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Sistemas de captacion de hierro en Haemophilus parasuis

Maria Luisa del Rio, Jesus Navas Méndez, José Ignacio Rodriguez-Barbosa,
César B. Gutiérrez-Martin y Elias F. Rodriguez Ferri

Unidad de Microbiologia e Inmunologia. Facultad de Veterinaria. Universidad de Ledn, Ledn.
E-mail: dsamdg@unileon.es

aemophilus parasuis es un microorganismo

Gram negativo, de la familia Pasteurellaceae,
cuyo hospedador natural es el cerdo. Produce la
enfermedad de Glasser, que ha sido diagnosticada
practicamente en todo el mundo y representa en
la actualidad uno de los principales problemas
emergentes del ganado porcino. Esta enfermedad
se manifiesta de forma esporadica, asociada al
estrés (en relacién con traslados y cambios en el
manejo) y en animales jévenes, especialmente a
los tres primeros meses de vida. La prevalencia de
esta enfermedad se ha incrementado durante los
ultimos afios de forma espectacular, y general-
mente se ha diagnosticado asociada al sindrome
respiratorio y reproductivo porcino (PRRS).

Morfolégicamente H. parasuis se presenta
como pequefios bacilos o cocobacilos Gram nega-
tivos, pleomorficos, que en ocasiones presentan
filamentos superficiales semejantes a fimbrias que
se pierden después del subcultivo (Figuras 1A-
1B). Es dependiente del factor V de coagulacién de
la sangre (nicotinamida adenina dinucleétido,
NAD) (Figuras 1C-1D). H. parasuis posee actividad
catalasa y oxidasa débil, pero carece de actividad
ureasa. Produce acido a partir de glucosa, mano-
sa, maltosa y sacarosa, pero no a partir de xilosa,
manitol, ramnosa, arabinosa o lactosa. No es
hemolitico ni produce efecto CAMP.

La virulencia de los microorganismos patoge-
nos, es decir, su capacidad para producir morbili-
dad y mortalidad, es un proceso complejo, multi-
factorial, que requiere la acciéon coordinada de
muchos genes. En el caso de H. parasuis se des-
conocen muchos aspectos relativos a la virulencia.
Hasta la fecha no se ha descrito la produccion de
toxinas, al contrario de lo que sucede con
Actinobacillus pleuropneumoniae, una especie proé-
xima, aunque si se ha sefialado la presencia de
una neuraminidasa y el LPS, que se relaciona con
la produccion de trombosis y coagulacion intra-
vascular diseminada. Un firme candidato como
factor de virulencia, lo representan los sistemas de
captacién de hierro.

El hierro es el elemento mas abundante de los
metales de transicidon en los eucariotas y repre-
senta un factor esencial para la supervivencia de
los microorganismos. En condiciones fisioldgicas,
en presencia de oxigeno y a pH neutro, el hierro

disponible es muy escaso, del orden de 10-12 uM,
siendo necesarias concentraciones de 0,05-0,5 uM
para el crecimiento y multiplicaciéon de las bacte-
rias. Debido a la rapida oxidacion de Fe*> a Fe**y
a la formacién de radicales insolubles, este ele-
mento se convierte en el componente principal de
la reaccidon de Haber-Weiss-Fenton, catalizando la
formacién de aniones superoxido y peréxido de
hidrégeno. Puesto que el hierro, en combinaciéon
con el oxigeno, media la generacidn de estos anio-
nes toxicos, los microorganismos han desarrollado
un mecanismo que regula los niveles de hierro
para lo que se requiere, por una parte, un sistema
para detectar la concentraciéon citoplasmatica de
hierro, y un sistema efector (regulador) que con-
trole la homeostasis. Normalmente, ambas funcio-
nes dependen de una proteina denominada Fur
(ferric uptake regulator) que funciona como repre-
sora del sistema de captaciéon de hierro, mediante
la unién al ADN e inhibibidn de la accesibilidad de
la ARN polimerasa a los promotores, cuando la
concentracién de hierro es suficiente; sin embargo
cuando la concentracidon de hierro intracelular es
escasa, la proteina Fur pierde su capacidad para
unirse al ADN y se produce la transcripcion de los

Figura 1. H. parasuis. A) Fotografia al microscopio elec-
tronico (x20.000). B) Fotografia al microscopio 6ptico
(x100) de la tincion de Gram. C) Crecimiento
NAD-dependiente. D) Colonias sobre medio PPLO
enriquecido con NAD.
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genes que estaban reprimidos. Por tanto, para
sobrevivir en el hospedador, la bacteria ha des-
arrollado diversos sistemas para la captacion de
hierro y éstos se han relacionado con la virulencia
(3).

En el hospedador, la mayor parte del hierro
presente se localiza intracelularmente formando
complejos con metaloproteinas como la hemoglo-
bina, mioglobina, catalasa y citocromo ¢, o alma-
cenado como ferritina. Una pequefia parte del hie-
rro extracelular se acompleja a proteinas trans-
portadoras (carrier), entre las que figura la trans-
ferrina sanguinea y la lactoferrina de las secrecio-
nes mucosas.

Otro de los sistemas de adquisicion de hierro
en procariotas se basa en la afinidad por quelan-
tes de hierro (sideréforos). Los sideroforos son
moléculas de bajo peso molecular que se sinteti-
zan en condiciones deficitarias de hierro y que son
capaces de unir el Fe™ procedente de complejos
insolubles o de compuestos del hospedador con
alta afinidad y especificidad. Posteriormente, los
siderdforos cargados con hierro son transportados
al interior de la bacteria donde el hierro es libera-
do, bien por hidrolisis de los sideréforos o por
reduccién del Fe* a Fe™.

En condiciones anaerobias, el i6n Fe es solu-

Fi

ble y puede difundir a través de porinas localiza-
das en la membrana externa, siendo internalizado
posteriormente por un sistema FeoABC depen-
diente de energia. Sin embargo, en condiciones
aerobias, el hierro disponible es muy escaso, por
lo que las bacterias precisan de la intervencion de
proteinas receptoras en la membrana externa de
alta afinidad por él (proteina TbpA), uniéndose asi
a las proteinas que unen Fe* (transferrina), facili-
tando posteriormente la translocacion al espacio
periplasmico. Desde aqui, sera captado por prote-
inas de unién periplasmaticas (proteina FbpA),
para ser cedidas después a los transportadores
tipo ATP que se localizan en la membrana cito-
plasmatica (proteinas FbpBC), los cuales finalizan
el proceso de internalizacion del hierro al citoplas-
ma de la célula (Figura 2).

Sistemas de captacion de hierro
dependientes de sideroforos en
H. parasuis

Dependiendo de su naturaleza quimica, los
sideroforos pueden dividirse en tres grandes
grupos quimicos. Los catecoles (enterobactina),
que contienen un anillo de catecol, los hidroxa-
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Figura 2. Esquema de la disposicion hipotética de las proteinas que intervienen en la captacion de hierro en bac-

terias Gram-negativas (3).
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Figura 3. Esquema que muestra las funciones biol6gicas de las proteinas de membrana externa de bacterias

Gram-negativas (3).

matos (ferricromo), que utilizan acidos hidroxami-
cos y los a-hidroxicarboxilatos representados por
el citrato férrico.

El transporte, a través de la membrana exter-
na, de nutrientes presentes en baja concentracion
y que son demasiado grandes para difundir a tra-
vés de las porinas, debe llevarse a cabo mediante
moléculas transportadoras de alta eficiencia, que
interactlan con varias proteinas situadas en el
periplasma y en la membrana citoplasmaética. Asi,
los sider6foros cargados con hierro, como por
ejemplo el ferricromo, son importados a traveés del
receptor de membrana externo FhuA, unidos a la
proteina de union periplasmética FhuD, e inter-
nalizados al citoplasma mediante las proteinas
FhuB y FhuC. En la Figura 3 se presenta un
esquema general en el que se integran, en las bac-
terias Gram negativas, las proteinas mencionadas (3).

La proteina FhuA fue identificada en primer
lugar como receptor de ferricromo. Mas tarde se
comprobé que actuaba también como receptor
para los fagos T5, ¢80, T1 y UC-1, para la colicina
M y algunos antibioticos como la albomicina (ana-
logo estructural del ferricromo) y rifamicina CGP
4832.

La comparacién de secuencias correspondien-
tes al extremo N-terminal de tres proteinas cono-
cidas de membrana externa de A. pleuropneumo-

niae (TbpA, FhuA y HgbA), que intervienen en la
captacién de hierro procedente de la transferrina,
ferricromo y hemoglobina, respectivamente, revelo
gque existe una secuencia consenso en los tres
genes compuesta de seis residuos de aminoacidos
(TbpA, EQAVQLNDVYVTG; FhuA, QETAVLDEVSV
VS; HgbA QEQMQLDTVIVKD). Esta region con-
senso podria funcionar como sitio de interaccion
fisica (TonB box) entre algunas proteinas de mem-
brana externa y la proteina TonB, que aporta la
fuerza proton motriz necesaria para internalizar el
hierro desde la membrana externa a la membrana
citoplasmética.

La proteina FhuD es la responsable del trans-
porte de ferricromo desde el receptor de membra-
na externo (FhuA) a la proteina FhuB que se
encuentra localizada en la membrana citoplasma-
tica. Esta ultima, junto con la proteina FhuC son
proteinas de membrana citoplasmética compo-
nentes de un sistema transportador ABC depen-
diente de energia que internalizan el hierro al inte-
rior del citoplasma.

En H. parasuis se ha detectado mediante PCR
la presencia de los genes que intervienen en la
captacién de hierro mediada por proteinas de
unioén a sideroforos de tipo hidroxamato que for-
man parte de la regién fhu. Los cuatro genes se
disponen de forma consecutiva en el cromosoma
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Figura 4. Disposicion de la region fhuC-fhuD-fhuB-fhuA
en H. parasuis, con el tamafio de cada uno de los
genes. SD, secuencia de Shine-Dalgarno.

bacteriano (Figura 4), con idéntica localizacién a
la descrita en otros miembros de la familia
Pasteurellaceae (A. pleuropneumoniae). El gen que
se sitda en primer lugar es el fhuC, seguido por los
genes fhuD, fhuB y fhuA. La regién tiene un tama-
fio de 5.800 pares de bases (pb) y a lo largo de esta
secuencia no se ha encontrado ninguna secuencia
consenso de promotores, ni tampoco ninguna caja
Fur (4,5).

La regulacion de la expresiéon del receptor de
membrana externo FhuA no estd condicionada
por la concentracion de hierro existente en el
medio de cultivo, como hemos podido demostrar
mediante la utilizacion de anticuerpos policlonales
generados frente a la proteina FhuA de A. pleurop-
neumoniae, con la que reacciona cruzadamente.
La regulacidon de la expresién de FhuA coincide
con lo descrito en A. pleuropneumoniae, sin
embargo en otras especies como Escherichia coli o
Campylobacter jejuni, la expresion de FhuA esta
regulada positivamente en funciéon de la concen-
tracidon de hierro presente en el medio de cultivo.
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Ello puede ser debido, por una parte, a la ausen-
cia de una caja Fur en la region fhu de H. parasuis
y A. pleuropneumoniae, que si esta presente en las
regiones fhu de E. coli y C. jejuni. Por otra, a que
la disposicion de los genes en estas especies es
diferente, ya que en E. coli y C. jejuni, FhuA se dis-
pone al inicio de la region (fhuACDB), mientras
que en H. parasuis y A. pleuropneumoniae la dis-
posicion es al final de la misma (fhuCDBA). Por
tanto, se necesita conocer mas a fondo la region
que precede al inicio del coddn de iniciacién del
gen fhuC de H. parasuis y A. pleuropneumoniae,
para la busqueda de la regién promotora en estas
dos especies.

Sistemas de captacion de hierro

independientes de sider6foros en
H. parasuis. Proteinas de unién

a transferrina

os miembros de las familias Pasteurellaceae y

Neisseriaceae son capaces de obtener hierro a
partir de la transferrina y, en algunos casos, de la
lactoferrina. En este caso, y contrariamente a lo
que sucede con la captacién de hierro mediada
por sideréforos, la captacion de hierro se produce
sin la internalizacion de la transferrina.

La transferrina es una glucoproteina de aproxi-
madamente 80 kDa que transporta hierro a los
tejidos. Cada uno de los extremos amino y carbo-
Xilo se pueden dividir en dos dominios que flan-
quean un sitio de unién para una molécula de hie-
rro y un anién bicarbonato. Cada molécula de
transferrina puede unir, por tanto, dos iones de
hierro de forma reversible. La sintesis de la trans-
ferrina tiene lugar fundamentalmente en el higado
y su expresion ha sido detectada también en teji-
dos extrahepaticos, incluyendo los linfocitos T, el
cerebro y células de Sertoli. La concentracion de
transferrina en el suero es de aproximadamente
25 M, estando saturada de hierro solamente un 30%.

El receptor de transferrina esta formado por
dos proteinas localizadas en la membrana exter-
na, denominadas Tbps (transferrin binding pro-
teins), que se identificaron por primera vez en N.
meningitidis. La mayor de ellas posee un peso
molecular aproximado de 100 kDa y se denomina
TbpA (antes denominada Tbpl o TfbB), mientras
que la menor presenta un peso molecular de 60 a
85 kDa y se denomina TbpB (antes denominada
Tbp2 o TfbA).

La proteina TbpA es una proteina integral de
membrana, TonB dependiente, que funciona como
un canal a través del cual pasa la transferrina al
espacio periplasmico. Una de las regiones que se
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extiende hacia la membrana externa, contiene diez
residuos de aminoéacidos altamente conservados,
de secuencia GAINEIEYEN, que se encuentran
tanto en las proteinas TbpAs de A. pleuropneumo-
niae, N. gonorrhoeae, N. meningitidis, H. influen-
zae, como en las proteinas LbpAs de N. meningiti-
dis y N. gonorrhoeae. Esta regidn conservada
podria facilitar el paso de hierro libre a través del
canal de la TbpA.

La proteina TbpB presenta un tamafio mas
variable, incluso dentro de la misma especie, aun-
que en todas, las variantes son mas pequefias que
la TbpA, de aproximadamente 70 kDa. Se trata de
una lipoproteina, ya que posee una secuencia
sefial delimitada por un sitio de reconocimiento
para la peptidasa Il, cerca del extremo N-terminal.
Se localiza expuesta en la superficie de la bacteria,
siendo posible la presencia de dominios trans-
membrana que le permitirian extenderse hacia la
membrana externa. A diferencia de la TbpA discri-
mina entre la forma cargada y no cargada de hie-
rro de la transferrina, presentando una elevada
especificidad por la holotransferrina.

En A. pleuropneumoniae se ha demostrado que
para que tenga lugar la internalizaciéon del hierro
desde la membrana externa al interior del cito-
plasma se necesita que el sistema de transduccion
de energia TonB-ExbB-ExbD proporcione el ATP
necesario. Con este fin, el ATP generado en la
membrana citoplasmatica, es transferido a los
receptores TonB dependientes en la membrana
externa a través del gradiente de protones propor-
cionado por las proteinas ExbB y ExbD. La caja
TonB asimismo es necesaria para la adquisicién
de energia del receptor.

Se ha demostrado anteriormente que H. para-
suis es capaz de unir transferrina porcina pero no
bovina (2). En nuestro laboratorio hemos demos-
trado mediante PCR la presencia de los genes
tonB, exbB, exbD, tbpB y tbpA en todos los seroti-
pos de H. parasuis, comprobando que todos ellos
presentan el mismo tamano al descrito en A. pleu-
ropneumoniae, y que estos tres genes se disponen
de forma consecutiva en el cromosoma bacteriano
(4,5) (Figura 5). En primer lugar se localiza el gen
tonB seguido, en este orden, por los genes exbB,
exbD, tbpB y tbpA. En P. multocida, M. haemolyti-
ca y H. influenzae, sin embargo, la disposicion de
los genes es diferente, puesto que el gen que se
localiza en primer lugar es el exbB, seguido por los
genes exbD y tonB. La localizacién de los genes
tbpB y tbpA a continuaciéon del gen exbD en H.
parasuis, solamente se ha observado en el caso de
A. pleuropneumoniae y Actinobacillus suis. En
Neisseria spp., donde se han clonado los genes
exbBD, no se ha visto que estén localizados ante-
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Figura 5. Disposicion de la region tonB-exbB-exbD-
tbpB-tbpA en H. parasuis, con el tamafio de cada uno
de los genes. Fur Box, caja Fur, SD, secuencia de
Shine-Dalgarno.

riormente a los genes tbpB y tbpA ni tampoco
parece que estén organizados de ese modo en H.
influenzae ni en Mannheimia haemolytica, ya que
la secuencia anterior al gen tbpB no presenta nin-
gun grado de homologia con la secuencia corres-
pondiente a los genes exbBD de H. parasuis, A.
pleuropneumoniae y A. suis. La aparicion en H.
parasuis de los cinco genes en la misma region,
con un posible promotor localizado, Gnicamente,
antes del inicio de transcripcién del gen tonB y no
entre los genes tonB-exbB, exbB-exbD, exbD-tbpB y
tbpB-tbpA, coincide también con lo descrito en A.
pleuropneumoniae y en A. suis. En relaciéon con
este hecho, la localizacién de una Unica secuencia
consenso de promotores antes del coddn de inicia-
cion del gen tonB, unida a la ausencia de cual-
quier otra a lo largo de las 7 kb de longitud de la
regiéon tonB, adn después de comprobar las
secuencias consenso de promotores descritas para
A. pleuropneumoniae, podria indicar que en este
microorganismo estos genes se encuentran regu-
lados posiblemente bajo el control de un Unico
promotor. Este posible promotor, localizado antes
del inicio de transcripcioén del gen tonB en H. para-
suis, presenta una gran homologia tanto en la
region consenso -10 como en la —-35, con respecto
a las secuencias consenso de promotores descri-
tas para A. pleuropneumoniae.

Al inicio de la secuencia de la region tonB de H.
parasuis se localiz6 una Unica caja Fur (ferric
uptake repressor), situada antes del codén de ini-
ciacion del gen tonB. Por tanto, podria postularse
que la regulacion de los genes que se encuentran
en la region tonB de H. parasuis, precedidos por
una caja Fur al comienzo de la misma, estaria
controlada por la proteina Fur. Finalmente, las
secuencias de iniciacion de la traducciéon (Shine
Dalgarno) que preceden a los cinco genes que for-
man parte de la regiéon tonB de H. parasuis y la
ausencia de promotores especificos de cada gen son
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indicios de que los cinco genes forman parte de un
operén, como sucede en A. pleuropneumoniae (6).

No se han descrito hasta la fecha las proteinas
que transportan el hierro desde la membrana
externa a las proteinas citoplasmaticas encarga-
das de la liberalizacién del mismo al cito-
plasma.

Hasta la fecha, el hierro es el inico componen-
te con influencia demostrada en la expresion de
las proteinas que forman parte del receptor de
transferrina. De este modo la captacién de hierro
mediada por proteinas de unidn a transferrina en
H. parasuis esta regulada positivamente en fun-
cion de la concentracion de hierro presente en el
medio de cultivo. Asi, las proteinas ExbB, TbpA 'y
TbpB aumentan su nivel de expresion en medios
carentes de hierro, mientras que cuando la con-
centracion de hierro es suficiente en el medio de
cultivo existe una expresion basal de las mismas.
La proteina Fur inhibe la transcripcion de los
genes que estan implicados en el proceso de cap-
tacion de hierro en condiciones de hierro suficien-
tes en el medio de cultivo, y desempefia la funcion
contraria, cuando el hierro esta ausente.

La obtencién de mutantes delecionados en un
gen particular o en aquellos en los que se ha
suprimido su funcién por inactivacion, nos ayuda
a conocer su funcion en la bacteria y por exten-
sidn, su participacion en la patogénesis de las
enfermedades. Con dicho propdsito se estan ensa-
yando la utilizacion de mutantes en los genes des-
critos anteriormente que intervienen en la capta-
cion de hierro mediante proteinas de unién a
transferrina y a sideréforos en H. parasuis. En A.
pleuropneumoniae se han obtenido y caracterizado
mutantes deficientes en los genes tbp (1), demos-
trandose que las proteinas TbpA y TbpB son fac-
tores de virulencia en esta especie bacteriana.
También en A. pleuropneumoniae se ha consegui-
do obtener mutantes de uno de los genes que
intervienen en el aporte energético necesario para
la internalizacion del hierro, el gen exbB. La pér-

dida de virulencia en el mutante exbB —, se debe a
la imposibilidad por parte de la bacteria de utilizar
transferrina porcina (6).

En cualquier caso debe sefalarse, que la des-
cripcion en H. parasuis de sistemas de captacion
de hierro a partir de proteinas receptoras Thp y
sideroforos, no excluye la existencia de otras alter-
nativas, como viene ensefiando el estudio de
modelos de Gram-negativos proximos, pues la
trascendencia de este elemento en la biologia de
las bacterias obliga a éstas a desarrollar varias
posibilidades. En A. pleuropneumoniae, por ejem-
plo, que dispone de toxinas Apx, se ha demostra-
do la capacidad para obtener hierro de la hemo-
globina liberada por la accion hemolitica de las
toxinas.
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