa.

Estos datos demuestran, una vez mas, la existencia de promotores internos dentro
de esta regiébn cromosomica, ya que en todos los casos se observa una mayor
actividad B-galactosidasa que en el control negativo. Por otro lado, también se
confirma que la expresion de los genes del sistema tonB estd inhibida por la
presencia de hierro, ya que en presencia de DP, la expresion en todos los casos es
aproximadamente el doble de la obtenida cuando las células crecen en presencia de
hierro. Estos resultados concuerdan también con los obtenidos coetaneamente

mediante la técnica de microarrays por otros autores (Paustian et al., 2001).

Con el fin de encontrar posibles estructuras que pudieran estar implicadas en la
regulacion de la expresion de dichos genes, se analizo en detalle la secuencia de las
regiones promotoras de cada uno de ellos. En este andlisis se localizaron unas
secuencias que recordaban a la caja Fur de E. coli en las posiciones -42, -59 y -57
respecto al origen de traduccion de los genes exbB, exbD y tonB, respectivamente.
Sin embargo, la mera presencia de estas secuencias no era suficiente para demostrar

un control por parte de la proteina Fur.

Por ello, y para determinar si el efecto de la presencia de hierro sobre la expresion
de estos genes era dependiente de la proteina Fur, se realiz6 un ensayo FURTA
(Stojiljkovic et al., 1994) con cada uno de los promotores clonados. Asi, en primer
lugar se clonaron los promotores de los genes exbB, exbD y tonB en el plasmido de
alto numero de copias pGEM-T, que contenia un gen de resistencia a cloranfenicol
interrumpiendo el gen lacZ para evitar la produccion de -galactosidasa a partir del
vector, obteniéndose las construcciones pUA955, pUA95S6 y pUA9S7,
respectivamente. Se introdujeron, mediante electroporacion, todas estas

construcciones y el plasmido pGEM-T con la cassette cloranfenicol en la cepa
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H1717 y se seleccionaron los electrotransformantes en placas Lac-EMBO

suplementadas con FeSO4 ImM. Ademas de observar el fenotipo FURTA en las

placas, se cuantifico también la expresion de la actividad -galactosidasa. Para ello,

se recogieron las células crecidas en las citadas placas Lac-EMBO suplementadas

con hierro y se resuspendieron en LB.

A

—| exbB exbD tonB l—

— - > - - -

FexbBup FexbBrp FexbDup FexbDrp FtonBup FtonBrp

lacZ pUA917
— <«
FexbBup FexbBrp
— <
FexbDup FexbDrp
|:| lacZ pUA919
— -
FtonBup FtonBrp
lacZ pHRP309
B
Actividad pB-galactosidasa (unidades de Miller) Factor de
Construccion
BPW DP inducciéon
pUA917 2332 4850 2,08
pUA918 100 200 2
pUA919 1030 2425 2,34
pHRP309 43 27 -

Fig. 3.9 A Esquema de las diferentes fusiones génicas construidas entre los genes del sistema

tonB y el gen lacZ. B Efecto de la privacion de hierro en la expresion de los genes del

sistema fonB de P. multocida en la cepa salvaje crecida en agua peptonada (BPW) y en agua

peptonada suplementada con DP. Los datos presentados son la media de tres experimentos

independientes y la desviacion estandar en todos los casos fue inferior al 10%.
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Tabla 3.1. Ensayo FURTA con los promotores de los genes exbB, exbD y tonB de P.

multocida.

Plasmido Promotor Fenotipo FURTA® Actividad B-galactosidasa”
pGEM-TQCm Ninguno - 80

pUA955 exbB + 220

pUA956 exbD + 240

pUA957 tonB + 230

a, El simbolo + se aplica cuando el fenotipo de la colonia es Lac+ (FURTA +) y el simbolo —
cuando es Lac - (FURTA -) b, La actividad -galactosidasa esta expresada en unidades de
Miller y los valores indicados son la media de tres experimentos independientes siendo la
desviacion estandar inferior al 10% en todos los casos.

Los resultados obtenidos (Tabla 3.1) demuestran claramente que los tres
promotores presentan el mismo tipo de regulacion y que todos ellos estan bajo el
control negativo del complejo Fur-Fe(Il). Por tanto, los tres genes pertenecen al
reguldon Fur de P. multocida y la existencia de promotores internos en esta estructura
no es debida a una regulacion diferencial de los distintos genes. Este resultado es
esperable ya que parece logico que genes que estan implicados en la misma funcion,
tengan también un mismo control. Es posible que la existencia de promotores
internos se deba mas bien a un sistema de seguridad que garantice la expresion de
todos los genes y prevenga de posibles inconvenientes originados por el

solapamiento de sus regiones codificantes.

Por otro lado, la presencia de promotores internos puede evitar también los
efectos polares de mutaciones en los primeros genes del operdn, que impiden la
transcripcion o traduccion de los genes que estdn por detrds en la organizacion

genética.

La existencia de promotores secundarios ya se habia descrito anteriormente en los
operones de biosintesis de histidina de E. coli y Salmonella tythimurium (Winkler,
1996). Sin embargo las dos situaciones no son del todo comparables puesto que en el
caso del operén his de E. coliy S. typhimurium existe un transcrito policistronico que

contiene todos los genes del operén y de hecho, la expresion desde los promotores
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internos es practicamente insignificante en comparacion con la transcripcion a partir

del promotor principal (Winkler, 1996).

Otra hipdtesis seria que quizas alguna de las proteinas del cluster fonB realizara
otra funcion en la célula, ademas de facilitar la entrada de hierro hacia el periplasma,
y que, por lo tanto, se requirieran niveles intracelulares distintos de cada una de estas
proteinas. Por ello, y con el objetivo de estudiar si esta hipotesis era valida, se
construyeron mutantes de cada uno de los genes y se evalu6 el efecto de dichas
mutaciones sobre el crecimiento en diferentes condiciones de cultivo in vitro, asi

como sobre la virulencia de P. multocida.

3.2.4. Construccion de mutantes exbB, exbD y tonB de P. multocida

Se disefiaron los juegos de oligonucleotidos ExbBintup y ExbBintrp, ExbDintup
y ExbDintrp, y TonBintup y TonBintrp (Tabla 1 del articulo II) para amplificar
regiones internas de los genes exbB, exbD y tonB, respectivamente. Se clonaron los
productos de amplificacion en el plasmido pGEM-T y se secuenciaron para descartar
la introduccion de mutaciones durante la reaccion de amplificacion. Se liberaron los
insertos mediante restriccion con las enzimas Apal-Sacl, se rellenaron los extremos y
se clonaron en la diana EcoRV del plasmido pUAS826 que es suicida en P. multocida.
Estas construcciones se comprobaron mediante reacciones de PCR usando los

oligonucleotidos disefiados para amplificar los fragmentos internos.

Se introdujeron dichas construcciones en una cepa salvaje de P. multocida,
mediante conjugacion triparental usando el pRK2013 (Ditta et al., 1985) como
plasmido movilizador, y se seleccionaron los conjugantes en placas de BHI

suplementadas con rifampicina y ampicilina.

Se comprobaron los mutantes mediante reacciones de PCR a partir del DNA
cromosémico de cada uno de los conjugantes, usando un oligonucleotido del
plasmido pUAS826 y un oligonucledtido externo a cada una de las construcciones, de
tal manera que s6lo se pudiera obtener un producto de amplificacion si la copia
cromosdmica del gen estaba interrumpida por la insercion del plasmido suicida. Los

resultados de estos estudios se muestran en la Fig. 3.10.
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1.3 Kb — e

0.7 Kb —

Fig. 3.10 Comprobacion de la interrupcion de los genes exbB, exbD y tonB de P. multocida
mediante la integracion de un plasmido suicida. Los carriles 2, 3 y 4 corresponden a la
amplificacion por PCR con los oligonucledtidos Aad y ExbBrp (Tabla 1 articulo II), los
carriles 5, 6 y 7 con los oligonucleétidos Aad y ExbBup (Tabla 1 del articulo II) y los
carriles 8, 9 y 10 con los oligonucledtidos Aad y ExbDup (Tabla 1 del articulo II). Los
carriles 2, 5 y 8 corresponden a los DNAs cromosémicos de los mutantes exbB, exbD y tonB,
respectivamente. Los carriles 3, 6 y 9 corresponden a DNA cromosdmico de la cepa salvaje
y los carriles 4, 7 y 10 son controles negativos donde no se empled ningin DNA como

molde. El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular ABstell.

En todos los casos se obtuvo una banda de amplificacion (carriles 2, 5y 8 de la
Fig. 3.10), mientras que con el DNA cromosomico de la cepa salvaje no se obtuvo
ningtn producto de PCR (carriles 3, 6 y 9 de la Fig. 3.10). Una vez confirmada la
interrupcion de los genes, y para descartar posibles efectos polares sobre la expresion
de los otros genes del cluster, se analiz la expresion de los genes del cluster fonB.
Para ello, se extrajo RNA total de la cepa salvaje y de los distintos mutantes y se
comprobd que no contenia contaminacion de DNA cromosomico. Seguidamente se
realizaron las pruebas de RT-PCR, obteniéndose los resultados que se muestran en la

Fig. 3.11.

Ademads, y para descartar que la expresion de los genes situados detrds de la
insercion del plasmido suicida no se debia a posibles estructuras promotoras del
vector que facilitasen la transcripcion de los genes situados en posicién 3’°, se
realizaron reacciones de RT-PCR con RNA de los mutantes exbB, exbD y tonB

usando como oligonucledtidos las parejas Aad y ExbBrp, Aad y ExbBup y Aad y
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ExbDup, respectivamente (Tabla 1 del articulo II). En ningin caso se observo banda
de amplificacion, demostrdndose que no habia transcripcion a partir de ninglin

promotor del pldsmido.

RT-PCR
Transcrito Transcrito Transcrito
ExbBup-ExbBrp ExbDup-ExbDrp TonBup-TonBrp PCR
'Téi RNA DNA - RNA DNA - RNA DNA - RNA
= - -
g a2 2 8 3 28 9 2 2 3
Ed 5 2 3 g5 & % g 4 2 3 g 08 & %
12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
726tp — .
— — —
553tp —| -
500t | .-
427 tp
417 tp 3 9
413 tp - o
st — - ——

Fig. 3.11 Analisis de la expresion de los genes del sistema fonB mediante reacciones de RT-

PCR. Los carriles del 2 a 7 corresponden a la deteccion del transcrito del gen exbB, del 8 al
13 a la del transcrito del gen exbD y del 14 al 19 al transcrito del gen tonB. Se empled como
molde el RNA del mutante exbB (carriles 2, 8 y 14), del exbD (carriles 3, 9 y 15), tonB
(carriles 4, 10 y 16) y de la cepa salvaje (carriles 5, 11 y 17). Los carriles 6, 12 y 18 tienen
como molde DNA cromosomico de la cepa salvaje (como control positivo de las reacciones)
y los carriles 7, 13 y 19 son controles negativos en los que no se adiciona ningun DNA o
RNA como molde. Los carriles del 20 al 23 corresponden a las PCR de control de
contaminacion de DNA: PCR con el RNA del mutante exbB y los oligonucle6tidos ExbDup-
ExbDrp (carril 20), RNA del mutante exbD y los oligonucleotidos TonBup-TonBrp (carril
21), RNA del mutante fonB y oligonucleotidos ExbBup-ExbBrp (carril 22) y RNA de la cepa
salvaje y oligonucle6tidos ExbBup-TonBrp (carril 23). El carril 1 corresponde al marcador
de peso molecular ¢x174-Hinfl. La secuencia de los oligonucleotidos utilizados en este

estudio se muestra en la Tabla 1 del articulo II.
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En la Fig. 3.11 se puede observar que en el mutante exbB hay expresion de los
genes exbD y tonB (carriles 8§ y 14) y que en el mutante exbD sigue habiendo
expresion del gen fonB (carril 15), es decir que las inserciones introducidas en estos
mutantes no presentan efectos polares, lo cual estd de acuerdo con la existencia de

promotores internos en esta region cromosomica.

Una vez confirmada la obtencion de los mutantes y tras haber descartado posibles
efectos polares de las mutaciones introducidas, se comprobd, in vitro, la estabilidad
de las mutaciones en ausencia de presion selectiva. Con este fin, y para cada mutante,
se hicieron diez resiembras sucesivas en placas sin antibioticos. Después de
seleccionar 100 colonias, se extrajo su DNA cromosémico y se comprobd por PCR

que todas ellas amplificaban la banda de integracion del plasmido.

3.2.5. Crecimiento de los mutantes exbB, exbD y tonB en diferentes condiciones
de cultivo

Para evaluar el efecto de mutaciones en los genes exbB, exbD y tonB sobre la
capacidad de captar hierro de diferentes fuentes, se realizaron pruebas de crecimiento
en diferentes medios de cultivo: medio minimo (MM) (Jablonski et al., 1996), MM
suplementado con DP, MM suplementado con DP y FeSO4 y MM suplementado con
DP y hemoglobina.

Se recogieron células crecidas en placas de agar sangre y se resuspendieron en
cada uno de los medios, ajustando la DO4sp a 0,1. Se incubaron durante 48 horas y se
midid la DOyso para cuantificar el crecimiento. Los datos obtenidos se resumen en la

Tabla 3.2.

Se puede resaltar que los tres mutantes presentan un menor crecimiento respecto
a la cepa salvaje cuando crecen en condiciones de privacion de hierro (MM+DP).
Este fenomeno es esperable puesto que los productos de los tres genes actian
conjuntamente para facilitar la entrada de hierro a partir de los sistemas especificos

que se expresan en condiciones de carencia de hierro.
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Tabla 3.2. Crecimiento in vitro de los mutantes exbB, exbD y tonB de P. multocida en

diferentes condiciones de cultivo después de 48 horas de incubacion.

DOuso
Cepa
MM MM+DP MM+DP+FeSOs MM-+DP+hemoglobina
Salvaje 0,841 0,436 0,768 0,88
Mutante exbB 0,755 0,075 0,708 0,93
Mutante exbD 0,823 0,257 0,714 0,852
Mutante fonB 0,768 0,233 0,734 0,94

Los datos mostrados corresponden a la media de tres experimentos independientes y la
desviacion estandar en todos los casos fue inferior al 10%. Las concentraciones de FeSO, y
de hemoglobina utilizadas fueron de 200 uM y 40 uM, respectivamente.

Sin embargo, a diferencia de lo descrito en N. meningitidis (Stojiljkovic et al.,
1997), N. gonorrhoeae (Desai et al., 2000) y B. pertusis (Pradel et al., 2000), los tres
mutantes recuperan el crecimiento cuando se adiciona al medio FeSO; o
hemoglobina. Estos resultados sugieren que P. multocida podria tener algin
mecanismo de captacion de hierro y hemoglobina independiente de TonB o bien que,
al igual que lo descrito en otros microorganismos como V. cholerae (Occhino et al.,

1998), hubieran dos sistemas fonB funcionales (tonB1 y tonB2).

En este sentido, se han localizado los genes tol/Q, tolR y tolA en la secuencia de
P. multocida Pm70 (May et al., 2001) que podrian complementar las mutaciones
exbB o exbD, ya que se ha descrito que las proteinas ExbB y ExbD son
intercambiables con las proteinas TolQ y TolR del sistema fol, respectivamente
(Braun, 1995). Sin embargo la proteina TonB no puede sustituirse por la proteina
TolA, su homodloga en el sistema fol. Asi, las proteinas TolQ y TolR podrian
compensar las consecuencias de las mutaciones en los genes exbB y exbD, no
obstante, esta hipotesis no explicaria la complementacion de la mutacion en el gen

tonB.
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3.2.6. Efecto de mutaciones exbB, exbD y tonB sobre la virulencia de P.
multocida

Con el fin de determinar el papel que desempefian los genes exbB, exbD y tonB
en el proceso infeccioso llevado a cabo por P. multocida se determinaron las DLs, de
la cepa salvaje y de los tres mutantes. Para ello se inocularon intraperitonealmente
grupos de 3 ratones hembra Swiss con diluciones seriadas de una suspension ajustada
a 3 x 10® cfu/ml y se evalué el niimero de animales que sobrevivian a las 24, 48 y 72

horas post-inoculacion (Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Determinacion de la DLsy de los mutantes exbB, exbD y tonB de P. multocida.

Cepa DLso (cfu/animal)
Salvaje 2
Mutante exbB >4.6 X 10°
Mutante exbD >2,9x 10°
Mutante tonB >3 x 10°

Los valores calculados se presentan en la Tabla 3.3, en la que puede observarse
que mutaciones en cualquiera de los genes del sistema fonB conllevan un aumento de
la DLsp de como minimo tres 6érdenes de magnitud. La importante reduccion en la
virulencia de los mutantes del sistema fonB de P. multocida es similar a la descrita en
mutantes de este sistema en H. influenzae (Jarosik et al., 1994), B. pertusis (Pradel et
al., 2000) y V. cholerae (Occhino et al., 1998). Asi pues, parece que el sistema tonB
desempefia un papel relevante en el proceso infeccioso de muchos patdégenos en los

que su virulencia depende en gran medida de la capacidad de captacion de hierro.
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3.3. Caracterizacion de proteinas de membrana receptoras de hemina y/o
hemoglobina de P. multocida (Articulo I11 y resultados no publicados)

Para completar el estudio sobre los mecanismos de captacion de hierro de P.
multocida, era necesario identificar y caracterizar alguno de los sistemas que estan
implicados en la captacion de hierro. Como ya se ha comentado en la introduccion de
esta memoria, entre estos sistemas estan los sider6foros y los receptores de

membrana de transferrina, lactoferrina, hemina y hemoglobina.

Se ha descrito que algunas cepas de P. multocida producen sideréforos (Hu et al.,
1986), sin embargo estudios previos realizados en nuestro laboratorio habian
demostrado que la cepa Pm25 no los sintetiza. Referente a los receptores de
membrana de P. multocida, tan sdlo se habia identificado un receptor de transferrina
(Veken et al., 1994; Ogunnariwo & Schryvers 2001) y no se disponia de ningun otro
dato sobre receptores de otras proteinas transportadoras de hierro, a pesar de que se

ha demostrado que P. multocida puede unir hemoglobina (Veken et al., 1996).

En la introduccion de la presente memoria ya se ha comentado que la
identificacion de estos receptores tiene un gran interés aplicado, ya que se sabe que
determinados receptores de transferrinas de P. haemolytica (Potter et al., 1999), N.
meningitidis (Danve et al., 1993) y M. catarrhalis (Myers et al., 1998) son
inmunogénicos y confieren protecciéon en modelos animales de laboratorio, por lo
que son unos buenos candidatos para la elaboracion de vacunas. Sin embargo,
existen pocos datos acerca de la inmunogenicidad de receptores de hemina o de

hemoglobina.

Por todos estos motivos, uno de los objetivos de este trabajo fue la
caracterizacion de receptores de hemoglobina de P. multocida, con el fin de estudiar
su capacidad inmunogénica y ensayar vacunas basadas en la sobreexpresion de

dichas proteinas.
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3.3.1. Identificacion y clonacion de posibles receptores de hemina y/o
hemoglobina de P. multocida

De acuerdo con lo indicado anteriormente, las proteinas implicadas en la
captacion de hierro tienen una region comun, la caja TonB, caracteristica y muy

conservada, la cual interacciona con la proteina TonB (Braun, 1995).

Dado que el genoma de P. multocida Pm70 estd totalmente secuenciado y es

accesible en el banco de datos en la direccion http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Microb_blast/credits/747.html (May et al., 2001), se realiz6 una busqueda en dicho

genoma para detectar las proteinas que contienen una caja TonB y que por tanto
pueden estar implicadas en la captacion de hierro. Se rescataron las secuencias de
estos genes y se compararon con las proteinas introducidas en el banco de datos,
seleccionandose aquellas que presentaban similitud con posibles receptores de

hemina y/o hemoglobina dependientes de TonB.

Como resultado de este analisis se seleccionaron las siguientes 13 proteinas:
PMO0040, PM0236, PM0300, PM0336, PM0337, PM0576, PM0741, PM0745,
PM1078, PM1081, PM1282, PM1428 y PM1622 .

A pesar de que todas estas proteinas contienen una caja TonB, era necesario
confirmar empiricamente que estdn implicadas en la captacion de hierro y determinar
qué ligando reconocen en cada caso. Con este fin, se decidio clonar los diferentes
genes en el vector de expresion pET22-b, inducir su expresion con IPTG y evaluar su

capacidad de unioén a hemina y/o hemoglobina.

Se disenaron oligonucleotidos para amplificar cada uno de estos ORFs. Los
oligonucleotidos directos contenian una diana Ndel de tal manera que el ATG de la
diana coincidia con el ATG del ORF, en cambio los oligonucledtidos reversos
portaban una diana Notfl. Las secuencias de estos oligonucledtidos se recogen en la
Tabla 3.4. Se realizaron las reacciones de PCR a partir del DNA cromosémico de P.
multocida Pm25 y en todos los casos se obtuvo una banda de amplificacion del
tamafio esperado, excepto para los genes que codificaban las proteinas PM0337,
PMO0745 y PM1622. Estos resultados pueden atribuirse a que la cepa Pm25 no

contenga estos ORFs o bien a que las secuencias de los extremos de la proteina no
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sean tan conservados y los oligonucleotidos disefiados no complementen bien con el
DNA de la cepa Pm25. Por otro lado, dado que el profesor Adler, del departamento
de Microbiologia de la Universidad de Monash (Australia), estaba analizando el
producto del ORF PMO0336 (comunicacion personal), se decidid excluir de este
estudio a las proteinas PM0336, PM0337, PM0745 y PM1622. Se recuperaron los
fragmentos de amplificacion de los genes seleccionados y se clonaron en el vector
pGEM-T, comprobandose las construcciones mediante reacciones de secuenciacion.
Se liberaron los insertos mediante restriccion con las enzimas Ndel-Nofl y se
clonaron en el vector de expresion pET22-b. Se comprobaron las construcciones por
restriccion con Ndel-Notl y se introdujeron por transformacién en la cepa E. coli
BL21 (ADE3), seleccionandose un clon para cada proteina elegida con el objetivo de

determinar el ligando al que se une.

3.3.2. Determinacion de la union de hemina

Se analizo6 la capacidad de unir hemina de cada una de las proteinas seleccionadas
segun el protocolo descrito en el Anexo I de esta memoria. Los resultados obtenidos
en este estudio se muestran en la Fig. 3.12 e indican que las proteinas PM0040,
PMO0236, PM0300, PM0741, PM1081, PM1282 y PM1428 son receptores de
hemina, si bien la unién de ésta a las proteinas PM0040 y PM0236 parece ser mas
eficiente. Por otra parte, las proteinas PM0576 y PM1078 no reconocen hemina,
debiendo unirse a otro ligando.

80 7

70
0 b

50 A

40 A

30 1

20 7

10 A

0
o
[=
(>
o
=
o

Fig. 3.12 Determinacion de la unién de hemina. Los valores presentados corresponden al
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porcentaje de disminucion de la DOy del sobrenadante de los cultivos centrifugados
después de 16 horas de incubacion. Los datos son la media de tres experimentos

independientes y la desviacion estandar en todos los casos fue inferior al 10%.
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Tabla 3.4. Oligonucledtidos usados para amplificar los receptores de hemina y/o

hemoglobina.
Nombre Secuencia® Posicion” Aplicacién

NdePMO0040  CATATGTCATTCAAACATA +1 Oligonucledtido directo para amplificar el
AAAC gen PM0040

NotPM0040  GCGGCCGCAAGATTTTAG +2204 Oligonucledtido reverso para amplificar el
ATGAGGG gen PM0040

NdePM0236  CATATGAAAAAATTAACAA +1 Oligonucleotido directo para amplificar el
AAC gen PMO0236

NotPM0236  GCGGCCGCGACCGCACTT +1626 Oligonucledtido reverso para amplificar el
AAGGCG gen PM0236

NdePM0300  CATATGCGTACACAACAAC +1 Oligonucledtido directo para amplificar el
AATAAAAATTTCTGC gen PM0300

NotPMO0300  GCGGCCGCCGCTAGCCGA +3025  Oligonucledtido reverso para amplificar el
TCTCTTAATCC gen PMO0300

NdePMO0576  CATATGGATAAAAATTTAA +1 Oligonucledtido directo para amplificar el
TG gen PMO0576

NotPM0576  GCGGCCGCAATATAGCCC +2263 Oligonucledtido reverso para amplificar el
GATTTGG gen PMO0576

NdePMO0741  CATATGAAATATCCCTTAA +1 Oligonucleotido directo para amplificar el
GC gen PM0741

NotPM0741  GCGGCCGCTTTTATCATGA +2369 Oligonucledtido reverso para amplificar el
ACGG gen PM0741

NdePM1078  CATATGCACAAAAAATTGT +1 Oligonucledtido directo para amplificar el
TAC gen PM1078

NotPM1078  GCGGCCGCCAGTTTTTTCA +760 Oligonucleotido reverso para amplificar el
TTCGG gen PM1078

NdePM1081  CATATGCCTTTATTAACTTT +1 Oligonucledtido directo para amplificar el
AAA gen PM1081

NotPM1081  GCGGCCGCCATCTCTACA +2467 Oligonucledtido reverso para amplificar el
GTAAGACG gen PM1081

NdePM1282  CATATGATGTTATGTAAGC +1 Oligonucleotido directo para amplificar el
C gen PM 1282

NotPM1282  GCGGCCGCAACAGAATGC +2379 Oligonucledtido reverso para amplificar el
GACCACC gen PM 1282

NdePM1428 +1 Oligonucledtido directo para amplificar el
CATATGTTTCAAGAGGTTG gen PM1428

NotPM1428  GCGGCCGCGGACTGGCAT +2459 Oligonucleotido reverso para amplificar el
ACTGTG gen PM 1428

a, Las dianas de restriccion afiadidas a los oligonucleotidos se marcan en cursiva.

b, Posicion de los oligonucleotidos respecto al ATG de cada gen.
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Por otro lado, estos resultados también muestran que las proteinas de P.
multocida clonadas en el vector pET22-b y sobreexpresadas son exportadas hasta la

membrana externa de E. coli y mantienen su capacidad de reconocer hemina.

Segun los resultados obtenidos, P. multocida Pm25 tiene al menos 7 proteinas
con la misma funcion. Probablemente se trate de un sistema de seguridad que
garantiza la unidon a hemina en el caso de que se produzca una mutacién en
cualquiera de estos genes, aun cuando también podria tratarse de un sistema de
evasion de las defensas del huésped, puesto que un patégeno con una alta
variabilidad en receptores de membrana que unen hemina es mas facil que pueda
escapar de la neutralizacion provocada por los anticuerpos especificos contra estos
antigenos. Asi, podria pensarse que es probable que estos receptores presenten una
expresion diferencial, es decir que cada uno de ellos actiue principalmente durante
una etapa del proceso infeccioso, dejando obsoletos los anticuerpos creados contra
los “antiguos” receptores de membrana. Para poder confirmar o desmentir esta
hipotesis seria necesario cuantificar la expresion temporal in vivo de cada uno de los
receptores en diferentes momentos de la infeccion, lo cual podria realizarse en un

futuro utilizando las metodologias descritas en el apartado 3.3.8. de esta memoria.

3.3.3. Determinacion de la union de hemoglobina
Se determin6 la capacidad de unién a hemoglobina de las distintas proteinas

seleccionadas.

A diferencia de lo comentado anteriormente sobre que las proteinas de P.
multocida sobreexpresadas en E. coli eran transportadas a su membrana externa y
mantenian su capacidad de unir hemina, la conformacidon que adoptan en E. coli los
receptores de hemoglobina de P. multocida parecia no permitir el reconocimiento
entre receptor y ligando, por lo que fue necesario sonicar los cultivos y liberar el

contenido celular para determinar su capacidad de unién de hemoglobina (Fig. 3.13).
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Fig. 3.13 Determinacion de la union de hemoglobina. Los valores presentados corresponden
al porcentaje de disminucion de la DO,y del sobrenadante de los cultivos centrifugados
después de 16 horas de incubacion. Los datos son la media de tres experimentos

independientes y la desviacion estandar en todos los casos fue inferior al 10%.

Los resultados obtenidos se representan en la Fig. 3.13 e indican que las proteinas
PM0040, PM0236, PM0300, PM0576, PM0741, PM1081 y PM 1428 de P. multocida
Pm25 son receptores de hemoglobina mientras que las proteinas PM1078 y PM 1282

no la reconocen.

Las posibles hipotesis que explican la existencia de mas de un receptor de
hemoglobina en P. multocida son las mismas que las indicadas en el apartado
anterior para los receptores de hemina, y se basan en complementar los efectos
negativos de mutaciones en estos genes y/o evadir las defensas del sistema inmune

del huésped.

Mecanismos parecidos también se han sugerido para H. influenzae, en el cual se
han identificado los receptores hgpA, hgpB y hgpC, implicados en la captacion de
hierro a partir de hemoglobina ( Ren et al., 1998; Morton et al., 1999).

El conjunto de los datos obtenidos en la determinacion de la unidon de los
receptores estudiados a hemina y hemoglobina se muestra en la Tabla 3.5 en la cual

se aprecia que las proteinas PM0040, PM0236, PM0300, PM0741, PM1081 y
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PM1428 son receptoras de hemina y hemoglobina, mientras que la PM1282 parece
ser especifica para hemina y la PM0576 muestra especificidad por hemoglobina. En
cambio, y a pesar de presentar similitud con un receptor de hemina de Y.
enterocolitica, la proteina PM1078 no se une a hemina ni hemoglobina, lo cual
sugiere que podria unirse a otro ligando, como la transferrina o lactoferrina, o bien
que esta proteina de la cepa Pm25 haya sufrido algin tipo de mutacion y haya

perdido su capacidad de union.

Tabla 3.5. Capacidad de union de hemina y/o hemoglobina de las proteinas analizadas en

este estudio.

Proteina  Proteina con la que presenta mayor similitud®  Unién Hm”  Unién Hb"

PMO0040  Posible receptor de hemina de P. aeruginosa + +
(41%)

PMO0236  Lipoproteina de unidén de hemina de H. + +
influenzae (73%)

PMO0300  Posible receptor TonB dependiente de H. + +
influenzae (87%)

PMO0576  Receptor de hemina de H. influenzae (89%) - +

PMO0741  Receptor de hemoglobina de N. meningitidis + +
(64%)

PM1078  Proteina de union de hemina de Y. - -

enterocolitica (53%)

PM1081  Proteina de membrana externa regulada por + +
hierro de M. haemolytica (56%)

PM1282  Receptor de hemina de Xylella fastidiosa + -
(42%)

PM1428  Proteina de membrana regulada por hierro de + +

M. haemolytica (56%)

a, Entre paréntesis se sefiala el tanto por ciento de similitud entre ambas proteinas.
b, El simbolo + se aplica cuando la proteina tiene capacidad de union y el simbolo — cuando

no la presenta: Hm = hemina, Hb = hemoglobina.
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3.3.4. Caracterizacion de la organizacion genética de la region PMO0298-
PM0299-hgbA de P. multocida.

El siguiente paso en este estudio consistid en seleccionar una de estas proteinas
receptoras para averiguar su regulaciéon y patron de expresion in vivo, asi como
determinar el efecto de una mutacién sobre su capacidad de unir hemoglobina y

sobre la virulencia.

Se escogio la proteina PMO0300 porque tiene capacidad de unir tanto hemina
como hemoglobina y porque presenta como peculiaridad que se encuentra detrds de
dos ORFs (PM0298 y PM0299) con los que podria formar una tUnica unidad
transcripcional. Es posible que si estos genes forman un operon, las proteinas
PM0298 y PM0299 estén también implicadas en la captacion de hierro. Ademas, a
partir de este momento, se denomind hghA al gen que codifica la proteina PM0300,
puesto que se trata de la primera proteina de membrana caracterizada en P. multocida

con capacidad de unir hemoglobina (hemoglobin binding protein).

En la Fig. 3.14A se presenta la organizacion genética de esta region, segun se
deduce del analisis del genoma de la cepa Pm70 de P. multocida y que comparte la
cepa Pm25, puesto que se disefiaron oligonucledtidos externos a la region codificante
de los genes PM0298 y hghA (Tabla 2 del articulo III) y se obtuvo una banda de

amplificacion del tamafio esperado.

La corta distancia intergénica entre ellos y la ausencia de posibles estructuras de
finalizacion de la transcripcion sugiere que los genes PM0298-PM0299-hghA
podrian formar una Unica unidad transcripcional. Para confirmar esta hipdtesis fue
necesario analizar el patrén de transcripcion de esta region cromosdmica. Para ello,
se obtuvo RNA total de la cepa salvaje P. multocida Pm25 y se disefiaron
oligonucleotidos para detectar por RT-PCR un posible transcrito policistrénico que
contuviera los tres genes. Se comprobd, mediante reacciones de PCR con los
oligonucleotidos disefiados para este estudio, que el RNA extraido no contenia
contaminacion de restos de DNA cromosomico. Los resultados obtenidos en las
reacciones de RT-PCR indican claramente que los tres genes forman una tUnica

unidad transcripcional, puesto que se obtuvo un producto de amplificacioén cuando se
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usd RNA como molde y oligonucleotidos internos al gen PM0298 y al hgbA (carril 3,
Fig. 3.14B).

A
1 7Kb —> (444)|_> (959) —
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Fig. 3.14 A Estructura de la region cromosomica que contiene los ORFs PM0298, PM0299 y
hgbA de P. multocida. Entre paréntesis se indican las coordenadas, en pares de bases, del
inicio y final de traducciéon de cada uno de los genes respecto al ATG del gen PM0298. El
recuadro negro representa una posible estructura terminadora de transcripcion. Las flechas
azules representan los oligonucleo6tidos usados en la reaccion de RT-PCR. Las flechas negras
indican el sentido de transcripcion de los distintos genes. B Analisis del patron de
transcripcion de la region PM0298-PM0299-hgbA de P. multocida mediante reacciones de
RT-PCR. Los oligonucleodtidos usados en esta reaccion son PM0298intup y PHgbArp (Tabla
2 del articulo III) que corresponden a una region interna del gen PMO0298 y hghbA,
respectivamente. El carril 2 corresponde al control de contaminacion de DNA cromosémico
(una reaccion de PCR con el RNA como molde), el carril 3 y 4 son reacciones de RT-PCR
usando como molde RNA y DNA cromosoémico, respectivamente, mientras que el carril 5 es
un control negativo en el que no se adiciona ningiin molde. El carril 1 corresponde al

marcador de peso molecular A-Bstell.
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3.3.5. Construccion de mutantes de P. multocida deficientes para PM0298,
PM0299 y hgbA.

Debido a que los genes PM0298 y PM0299 forman un operon con el gen hghA4 y
por tanto deben estar sujetos a la misma regulacion, es posible que también estén
implicados en el metabolismo del hierro. De hecho, ambos genes muestran similitud
con los genes hugX'y hugZ de P. shigelloides, respectivamente, que parece que estdn
implicados en la prevencion de la toxicidad producida por hierro (Henderson et al.,

2001).

Para estudiar si los genes PM0298 y PM0299 tienen una funcion similar, se
abordo el andlisis del efecto de una mutacion por insercion en el gen PM0298, lo que
comportaba también la inactivaciéon de los genes PM0299 y hgbA. Ademas, se
caracterizo el fenotipo de un mutante en hghA para descartar el hipotético efecto
polar de una mutacién en el gen PM0298 sobre la transcripcion de este receptor de

hemina y hemoglobina.

Como se ha comentado anteriormente, la eficiencia de obtencion de mutantes en
P. multocida por doble intercambio de marcadores es muy baja, por lo que se
procedid a la construccion de los mutantes en cada uno de los genes de este operdn,

mediante la integracion simple de un plasmido suicida.

Se disefiaron los oligonucledtidos PM0298intup y PM0298intrp, PM0299intup y
PM0299intrp, y HgbAintup y HgbAintrp (Tabla 2 del articulo III) para amplificar las
regiones internas de los genes PM0298, PM0299 y hgbA, respectivamente. Se
clonaron las bandas de amplificacion en el vector pGEM-T y se comprobd por
secuenciacion que las secuencias amplificadas no presentaban ninguna mutacion. Se
liberaron los insertos mediante restriccion con Apal-Sacl, se rellenaron los extremos
y se clonaron en la diana EcoRV del plasmido suicida pUA826, obteniéndose los
plasmidos pUA965, pUA966 y pUA967, respectivamente. Se comprobaron las
construcciones mediante reacciones de PCR con los oligonucledtidos disefiados para

amplificar los distintos fragmentos internos.
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Una vez confirmadas las construcciones se introdujeron en la cepa salvaje de P.
multocida mediante conjugacion triparental y se seleccionaron los conjugantes en

placas de BHI suplementadas con rifampicina y ampicilina.

A pesar de que en nuestro laboratorio se han conseguido construir varios
mutantes por esta metodologia, no se obtuvo ninglin conjugante que llevara integrado
el plasmido suicida en los genes PM0298 y PM0299, incluso después de realizar
cuatro experimentos independientes en cada caso. Sin embargo, se obtuvieron
mutantes en el gen AgbA en el primer intento. Estos resultados podrian sugerir que

quizas los mutantes en los genes PM0298 y PM0299 no fueran viables.

Para confirmar esta hipotesis, se clon6 la region cromosdémica que comprendia
los genes PM0298 y PM0299 en el plasmido pHRP309 (Parales & Harwood, 1993),
que es estable en P. multocida, y se introdujo esta construccién en una cepa salvaje
de P. multocida mediante conjugacion, seleccionandose un conjugante que fue
utilizado como receptor en un experimento de conjugacion con la cepa que llevaba el
vector suicida con el inserto del gen PM0298. En esta situacion se obtuvieron
conjugantes que portaban el plasmido suicida integrado. Se comprobd la insercion
del plasmido mediante reacciones de PCR con el oligonucledtido del plasmido, el
Aad, y un oligonucleétido externo a la region clonada en el vector pHRP309 (Tabla 2
del articulo III), de tal manera que s6lo pudiera obtenerse banda de amplificacion si
el gen cromosdmico estaba interrumpido por la integracion del plasmido (carril 6,

Fig. 3.15).

Estos resultados muestran que la inactivacion del gen PM0298 sdlo es posible
cuando en la célula quedan copias salvajes de los genes PM0298 y PM0299, y por lo
tanto indican que los genes PM0298 y PM0299 son esenciales para la viabilidad de

la cepa en las condiciones de laboratorio ensayadas.

Asi pues, los genes PM0298 y PMO0299 de P. multocida podrian estar
relacionados con la prevencion de toxicidad de los compuestos de hierro, al igual que
lo indicado con los genes de P. shigelloides (Henderson et al., 2001). Sin embargo,
no hay datos sobre su papel en la viabilidad celular de este ultimo microorganismo

ya que no se ha descrito ningiin mutante en dichos genes.
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Fig. 3.15 Comprobacion de la insercion de los plasmidos suicidas pUA965 y pUA967 en los
genes PM0298 y hgbA de P. multocida, respectivamente. Los carriles 2, 3 y 4 corresponden
a amplificaciones llevadas a cabo con los oligonucle6tidos Aad y HgbArp (para confirmar la
insercion del plasmido en el gen ighA). Los moldes utilizados en las reacciones fueron DNA
cromosomico de la cepa salvaje (carril 2) y del mutante ~gbA (carril 3), mientras que el carril
4 es un control negativo donde no se adicion6 ningin DNA como molde. Las reacciones de
los carriles 5, 6 y 7 se realizaron con los oligonucle6tidos Aad y HgbAintrp (para confirmar
la insercion del vector suicida en el gen PM0298). En el carril 5 el molde fue DNA
cromosomico de la cepa salvaje, en el carril 6 fue el del merodiploide portador de la
mutacion en el gen PM0298 cromosdmico y el carril 7 es un control negativo sin DNA
molde. El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular A-Hindlll. Las secuencias de

los oligonucleotidos usados para este estudio se recogen en la Tabla 2 del articulo III.

3.3.6. Union de hemoglobina por el mutante hghA de P. multocida

En el apartado anterior se ha comentado que se obtuvo un mutante hghA de P.
multocida, y previamente ya hemos establecido que esta cepa contiene otras
proteinas con capacidad de unir hemina y hemoglobina, y que, por tanto podrian
complementar los efectos de una mutaciéon en el gen hghA. Para confirmar esta
posibilidad, se analiz6 la capacidad de uniéon de hemoglobina del citado mutante
hgbA, y se determind su DLsy para averiguar si una mutacion en uno de los genes
implicados en la captacion de hemoglobina podria tener consecuencias en el proceso

infeccioso.

Para alcanzar este objetivo, se pusieron a punto dos metodologias distintas para

determinar la capacidad de unién de hemoglobina de un cultivo. Por un lado, se
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adapto a P. multocida una técnica cualitativa basada en la fijacion de los cultivos a
un filtro de nitrocelulosa y posterior incubacién con hemoglobina marcada con
digoxigenina (Jin et al., 1996) y por otro se ajustaron las condiciones para aplicar en
nuestro estudio una técnica cuantitativa, basada en la disminucién de la absorbancia
del sobrenadante del cultivo por interaccion entre la hemoglobina y los receptores de
las células centrifugadas (Okamoto et al., 1993). Los resultados se muestran en la

Fig. 3.16.

% disminucion DOa4g0

Tiempo(h)

Fig. 3.16 A Analisis cualitativo de la union de hemoglobina de la cepa salvaje (carril 1) y
mutante hgbA (carril 2) de P. multocida. B Analisis cuantitativo de la absorcion de
hemoglobina de la cepa salvaje (M) y del mutante sghA (A) de P. multocida. Como control
negativo se muestra la cinética de absorcion de E. coli (®). Los valores presentados
corresponden a la media de tres experimentos independientes y la desviacion estandar en

todos los casos fue menor del 10%.
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Con ambas metodologias se pudo determinar que el mutante hgb4 de P.
multocida Pm25 conserva la misma capacidad de union de hemoglobina que la célula
salvaje (Fig. 3.16A), aunque cuando se estudia el patrén de absorcion de
hemoglobina a lo largo del tiempo parece que la cinética del mutante ~gbhA es algo
mas lenta que la que presenta la cepa salvaje (Fig. 3.16B). Este mismo
comportamiento se ha descrito en H. influenzae, que posee tres genes implicados en
la captacion de hemoglobina y mutaciones en uno de dichos genes no elimina la
capacidad de los mutantes para captar hemoglobina, siendo necesario mutagenizar

los tres genes para observar una pérdida de dicha capacidad (Morton et al., 1999).

Para comprobar que también in vivo los mutantes en el gen hghA de P. multocida
pueden captar el suficiente hierro y realizar un proceso infeccioso similar al de una
cepa salvaje, se determino la DLs, de la cepa salvaje y del mutante 4gbA. Para ello,
se inocularon intraperitonealmente grupos de 3 ratones hembra Swiss con diluciones
seriadas de una suspension ajustada a 3 x 10® cfu/ml de cada cepa y se evaluo el
nimero de animales que sobrevivian a las 24, 48 y 72 horas post-inoculacién. En
ambos casos la DLsy determinada fue de 5 cfu/animal, confirmandose asi que una

mutacion en el gen AgbA no implica una disminucion de la virulencia.

3.3.7. Estudio de la presencia del gen hghA en diferentes serotipos de P.
multocida.

Se ha descrito en la bibliografia que las proteinas de membrana reguladas por
hierro son inmunogénicas y ademas confieren proteccion heterdloga (Ruffolo et al.,
1998). Esto sdlo es posible si la proteina esta presente tanto en el serotipo usado para
el diseno de la vacuna como en el serotipo del posterior enfrentamiento, de tal
manera que los anticuerpos creados contra la proteina después de la vacunacion

neutralicen las bacterias vivas en un enfrentamiento heterélogo posterior.

Por tanto, cuanto mas distribuida esté una proteina entre los diferentes serotipos
de una especie, mejor candidata sera para ser ensayada como vacuna, puesto que
podria conferir proteccion frente a un amplio rango de serotipos distintos. En esta
linea se estudi6 la presencia de la proteina HgbA en distintos serotipos de P.
multocida, mediante dot-blot. Se seleccionaron cepas de P. multocida de distintos

serotipos, aisladas de diferentes animales (Tabla 3.6).
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Tabla 3.6. Serotipo y procedencia de las cepas utilizadas para el analisis de la presencia del

gen hgbA de P. multocida.

Cepa Serotipo Procedencia Posiciéon®
P-207 A:3 ovino A 1
P-208 D:3 ovino A 2
P-209 D:3 ovino A 3
P-210 -3 ovino A 4
P-215 A:- ovino A 5
P-217 D:- ovino A 6
P-218 A:3 ovino A 7
P-399 A:4,7,12 conejo A 8
P-400 A:4,7,12 conejo A 9
P-402 F:3 conejo A 10
P-403 A3 conejo A 11
P-430 A:4,7,12 conejo A 12
P-431 A:4,7,12 conejo B 1
P-432 A:3 conejo B 2
P-438 D:4,7,12 cerdo B 3
P-440 D:4,7,12 cerdo B 4
P-441 D:4,7,12 cerdo B 5
P-442 A:3,4,7,12 cerdo B 6
P-453 F:3,4,7,12 conejo B 7
P-580 A:3,12 cerdo B 8
P-582 A:3,12 cerdo B 9
P-609 B:7.,5 ovino B 10
P-617 A:7,12 conejo B 11
P-619 D:4 conejo B 12
P-620 D:3,12 conejo C 1
P-621 D:3,12 cerdo C 2
P-623 A:12 cerdo C 3
P-624 D:3,7,12 cabra C 4
P-625 D:3,7,12 bovino C 5
P-626 D:3,7,12 aves C 6
P-628 D:- ovino C 7
P-633 A:12 aves C 8
P-635 D:12 aves C 9
P-636 D:7,12 aves C 10

a, Se indica la posicion de cada una de ellas en el dot-blot presentado en la Fig. 3.17.
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Se procedio a extraer el DNA cromosomico de las cepas seleccionadas. Se fijo
Ing de DNA de cada cepa en un filtro de nitrocelulosa y se hibrid6é con un fragmento
interno del gen AgbA marcado con digoxigenina. El resultado de esta hibridacion se
muestra en la Fig. 3.17 en la que se puede observar que el gen hghA estd presente en
todos los serotipos de P. multocida, independientemente de su procedencia, excepto
en una cepa no tipificable, la P-608. Esta distribucion practicamente universal dentro
de la especie P. multocida convierte al gen hgbA en un firme candidato para ser
utilizado como un método de identificacion rapido y especifico de este

microorganismo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

-

Fig. 3.17 Determinacion de la presencia del gen hgbA en distintas cepas de P. multocida,
descritas en la Tabla 3.6, mediante dot-blot en condiciones de alta estringencia. Las
posiciones C11 y C12 son controles negativos en los que se fijo una gota de agua y 1 pg de

DNA cromosomico de una cepa de E. coli, respectivamente.

3.3.8. Estudio de la regulacion de la expresion del operéon PM0298-PM0299-
hgbA de P. multocida.

Como se ha comentado a lo largo de esta memoria, los genes implicados en la
captacion de hierro suelen estar regulados negativamente por el complejo Fur-Fe(Il)
(Escolar et al., 1999), por lo cual el siguiente paso de este estudio fue determinar si
los genes del operon PM0298-PM0299-hghA estaban sometidos a esta regulacion

cuantificandose ademas la expresion de este operdn a lo largo del proceso infectivo.
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Con este objetivo, y dado que se habia comprobado que un mutante HgbA™ de P.
multocida no presenta alterada su capacidad infectiva, se adaptd la tecnologia
Recombination In Vivo Expression Technology (RIVET) (Lee et al., 1998; Lee et al.,
1999) a P. multocida. Para ello se modifico el plasmido pUAS826, suicida en P.
multocida, introduciéndole la construccion res-Cm-res, que consiste en un gen de
resistencia a cloranfenicol flanqueado por dos secuencias res, que son las dianas de
la resolvasa del transposoén 8. Ademas, también se introdujo el gen tnpR, sin
promotor, que codifica la resolvasa que reconoce dichas regiones res (Camilli ef al.,

1994). Al plasmido asi obtenido se le denominé pUA960.

Se disefiaron oligonucleotidos para amplificar la region 5° respecto al ATG del
gen hghA y se clond el producto de amplificaciéon en el plasmido pGEM-T,
descartandose por secuenciacion la introduccion de mutaciones durante el proceso de
amplificacion. Se liberd la banda mediante restriccion con la enzima Xbal y se clond
en la misma diana del plasmido pUA960. Se comprobo6 la construccion mediante
restriccion con la enzima Xbal y por reaccion de PCR con el oligonucleétido directo

usado para clonar la region 5’ del gen 4ghA y un oligonucleotido de la resolvasa.

Se introdujo esta construccion en una cepa salvaje de P. multocida mediante
conjugacion y se selecciond un transconjugante (PM1077) que llevaba insertado el
plasmido suicida. Dicho clon era portador por lo tanto de una fusidon génica entre el
operéon PMO0298-PM0299-hgbA y el gen tnpR (Fig. 3.18), de tal manera que la
expresion del gen tmpR estaba bajo el control del promotor de dicho operon. Asi
pues, cuando habia expresion desde este promotor, se sintetizaba resolvasa que
reconocia las regiones res y las escindia, perdiéndose la resistencia a cloranfenicol.
En cambio, cuando el promotor del operén no estaba activo, no habia sintesis de
resolvasa con lo que no se perdia la resistencia a cloranfenicol. Por tanto, esta
estrategia permite cuantificar indirectamente la expresion del promotor del operon

determinando la pérdida de resistencia a cloranfenicol.
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PM0298  PM0299 hgbA
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Fig. 3.18 Estrategia utilizada para analizar la expresion in vivo de la unidad transcripcional

PMO0298-PMO0299-hgbA de P. multocida.

Se analiz6 la expresion del operdn in vivo durante un proceso de infeccion e in

vitro en ausencia de hierro y en presencia de diferentes fuentes de hierro (Fig. 3.19).
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Para los ensayos in vivo se inocularon ratones Swiss hembra de 21 dias con una
suspension de la cepa PM1077, se sacrificaron los animales a diferentes tiempos y se
recuperaron las células de la cavidad peritoneal. Seguidamente, se sembraron
diluciones en placas de BHI suplementadas con estreptomicina y después se
determinod el porcentaje de células sensibles a cloranfenicol como resultado de la
expresion del promotor del operén PM0298-PM0299-hgh4A y la consecuente
produccion de resolvasa. Los resultados obtenidos se representan en la Fig. 3.19A,
que muestra la cinética de expresion in vivo de los genes que forman este operén. Es
destacable que el 45% de los clones ya habian perdido la resistencia a cloranfenicol

en las primeras 2 horas post-inoculacion.

En la Fig. 3.19B se presenta la cinética de expresion de estos genes in vitro en las
siguientes condiciones de cultivo: presencia de hierro (BPW), ausencia de hierro
(DP), FeSO4 como tnica fuente de hierro (DPFeSO,4) y hemoglobina como aporte de
hierro (DPHb). Los resultados obtenidos demuestran que la presencia de hierro
inhibe la transcripcion de estos genes, ya que la adicion de FeSO4 o hemoglobina
disminuye el porcentaje de células sensibles a cloranfenicol en presencia de DP. Para
confirmar que este efecto inhibidor del hierro sobre la expresion de los genes
PM0298-PM0299-hghA es dependiente de la proteina Fur, se analizd la region
anterior al gen PM0298 y se identificd una posible caja Fur (TATTATCAATATT
GATAAT), localizada en la posicion -114 respecto al ATG de dicho gen.

3.3.9. Estudio de la capacidad inmunogénica y protectora de los receptores de
hemina y/o hemoglobina de P. multocida.

Para determinar si las proteinas seleccionadas en nuestro estudio pueden usarse en el
disefio de vacunas frente a P. multocida es necesario demostrar que presentan la
capacidad de inducir la respuesta inmune del huésped. Con este fin, se realizaron
estudios de western-blot, segin los protocolos descritos en el Anexo I de esta
memoria, con extractos de proteina total de las cepas de E. coli BL21, portadoras del
plasmido pET22-b con las diferentes proteinas clonadas y sobreexpresadas, y usando
como anticuerpo el suero obtenido a partir de ratones inoculados con proteinas de la
membrana externa de una cepa de P. multocida Pm25, crecida en condiciones de
privacion de hierro. En la Fig. 3.20 se resumen los pasos realizados para determinar

la capacidad inmunogénica de las proteinas analizadas en este trabajo.
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Fig. 3.19 A Cinética de expresion in vivo de la fusion PM0298-PM0299-hgbA::tnpR de P.
multocida (®). Se muestra también, como control de la estabilidad de la construccion res-
Cm-res, la cinética de expresion de un cultivo in vitro de la misma cepa en agua peptonada
(m). Los valores presentados corresponden a la media de tres experimentos independientes y
la desviacion estandar en todos los casos fue menor del 10%. B Cinética de expresion de la
fusion PM0298-PM0299-hgbA::tnpR in vitro en agua peptonada (®), agua peptonada tratada
con DP (@), agua peptonada tratada con DP y suplementada con FeSO, ( A ) y agua
peptonada en presencia de DP y hemoglobina (m). Los valores presentados corresponden a

la media de tres experimentos independientes y la desviacion estandar en todos los casos fue

menor del 10%.
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Fig. 3.20 Esquema del protocolo llevado a cabo para determinar la capacidad inmunogénica

de los receptores de hemina y/o hemoglobina analizados en este trabajo.

Asi, se ha podido demostrar que las proteinas PM0236, PM0741 y HgbA de P.
multocida son inmunogénicas en el huésped ya que cuando se inoculan extractos de
membrana externa de células crecidas en presencia de DP en ratones, €stos inducen
la produccién de anticuerpos contra ellas (Fig. 3.21). Sin embargo, el hecho de que el
resto de proteinas no desencadenen la produccion de anticuerpos especificos no
implica necesariamente que no sean inmunogénicas, dado que podrian sufrir cambios
conformacionales en el extracto de proteinas usado para la obtencion del suero y

perder su capacidad inmunogénica.
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Fig. 3.21 A Electroforesis en gel de poliacrilamida de los extractos de proteina total de las
cepas de E. coli BL21 (ADE3) portadoras de las proteinas analizadas en este trabajo
sobreexpresadas. Con flechas rojas se sefialan las bandas que corresponden a las proteinas de
P. multocida que se muestran en el western-blot. B Determinacion, mediante western-blot,
de la capacidad inmunogénica de los receptores de hemina y/o hemoglobina caracterizados
en este trabajo. El control negativo (-) corresponde al extracto de BL21 con el vector

pET22-b. La presencia de una banda inespecifica se sefiala con una flecha negra.
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Con el fin de determinar si esta induccidn era suficiente para conferir proteccion,
se inocularon intraperitonealmente 3 pg de las proteinas PM0741 y/o HgbA
purificadas, en ratones Swiss hembra de 21 dias. A los 15 dias se realizo una segunda
inoculacién con 3 pg de cada proteina y tres semanas después se realizo el
enfrentamiento con una cepa salvaje de P. multocida Pm25, analizdndose la
evolucion de los ratones a las 48 horas post-enfrentamiento. Ninguno de los ratones
inoculados sobrevivio a la infeccion. Estos resultados indican que la inoculacion de
un unico receptor de hemoglobina o de dos a la vez, a pesar de que son capaces de
inducir la produccion de anticuerpos, no confiere inmunidad frente a un
enfrentamiento homoélogo. Este resultado negativo podria deberse a que la cantidad
de proteina inoculada no fuera suficiente para desencadenar una respuesta protectora.
Sin embargo, estudios realizados anteriormente en nuestro laboratorio habian
demostrado que la inoculacién de menos de 1 pg/animal de un extracto de proteinas
de membrana externa de una cepa salvaje de P. multocida, era suficiente para

conferir un 100% de proteccion frente a un enfrentamiento homologo.

Otra posible explicacion seria que la neutralizacion de tan sélo uno o dos de los
receptores de hemoglobina y/o hemina no sea suficiente para inhibir el proceso
infectivo llevado a cabo por P. multocida. Esto ltimo esta en concordancia con los
datos obtenidos anteriormente respecto a la no afectacion de la DLsy de un mutante
de P. multocida en el gen hgbA. En todo caso, estos ultimos resultados sugieren la
necesidad de buscar estrategias alternativas a la utilizacién de una tnica proteina de
hierro con capacidad antigénica cuando se persigue obtener vacunas basadas en éstas

para especies microbianas que poseen multiples receptores de este elemento.

79



Conclusiones

4. CONCLUSIONES
Las principales conclusiones que se pueden extraer a partir de los datos obtenidos

en el presente trabajo son las siguientes:

1. El gen fur de P. multocida ademés de regular la transcripcion de los genes
implicados en la captacion de hierro en esta especie bacteriana, también controla la
expresion de genes no directamente relacionados con dicho proceso, como el que

codifica la porina mayoritaria de membrana OmpH.

2. El gen fur de P. multocida no es esencial para el desarrollo de un proceso infectivo

por las células de esta especie bacteriana.

3. Los genes exbB, exbD y tonB de P. multocida no constituyen una Unica unidad
transcripcional, teniendo cada uno de ellos un promotor propio que esta controlado,

en todos los casos, por el complejo Fur-Fe(II).

4. Los genes exbB, exbD y tonB de P. multocida son imprescindibles para la

virulencia de esta especie bacteriana.

5. Las proteinas PM0040, PM0236, PM0300, PM0741, PM1081 y PM1428 son
receptoras de hemina y hemoglobina, mientras que la PM1282 es especifica para

hemina y la PM0576 para hemoglobina.

6. Los genes PM0298-PM0299-hghA de P. multocida forman una unica unidad

transcripcional, siendo los dos primeros esenciales para la viabilidad de P. multocida.

7. Los mutantes en el gen hgh4 de P. multocida no presentan ningiin defecto en la

capacidad de union de hemoglobina ni en el desarrollo de un proceso infectivo.

8. El gen hgbA de P. multocida se expresa in vivo a las dos horas después de una

inoculacion intraperitoneal e in vitro esta regulado por hierro.

9. El gen hghA estd ampliamente distribuido en la especie P. multocida,

independientemente del serotipo u origen animal por lo que puede ser un excelente
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candidato para el disefio de sistemas de identificacion especificos para esta especie

bacteriana.

10. Las proteinas PM0741 y HgbA, a pesar de ser inmunogénicas, no confieren
proteccion frente a un enfrentamiento homologo. Este hecho implica la necesidad de
buscar nuevas estrategias vacunales para aquellas especies bacterianas que presenten

diferentes proteinas captadoras de hierro en su superficie.
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Anexo I

ANEXO 1
A continuacién se detalla el protocolo de aquellas técnicas cuya descripcion no
aparece en el apartado de materiales y métodos de los distintos articulos publicados

que se adjuntan en el anexo II de esta memoria.

Al.1. Determinacion de union a hemina en liquido

Se realiz6 una dilucion 1:50 a partir de un cultivo de noche, se incubod hasta que
alcanzo una DOssy de 0,6, se afiadio IPTG a 1mM y se mantuvo a 37 °C con
agitacion durante 3 horas. Seguidamente se centrifugd el cultivo, se lavd el
sedimento con PBS y se resuspendié en este mismo tampon, ajustando la DOggo a

L,5.

Se prepar6 una solucion de hemina a 3 mg/ml y se afiadieron 100 pl de esta
solucion a 10 ml de cultivo. Inmediatamente después se tomo6 una muestra de 1 ml,
que se centrifugd durante 1 min a 8000 g y se midi6 la absorbancia del sobrenadante
a 400 nm. A continuacién se incubaron los cultivos con hemina durante 16 horas.
Transcurrido este tiempo se tomd otra muestra de 1 ml, que se centrifugo,

midiéndose la absorbancia del sobrenadante a 400 nm.

La capacidad de union de hemina se determiné por comparacion de la
disminucién de la absorbancia del sobrenadante de los cultivos correspondientes a
cada una de las proteinas seleccionadas con la del cultivo de la cepa que contiene el

vector pET22-b.

AlL2. Obtencion de suero

Se inocularon intraperitonealmente 10 pg/animal de OMPs obtenidas de P.
multocida Pm25 crecida en condiciones de privacion de hierro a ratones Swiss
hembra de 4 semanas (Harlan Iberica Inc., Barcelona, Espana). Se realiz6 una

segunda inoculacion, o dosis de recuerdo, a las dos semanas.

La obtencion del suero se llevo a cabo tres semanas después de la segunda dosis.
Para ello, se durmieron los ratones con pentobarbital y se inmovilizaron boca arriba,

se les abri6 la cavidad toracica, se les cortd la vena cava y se recogid la sangre con
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una jeringa de insulina de 1 ml sin aguja, depositandola en tubos de plastico estériles.
Se incubd a 37° C durante 2 horas para facilitar la formacion de coagulos, que fueron
separados de la pared del tubo con un asa de Kolle y se dejé a 4 °C durante toda la
noche. Pasado este tiempo, se centrifugd a 2000 g durante 15 min y se recogi6 el

suero con una pipeta Pasteur y se mantuvo a 4 °C.

Para eliminar los posibles anticuerpos creados contra las proteinas de E. coli que
pudieran estar presentes en nuestra muestra, se siguid el siguiente protocolo: se
ajusté un cultivo de noche de la cepa BL21 de E.coli portadora del plasmido
pET22-b a una DOssp de 0.2-0.3. Se tom6 1 ml de dicha dilucion y se centrifugo a
10000 g durante 2 min. Se eliminé el sobrenadante, se resuspendid el sedimento en
100 ul del suero recuperado y se incubo a 4 °C durante toda la noche. Después, se

centrifugd a 10000 g durante 2 min y se recupero el sobrenadante.

AL3. Western-blot
La determinacion de la capacidad inmunogénica de las distintas proteinas
analizadas en el presente trabajo se realizé mediante estudios de Western-blot con el

suero obtenido segun el protocolo anterior.

Se realizaron extractos de proteinas totales de los cultivos de las cepas de E. coli
portadoras de los receptores de hemina y/o hemoglobina sobreexpresados y se realizo
una electroforesis en un gel de poliacrilamida al 10% tranfiriéndose las proteinas a
una membrana Immobilon"™-P de Millipore (Millipore Corporation, Bedford),
usando un aparato de transferencia de Hoefer miniVe (Amersham Pharmacia
Biotech, California, USA) y fijando los pardmetros de amperaje y voltaje a 350 mA y

25 V, respectivamente, durante una hora y media.

A continuacion, se mantuvieron los filtros durante 20 minutos a temperatura
ambiente para que se secasen y se trataron durante 1 hora con solucion de bloqueo.
Se elimin6 dicha solucién y se incubd durante toda la noche con el suero tratado y
diluido 1/100 en solucion de bloqueo. Se descartd la solucion anterior y se realizaron

3 lavados de 10 minutos con PBS.
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Posteriormente, se retird el PBS y se incubod durante 1 hora con anti-mouse IgG
(Fc specific) (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) diluido 1/30000 en solucion de
bloqueo. Seguidamente, se elimind dicho anticuerpo y se lavd tres veces con PBS
durante 10 minutos. Se retir6 el PBS y se trat6 la membrana con tampoén de
equilibrio. Por ultimo, se desechd esta solucion y se incubo con solucion de revelado

hasta la aparicion de bandas.

A.L.4. Composicion de las soluciones
1. Tampon fosfato salino (PBS: Phosphate Buffered Saline)
8 g de NaCl
0,2 g de KC1
2,68 g de Na,HPO4 H,O
0,24 g de KH,PO4
Disolver en 800 ml de H,O desionizada, ajustar el pH a 7,5 y enrasar a 1 litro con

H,0 desionizada. Autoclavar.

2. Solucion de bloqueo
1 g de blocking reagent (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania)
100 ml de PBS

Disolver con calor y afiadir 100 pl de Tween 20.

3. Solucion de equilibrio
1,68 g de NaCl
20 g de MgCl,6 H,O
1,6 g de Tris-HCl
23,16 g de Tris-base

Enrasar con agua desionizada hasta 2 litros y ajustar el pH a 9,5.

4. Solucion de revelado
10 ml de solucién de equilibrio
35 ul de BCIP (X-phosphate/5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate, 4-toluidine
salt)
45 ul de 4-Nitro blue tetrazolium chloride
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