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INTRODUCCION

En los afios mas recientes, e! estudio de los padecimientos de origen
bacteriano se ha concentrado en {a determinacién de las moléculas que
confieren patogenicidad a los agentes causales vy, simultanea o
secuencialmente, en la deteccién de los genes involucrados en la sintesis de

tales factores de virulencia,

Sin embargo, aunque los mecanismos de patogenicidad resuitan por si
mismos muy interesantes, las investigaciones implicadas tienen una meta aun
mas trascendental: establecer mejores estrategias para prevenir o tratar las
principales enfermedades infecciosas, habida cuenta que, en los Jultimos
lustros, la competencia entre la resistencia bacteriana a los antibidticos y el
descubrimiento o desarrolilo de nuevos antimicrobianos, se ha venido

resolviendo categéricamente a favor de los agentes patégenos’.

' De hecho, mdnv-zeamhfncu.maquelllnmwmmuwm:la
franca posibilidad de Que, en o corto plaro, la ded regr L] situacion que
prevalecia en |a era preantibittica (antes de los 50), cuando
infecciosos que actualimente se curan con reiativa facilidad, se ssociaben a muy elevadas
tasas de mortalided.




A tal respecto, en este momento ya se presentan cuantiosos fracasos
terapéuticos y altas tasas de mortalidad dentro de los hospitales, en donde
diversas clonas de Staphylococcus aureus s6l0 resultan susceptibles a uno

de los antibidticos comunes (vancomicina).

Consecuentemente, el presente trabajo aborda la tematica asociada a los
numerosos factores de virulencia de esta especie, ya que los avances
.logrados en este campo explican muchos de los fenémenos relacionados con
el origen y la evolucién de diversas estafilococias pero, sobre todo, fungiran
como |jas bases de las vacunas que habran de desarroliarse para
contrarrestar la creciente peligrosidad de este microorganismo, tanto dentro

de los hospitales como fuera de ellos.



OBJETIVOS

e Describir los factores de virulencia que promueven la invasividad y
toxigenicidad de S. aureus, subrayando el papel de cada uno en el
origen, evolucién y permanencia de las principales enfermedades que

este microorganismo causa al ser humano.

e Sefalar los procesos asociados a las interacciones de los factores que
confieren patogenicidad a.S. aureus con las células y moléculas en las

que reside la inmunidad innata y adaptativa de! hospedero.




1. MPORTANCIA CLINICA DE S. aureus

Staphylococcus aureus constituye la especie mas virulenta de su género y la
que mayor numero de padecimientos ocasiona al humano., ya que
practicamente no existen tejidos humanos exentos de poder ser afectados por
ella y/o por sus diversas exotoxinas. Sin embargo, entre las enfermedades
con las que se le relaciona mas estrechamente, incluyen las piodermitis tales
como la furunculosis, el impétigo y el sindrome estafiloc6éccico de la piel
escaldada (SEPE), intoxicaciones alimentarias, osteomielitis, sindrome del
shock toxico (SST), septicemia, neumonia e infecciones intrahospitalarias

(27.47),

Evidentemente, lo antes mencionado implica que la bacteria penetra al
organismo humano por numerosas vias, entre las que destacan ia cutanea y
la inhalatoria pero, posteriormente, se puede diseminar y alcanzar otros
6rganos y tejidos, a traves del sistema linfatico y el torrente circulatorio
(10.60,121).

En cuanto a las afecciones dérmicas, la furunculosis y el impétigo suelen ser
las de mayor frecuencia y la aparicibn de una o la otra depende de la
cantidad de coagulasa elaborada por la cepa infectante; cuando dicha enzima
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abunda conduce a abscesos mejor delimitados (furanculos), mientras que su
menor proporcion da lugar a la formacién de pustulas confiuentes con
aspecto mieliforme (impétigo). Al margen de ello, las cepas productoras de
exotoxina exfoliativa —también denominada toxina epidermolitica-, agravan
dichos cuadros cutaneos, generando una patologia mas seria conocida como
SEPE, la cual se caracteriza por una progresiva descamacion gruesa de las
distintas capas de la piel, acompatfiada por el severo enrojecimiento del tejido

involucrado (60,70,94,121).

Por su parte, la osteomielitis se adquiere comanmente al sufrirse de fracturas
expuestas —los agentes infecciosos pueden provenir del aire o del objeto
traumatizante— aunque en algunos casos ocurre previa septicemia. S. aureus
es el principal causante de este padecimiento, cuyo tratamisnto resulta muy
complicado, ya que |la mayoria de los antibiéticos no alcanza ila médula 6sea
para ejercer su accién antimicrobiana y, por lo tanto, es frecuente que
periddicamente se deba abrir la zona implicada para drenaria, limpiarla y
trataria in situ, lo que no siempre impide el péogreso de la patologia ni Ia

pérdida de los miembros afectados (50,60).

Con respecto a las intoxicaciones alimentarias, éstas son muy frecuentes y
aparecen al ingerirse productos alimenticios contaminados con el
microorganismo, el cual se reproduce en elilos liberando potentes

enterotoxinas, de las cuales se conocen 8 serotipos: A, B, C,, C,, Dy E. En




tal sentido, los alimentos que favorecen el proceso son los que contienen
elevadas concentraciones de carbohidratos, como las pastas, pasteles,
ensaladas y sandwiches, entre muchos otros, y las enterotoxinas mas

frecuentes son la Ay la D (29,40,94,116).

El periodo de incubaciéon de este tipo de intoxicaciones fluctua entre 1 y 6 h,
las que anteceden a la aparicidon de sintomas tales como nauseas, vomitos en
proyectil y diarrea acuosa; la duracién del cuadro patoldgico varia entre 24 y
48 h, y ia curacién del paciente ocurre espontaneamente al eliminarse las

toxinas junto con el vomito y las voluminosas evacuaciones (29,40,94,116).

Tocante al SST, éste aparece durante la menstruacion o dentro de los cuatro
dias posteriores a ella; se relaciona con el uso de tampones
superabsorbentes, ya sea que estén contaminados con S. aureus o que el
microorganismo sea translocado hacia la vagina cuando aquélios son

colocados por la usuaria (10,47,50,53,60,94).

En cualquiera de ambos casos, la oclusion del canal vaginal —durante varias
horas— favorece el desarrollo del estafilococo en la sangre menstrual
atrapada y la consecuente liberacién de la toxina TSST-1

(10.,47,50,53,60,94).




Los sintomas iniciales incluyen fiebre de 39°C o mayor, dolor en las mucosas
de boca y garganta, cefalalgia, vomitos, diarrea e hipotension; dos dias
después ocurren la pérdida de la conciencia, coaguilacion intravascular
diseminada (CID), insuficiencia renal, asi como trastornos cardiacos y
puimonares, pudiendo fallecer la paciente. Es muy posible que el
microorganismo sélo desarrolle en la sangre menstrual y no se disemine
hacia otras regiones, ya que los cultivos de faringe, mucosa bucal, LCR,
sangre periférica, materia fecal, etc., resultan negativos; en otljas palabras,
s6io la toxina TSST-1 se absorbe hacia la circulacion y se disemina hacia

otros é6rganos y tejidos (53,84,91,105a).

Cabe agregar que, actualmente, los casos mas frecuentes de SST se
presentan después de las cirugias nasales, debido a que el microorganismo
suele formar parte de la flora nasofaringea y a que el taponamiento de ambas
narinas —destinado a detener la hemorragia—, crea un ambiente comparable al
que se genera en el canal vaginal cuando se insertan los tampones

superabsorbentes (53,84,91,105a).

Finalmente, la septicemia, la neumonia y otros padecimientos representan un
gran desafio para el equipo de salud de numerosos nosocomios, dentro de
los cuales los internos y los neonatos pueden verse colonizados por cepas

multirresistentes (53a).




Es decir que, durante ia convalescencia, después de las intervenciones
quirdrgicas, del parto, o de haberse sufrido de quemaduras graves, existe el
riesgo de que se infecten los tejidos en recuperaciéon, por alguno de los
microorganismos que se encuentran en el ambiente intrahospitalario, cuyas
mas destacadas caracteristicas residen en su patogenicidad pero, sobre todo,
en su multirresistencia a los antimicrobianos; las especies bacterianas mas
frecuentes en este rubro son Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus

epidermidis, Acinetobacter sp y, desde luego, S. aureus (60).

Una vez que el agente infectante ha colonizado los tejidos dafiados, puede
penetrar al torrente circulatorio, ocasionando septicemias Y,

consecuentemente, neumonia, endocarditis, artritis, meningitis, etc (60).

En ese contexto, de acuerdo con diversos estudios, los brotes epidémicos
asociados a S. aureus tienen lugar con mayor frecuencia entre los pacientes

hospitalizados que entre la poblacidn comun (60).

A pesar de los numerosos esfuerzos realizados para contener su diseminaciéon
dentro de los hospitales, este microorganismo es la causa mas comun de
bacteriemia intranosocomial: en EUA, de los 2 millones anuales de pacientes
que padecen alguna infeccién intrahospitalaria por S. aureus,
aproximadamente 260,000 continian experimentando recaidas durante

periodos prolongados (33).




Un trabajo realizado por Weinstein y cols. revel6 que el 189 % de ias
bacteremias de los aduitos internos en algunos hospitaies son ocasionadas
por S. aureus y que entre el 10 y 40 % de ellas progresa hasta endocarditis

(33).

Asi mismo, el Sistema Nacional de Vigilancia de Infecciones Nosocomiales
establecié que, en el lapso 1990-1996, S. aureus y E. coli fueron los

patégenos nosocomial islados mas frecuentemente en EUA (33).

Respecto a la neumonia, este microorganismo no suele considerarse entre
sSus principales agentes etiolégicos; sin embargo, en México se ha
comprobado que ocasiona la enfermedad al grupo conformado por nifios
menores de S afios, a quienes puede llegar a provocaries la muerte:
evidentemente, los decesos predominan entre los no derechohabientes a
algin sistema de salud, y los estados mas afectados son {0s que se localizan

en el sur del pais (53a).

No obstante, llama la atencién el hecho de que las neumonias nosocomiales
en el Hospital Infantil de México y en el Hospital de Pediatria oscilan entre el 8
y 11% de todos los casos de infeccion intrahospitalaria, y que su mortalidad

alcanza cifras cercanas a! 10 % (53a).




. FACTORES DE VIRULENCIA DE S. aureus

E! estafilococo dorado manifiesta una capacidad excepcional para adaptarse
a las condiciones que imperan en los diversos nichos que coloniza; de hecho,
se une facilmente a una gran variedad de proteinas que conforman las
matrices extracelulares de los mamiferos y, de esta forma, rompe las barreras

asociadas a numerosos tejidos del hospedero (50).

Este microorganismo produce toda una gama de exotoxinas, hemolisinas,
enzimas y componentes celulares, todos los cuales han sido considerados
como factores de patogenicidad en algun momento. Sin embargo, la
purificacién de muchas de esas sustancias ha resultado complicada, debido
principaimente a su inestabilidad, por lo que sus respectivos efectos

especificos aun forman parte de interminables polémicas (60,96,121).

Entre los mas destacados factores de virulencia de S. aureus, destacan los

sefalados en la tabla 1.
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Tabla 1. Principales factores de virulencia de S. aureus (33,50,80,96,121).

Agentes Hemolisinas a, B, v ys. leucocidina

antimembranales |y otras toxinas bicomeonentes. ‘
1. Exotoxinas Enterotoxinas (SEs), toxina del
Superantigenos [Sindrome del Shock Toxico (TSST-
_11). toxinas exfolitivas (ETs).
2. Enzimas Coagulasa, estafiloquinasa, catalasa, hialuronidasa,
fosfatasa, proteasas. lipasas, nucleasa, B-lactamasas.
Proteinas superficiales (Proteina A, MSCRAMMS,

3. Antigenos sider6foros) y otras sustancias estructurales (cépsula,
superficiales [acidos teicoicos, peptidoglicano, polisacéaridos, factor
de agregacion).

1. Exotoxinas

Las exotoxinas elaboradas por Staphylococcus aureus se pueden clasificar
en dos grandes grupos: agentes antimembranales y toxinas con actividad
superantigénica. Estas ultimas incluyen a las familias de toxinas pirogénicas
(PTs) y exfoliativas (ETs), las cuales comparten algun evento de los
implicados en las actividades inmunomodulatorias del hospedero. Dentro de
la trascendencia de los superantigenos (SAgs) relacionados con la especie,
figura la induccién del sindrome del shock téxico (SST), Ia intoxicacién
alimentaria estafilocéccica y el Sindrome estafilocéccico de la piel escaldada

(SEPE).




I. Agentes antimembranales

hemolisina atfa (a) o hemolisina A

La hemolisina a representa una de las toxinas bacterianas mds potentes, es
especialmente toxica para conejos (DLsc=1.3 ug), su funcion citolitica se basa
en la formacién de poros en la membrana eucarionte y lisa los eritrocitos de
conejo; en cambio, los hematies humanos resuitan aproximadamente 1,000
veces menos sensibles, hallazgo que ha permitido deducir dos mecanismos

de unién a la céluia “blanco” (33).

En este sentido, se ha postulado que la membrana de los eritrocitos de
conejo presenta receptores de ailta afinidad, mientras que la de origen

humano los contiene de baja afinidad (43).

La hemolisina alfa es secretada como monémeros de 293 residuos sobre la
membrana eucarionte, los cuales se oligomerizan para formar poros en forma
de anillo, tanto hexaméricos como heptaméricos, antes de que parte de Ia
molécula téxica penetre la bicapa (mientras la restante permanece ligada a la
superficie); este modeio de ensamble se infiri6 con base en experimentos de

mutagénesis y de modificacion quimica (33).




Cabe mencionar que Ia citada hexamerizacién no depends de alguna
molécula receptora especifica, aunque ios sitios de aita afinidad provocan
una mayor sensibilidad de la céluia “blanco”, tanto a ia unién de la toxina

como a los fendmenos fisiopatolégicos posteriores (1,18).

Durante la década pasada se publicaron cerca de 300 trabajos asociados a la
hemolisina a, enfocados a los aspectos estructurales y los mecanismos de
formacién de poros. Evidentemente, cuando éstos se producen dan lugar a
relevantes procesos ulteriores, dependiendo de las especies celulares
analizadas y de la dosis de la hemolisina; por ejempio, la exposicion de
células epiteliales o monocitos a 40-1680 ng/mL del téxico puede conducir a
grandes alteraciones a nivel de ATP y a la secrecién de 1IL-8, acompanfadas
por lisis celular, respuestas secretorias, produccion de mediadores de lipidos,
mutaciones de la IL-1B y apoptosis. Adicionaimente, se ha reportado que los
eventos transcripcionales son activados como respuesta a bajas dosis de ia

hemolisina (30).

Ya sea in vivo e in vitro, la hemolisina alfa es hemolitica, citotoxica,
dermonecrética y letal para numerosos tipos celulares, los cuales incluyen
eritrocitos, plaquetas y céluias mononucleares, epitaliales y endoteliales. Asi
mismo, provoca dafios a nivel del sistema circutatorio, de! tejido muscular y

en ia corteza renal.
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Aunque el mecanismo preciso de los trastornos membranales ain no se ha
podido determinar con exactitud, en ja actualidad se postula que la
secuencia de los fendmenos implicados es la siguiente: a) uniéon de los
monémeros de la hemolisina a la superficie celular; b) formaciéon de los
hexameros que conforman los canales transmembranales de 2 a 3 nm de
diametro; c) dafio directo a la membrana asociado a ia osmorregulacién,
ocurriendo la entrada y salida de moléculas pequefias a través de los
canales; y finalmente, d) lisis coloidosmética de la célula. Es oportuno senalar
que si bien es claro que las células afectadas experimentan la aparicion de
poros membranales, aquéllas no se paralizan instantaneamente, puesto que
retienen su capacidad de responder activamente para neutralizar dicha

alteracién (1,18,30,51).

Al parecer, cantidades subletales de hemolisina a promueven la entrada de
Ca? a la célula y activan el metabolismo de las fosfolipasas y del acido
araquidonico; sin embargo, se ha comprobado que Ia muerte de
queratinocitos humanos también se relaciona con el aumento de la

permeabilidad hacia los iones monovalentes (30,33).

Adicionaimente, se ha observado que dicha molécula téxica provoca la
liberacién de prostaglandinas y leucotrienos, los cuales provocan efectos
vasoactivos que, a su vez, aumentan la letalidad de Ia aifa toxina para las

células endoteliales. Analogamente, su acciéon implica la secreciéon de
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citocinas proinflamatorias y compuestos procoagulatorios por parte de los
monocitos activados y de las plaquetas -—respectivamente—, lo que
retroalimenta su potencialidad lesiva hacia el sistema cardiovascular y los

puimones.

Las cepas de S. aureus productoras de esta hemolisina contienen al gen
estructural hla, mismo que regula positiva y negativamente la elaboracién de
la primera, tanto in vivo como in vitro. Aparentemente, dicho gen no se asocia
a cepas que originan el SST, las que por lo regular no son hemoliticas

(33.49).

Hemolisina beta (B) o esfingomieli estafilocéccica

En 1935, Glenny y Stevens diferenciaron a ia hemolisina beta de la alfa
mediante reacciones de neutralizacion efectuadas con eritrocitos de oveja
(33,98). Aquélia corresponde a una proteina de aproximadamente 34 kDa, en
ia cual dos residuos de cisteina se encuentran unidos por un puente

disulfuro, indispensable para la actividad y estabilizacién de la molécula (33).

Los estudios sobre estructura y funcién de la hemolisina beta estafilocécica
son relativamente-escasos, aunque se acepta que, en cuanto a su fisiologia,
ésta es muy similar a lJa de la exotoxina de Bacillus cereus, de ia que se han

obtenido més datos (33).




Su actividad varfia dependiendo de la especie con cuyos eritrocitos se trabaja:
los hematies de oveja, vaca y cabra resuitan muy sensibles a su accién, en
tanto que los de origen humano son medianamente susceptibles, y los de

ratén y perro son resistentes.

El gen hib, implicado en la sintesis de esta exotoxina, presenta diversos
receptores para los bacteriéfagos lisogénicos del grupo F, cuya insercién en
el fragmento nucileotidico implicado reprime la expresion correspondiente

(33.60).

Probablemente, la actividad de Ila beta hemolisina que mas sorprende
consiste en que ésta casi no lisa eritrocitos a 37°C, pero si lo hace a
temperaturas menores de los 10°C. En tal sentido, el uso de antisueros
reviste una gran importancia para detectaria, aiGn cuando las pruebas de

hemélisis resuiten negativas a 37°C (33).

Esta exotoxina equivale a una esfingomielinasa neutra especifica para la
esfingomielina y los lisofosfatidos, por (0 que el grado de sensibilidad

eritrocitaria a su accién depende del contenido de esfingomielina membranal

(33).




Evidentemente, ia degradacion de la esfingomielina de la membrana de los
hematies sélo se traduce en hemdlisis cuando aquélios son enfriados, lo que
sugiere que el proceso litico consta de dos etapas: la hidrélisis del sustrato a
37°C y la destruccién de ia membrana eritrocitaria a temperaturas bajas. A
diferencia de las lesiones inducidas por toxinas formadoras de poros, la beta
toxina provoca la forthacién de invaginaciones en ciertas regiones de la

membrana (33).

L.a degradacion de la esfingomielina reditua fosforilcolina y ceramida, io cual
requiere de cationes divalentes tales como el Mg?* (el mas efectivo) y el Mn®",
ya que el Ca® y el Zn?' inhiben la reaccién; dicha actividad enzimatica es
maxima a 37°C e insignificante a 4°C. Cabe subrayar que la ceramida libre
representa un potente segundo mensajero que desencadena reacciones en
cascada, entre las que destaca la activacion de ciertas cinasas y fosfatasas

implicadas en la apoptosis (33).

Si bien la hemolisina beta es 10 a 1680 veces menos toxica que la alfa toxina
para ia mayor parte de los modelos animales, su administracién por via
subcutanea provoca la aparicion de eritemas, tanto en conejos como en
muchas otras especies. De hecho, contribuye a la patogénesis de la mastitis
murina y desempefia algun papel menor en la generacion de queratitis ocular

(36,75).




Por lo que se refiere a otros de sus efectos:

v Es leucotéxica: en concentraciones subliticas -altera la funcion de
cualquier leucocito- y, particularmente respecto a los neutréfilos,
neutraliza su quimiotaxis y la adsorcion de la region Fc de los

anticuerpos. Ademas, inhibe la migracién de los monocitos.

v Estimula la liberacion de interleucina 18 (IL-1 B), de IL-6 asi como de

su receptor y del CD14 soluble de los monocitos humanos(112).

v Induce apoptosis en las lineas celulares leucémicas humanas y en

lineas celulares de fibrosarcoma murino (33,112).

Hemolisina delta (5)

En 1947, Williams y Harper (117) propusieron ia existencia de la cuarta
hemolisina de S. aureus, denominandola hemolisina delta; ésta posee
fuertes propiedades surfactantes, es electroforéticamente heterogénea (se
disocia en subunidades detergentes no idnicas, o que explica su amplio
rango de pesos moleculares: 68-200kDa), es termoestable y puede provocar

la lisis de diferentes membranas, incluidas la eritrocitaria, macrofgica,
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linfocitaria, neutrofilica o plaquetaria, pertenecientes a numerosas especies

animales (33).

De hecho, se ha demostrado que la fuga dei material citoplasmico y {a lisis de
las células expuestas a ella ocurren de manera similar a la que tiene lugar

cuando éstas se tratan con Triton X-100 u otros detergentes (33,38,50,85).

La hemolisina delta corresponde a un péptido de 26 residuos codificado por
el gen hid. ademas, es producida por casi todas las cepas de S. aureus y
varias otras especies estafilococcicas, mostrando al menos dos variantes: la
expresada por cepas de S. aureus de aorigen humano y las elaboradas por
aisiamientos provenientes de caninos; ambas son 62% idénticas aunque

inmunolégicamente distintas.

Estudios realizados en modelos moleculares sugisren que esta toxina posee
un aito contenido en aminoacidos hidrofébicos, los cuales al acumularse en
un area determinada transforman a la molécuia en anfipstica, confiriéndole
caracteristicas de poderoso agente tensoactivo. Al parecer, su receptor en la
membrana de las células “blanco” consiste en un #écido graso de cadena

lineal con 13 a 19 atomos de carbono (1,33).

La hemolisina se inserta de tal manera que, una parte de eila, permanece

dentro de la bicapa lipidica, desordenando las cadenas formadas por lipidos.
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Ello sugiere que la lisis celular se debe a la produccién de canales

membranales que constan de agregados de seis moiéculas de toxina (33).

Por otra parte, en muy bajas concentraciones induce numerosas respuestas,
tales como la absorcion de agua por el lleon, la acumulacién de adenosin
monofosfato y la alteracién de la permeabilidad del ileon hacia los iones, al
margen de que influye negativamente en las funciones de los neutréfilos
polimorfonuclieares (PMNs) humanos y en el metabolismo asociado al factor

activador de plaquetas (1,3,4,21,85).

Estos altimos efectos proinflamatorios pueden ser el resultado de su
capacidad para incrementar el influjo de Ca*", generar radicales de oxigeno y
activar a las acetiltransferasas, las que fungen como potentes mediadores

lipidicos y del factor activador de plaquetas (1,3.4,21,85).

Finaimente, la hemolisina delta provoca dermonecrosis cuando se administra
intradérmicamente a conejos (a concentraciones extremadamente elevadas),
con frecuencia se le emplea para estudiar letalidad en animales de
laboratorio y se trata de un inmunégeno muy pobre, debido a su avida uniéon

a las proteinas, el colesterol y los fosfolipidos presentes en el suefo (33).
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Leucocikdina, hemolisina gamma (y) y otras toxinas bicomponentes

La hemolisina gamma, la leucocidina y otras toxinas bicomponentes
constituyen una importante familia de proteinas codificadas por los loci higy
luk—PV. Dichas moléculas proteicas se constituyen por dos unid_ades que
actoan sinérgicamente: los componentes S y F, cuyas respectivas
denominaciones obedecen a la intensidad con la que se mueven (S de siowy

F de fasft) en tas pruebas cromatograficas de intercambio iénico.

Los prototipos de esta clase de toxinas son la leucocidina Valentina Panton
(PVL) y la hemolisina gamma®. Los componentes S y F de la PVL son,
respectivamente, el LukS-PV y el LukF-PV (56), en tanto que, los de la
hemolisina gamma, son el HiIgA y e! HigB. En ciertas cepas de S. aureus, el
locus hig codifica para tres polipéptidos: 2 que correponden al componente

S (HigA y HIgC) y, el tercero, al componente F (HigB) (23).

Cabe sefialar que cualquier componente S se une a alguna de las proteinas
F, dando lugar a diferentes combinaciones estructurales; por ejemplo, en las

clonas estafilocéccicas que sélo cuentan con el locus hig, la gamma toxina

2 Entre ias toxinas bicomponentes, Unicamente e PVL y ie h i
eapecificos; -umummmnumaumm




puede estar constituida por ios fragmentos HigB y HIgA o por el HigB y el
HIgC (33).

Por lo que se refiere a la hemolisina gamma, ésta se encuentra en algunas
cepas de S. aureus, produce |Ia lisis de diferentes tipos celulares y se puede
diferenciar de ias otras tres hemolisinas (alfa, beta y deita) mediante
distinciones antigénicas y por el tipo de eritrocitos que lisa. Las cuatro
hemolisinas poseen propiedades que dan por resultado diversas grados de

toxicidad para los leucocitos y diversas celulas tisulares (33).

En la actualidad, |a produccién de hemolisina gamma ha sido confirmada
mediante su purificacién a partir de cultivos de la cepa 5R, de la cual
representa su principal citolisina, aunque sus mecanismos de accion

permanecen sin establecerse claramente (33,85).

Sin embargo, se ha propuesto que una de las posibilidades éonsis!e en ia
unién inicial del HigA, seguida por la del HigB, hasta generar un poro de
manera similar a la PVL; de hecho, se han logrado purificar ciertas
astructuras en forma de anillo a partir de los eritrocitos, mismos que
presentan un diametro de 2.1 a 2.4 nm y un peso molecular de 150 a 250 kDa

(33.78).




Ademiés, al parecer sus dos componentes proteicos actuan de forma
sinérgica en cuanto a la hemélisis y toxicidad: el hallazgo de niveles slevados
de anticuerpos neutralizantes en pacientes con enfermedades déseas
causadas por estafilococos, sugiere su posible papel etiolégico en esta clase

de afecciones (1,33).

Cabe mencionar que, a pesar de ser fuertemente hemolitica, su espectro de
accion resulta estrecho y es inhibida en presencia de agar y colesterol; por
uitimo, la gamma toxina también se ha asociado a la estimulacién de
secrecion intestinal, lo que es de importancia menor pero contribuye al

origen de las lesiones.(1,3,4,21)

Por su parte, la PVL es una exotoxina que ejerce un efacto téxico y exclusivo
sobre la membrana de PMNs y macréfagos humanos y de conejo, o que

provoca la degranulacion del citoplasma, edema celular y lisis ( 1,33,60,85).

Una sola dosis de |ia toxina es capaz de producir una granulocitopenia
profunda pero reversible en los conejos; su forma de accién involucra (a
formacion de poros que alteran la permeabilidad celular al potasio y otros

cationes (1,33,80,85).

Es decir, el diametro del poro formado se ve afectado por el numero de

moliéculas de toxina unidas a Ia céluia y por cationes divalentes,
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especialemente por Ca®’ ya que, a niveles fisiolégicos de éste catién, los
poros son permeables a iones divalentes pequefios y se secretan grandes
cantidades de proteinas derivadas de los gréanulos citoplasmaéticos. Dicha
degranulacion puede ser observada al microscopio durante 60 minutos, y los
poros formados en ausencia de Ca 2* son mayores (de por lo menos 0.78 nm
de diametro), lo que permite el paso de moléculas mis grandes tales como el

bromuro de etidio (1,3,60,85).

De cualquier manera, ambos componentes de la leucocidina PVL fungen
como buenos inmunégenos, lo que ha permitido obtener los toxoides
correspondientes. Ademas, los componentes LukF-PV de la PVL y HIigC-HIgA
de la hemolisina gamma figuran entre los principales promotores de |a
actividad leucotéxica y se ha logrado comprobar in vitro que dichos
componentes (que fungen como F y S) son fijados de manera preferencial
por los gangliésidos Gu: y la fosfatidilcolina, permitiendo que el primer paso
de su accién resida en la activacion de las metiltransferasas, después de la
adherencia del componente S. Esto conduce a la activacion de la fosfolipasa
y a un incremento de los sitios de unidn fosfatidilcolina para el componente
F. Elio promueve la exciusiva respuesta de los leucocitos a la leucocidina: la
alteracion de la permeabilidad hacia los cationes. El resto de los cambios que

se producen resultan secundarios a este proceso inicial (1,3,20.33,60).




ii. Toxinas que fungen como superantigenos (SAg)

La toxina 1 del sindrome del shock téxico (TSST-1), las enterotoxinas (SEs) y
las tc;xinas exfoliativas (ETs) pertenecen a la familia de productos
polipéptidicos considerados como “superantigénicos™ y, junto con las
exotoxinas pirogénicas estreptoctccicas (Spe), forman parte de las toxinas
pirégenicas clasicas (PTs). Todas ellas, en concentraciones 10 a 10 M,
son capaces de activar a muy numerosos Iinfocitos T, lo cual se traduce en
una notable sobreproduccion de citocinas, 1o que provoca severos efectos
sistémicos que se manifiestan con fiebre, hipotension, lesiones en la piel,

shock, fallas multiorgénicas y la muerte (33,60).

Los SAgs son moléculas que estimulan a 1 de cada 5 células T, ya que
fungen como puentes de unién entre el TCR de estas aditimas y las moléculas
del complejo principal de histocompatibilidad de clase I (MHC {I) de las
células presentadoras de antigeno (CPA), independientemente del péptido

que éstas exponen (60).

Una vez formado el complejo superantigeno-MHC i, éste interactua de
manera indiscriminada con el TCR de numerosas células T; es decir que la
reaccidn es no convencional e inespecifica: ocurmre en una localizacion

variable en la cadena B del TCR (la region V), provocando |a activacion y

3 Un antigeno convencional unido al MHC 1) de una CPA stio estimula a 1/10,000 céiulass T.
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proliferacién det linfocito implicado, el cual libera IL-1, IL-2, TNF-a y B @ IFN-y;
por lo Que toca a la célula monocitica, ésta secreta iL-1B e IFN-y (69,77,100).

Debido a que los SAgs se unen justo fuera del area de reconocimiento del
TCR, el antigeno convencional unido al MHC |l resulta intrascendente: no
participa en una seleccion especifica de la clona homoéloga de linfocitos T. En
otras palabras, los SAgs son considerados como mitégenos inespecificos de
las células T y, si bien no inactivan a cualquier clona, si activan a las que
contienen ciertas secuencias VB, independientemente de que sean ajenas al
antigeno convencional presentado sobre el MHC Il de las CPA involucradas

(33).

Las SEs poseen la caracteristica de inducir una respuesta emética al
administrarse por via oral (tal es el caso de la intoxicaciéon alimentaria
estafilocSccica) y, a diferencia de las otras PTs, se pueden unir a los
mastocitos y provocar su activaciéon; ademas, recientemente se han reportado

otros efectos sobre la funcion de los neutréfilos (33,69).

Muchas de las toxinas superal"rtigénicas. incluidas las SEs, surgen de un gen
comun capaz de cruzar la barrera genémica e insertarse en el DNA de los
géneros Staphylococcus y Streptococcus. Esta evidencia es sustentada por

ia observacién de los genes estructurales de algunas de las SEs y
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relacionadas comparativamente con ilas PTs estreptocéccicas que son

acarreadas por discretos elementos genéticos (29).

Se ha propuesto que las propias células de S. aureus se ven beneficiadas
con la inmunosupresion inducida por las SAgs: dicha inmunosupresién
puede ser demostrada in vitro y en |os pacientes con SST recurrente,
atribuyéndose principaimente a una falla de ia neutralizacion toxina—
anticuerpo; es decir, la exposicion sistémica a TSST-1 o SEs disminuye los
niveles y la funcién de los linfocitos, generando una clara ventaja para el

desarrolio del patégeno (100).

De hecho, la apoptosis mediada por la proteina Fas y su “ligando”
representa un mecanismo mediante el cual los SAgs eliminan poblaciones de
células CD8” y células de respuesta CD4’. Ademas, en dosis altas de SAgs,
también se promueve |a apoptosis de células B, lo que disminuye la

secrecién de inmunoglobulinas (34,59,100).

Diversos autores han reportado que, al administrarse oral e
intraperitonealmente SEs o TSST-1 en ratones, la temperatura del animal se
eleva abruptamente, representando este cambio un indicador répido de
intoxicaciéon; asi mismo, al inocularse previamente los antisueros

correspondientes, se previenen dichos aumentos de temperatura.
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Con base en estos fendmenos y on la letalidad del ensayo, se ha encontrado
que otras moléculas que confieren una mayor proteccion al animal, son ei
receptor del TNF, el IFN-y, el ICAM-1 y la IL-10. Estas lo protegen del shock
inducido por la SEB, debido a que regulan la liberacion de IL-1, IL-2, IL-6,
TNF-a e IFN-y (100).

Entsrotoxinas estafilocécicas (SEs)

Las SEs son las moléculas causantes de la intoxicacién alimentaria
estafilocéccica, padecimiento resuitante de la ingestion de alimentos
contaminados con dichas moléculas. Si bien su mecanismo de accién no se
ha logrado definir plenamente, se sabe que las SEs son estables en las
condiciones que predominan dentro del tracto gastrointestinal y que

estimulan indirectamente el centro del reflejo emético (29).

El mayor abstaculo para comprender la patogenia y modo de accién de las
SEs reside en la carencia de un sistema de ensayo préctico y sensible, en
virtud de que el unico animal de experimentacién confiable para probar su
actividad es el mono. E! receptor emético para las SEs esta constituido por
las visceras abdominales, desde donde el estimuio sensorial llega al centro
del vomito a través del nervio vago y los simpaéticos; por su parte, ia diarrea

que acompaha al proceso patolégico se atribuye a que ocurren la inhibicion
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de la absorcién del agua desde el intestino y el incremento del flujo de

liguidos transmucosos hacia la luz intestinal (29,50,121).

El estudio de la émesis se ha podido efectuar en ratones, ya que dicho
modelo proporciona diversas alternativas para analizar los efectos in vivo de
las SEs y Ja TSST-1, la inmunoneutralizacion de estas lltimas y las medidas
terapéuticas correspondientes; de hecho, esta clase de trabajos ha originado
la preparacion de toxinas recombinantes atenuadas, las cuales aun se
encuentran bajo investigacién para su eventual empieo como vacunas

(33.99).

Las SEs se clasifican con base en sus diferencias antigénicas,
reconociéndose 10 tipos principales; |a tabla 2 muestra las propiedades

generales de las principaies SEs.

Uno de los principales avances en la caracterizacion de ias SEs se logré
aproximadamente en 1930, después de que Dack y cols. relacionaron a la
intoxicacion alimentaria estafilocéccica con la accién de una exotoxina.
Bergdoll y cols, en el Instituto de Investigacién Alimentaria estadounidense,
fueron los primeros en producir preparaciones de SEs purificadas y
desarvrollar antisueros especificos; ellos y algunos otros investigadores

utilizaron toxinas purificadas total o parcialmente, y demostraron que los
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anticuerpos protectores podian ser preparados en nNumMerosas especies

animales, aunque su eficacia s6lo incidia en éion.-s cepas especificas (29).

Inicialmente, la diferenciacién entre las multiples formas antigénicas de las
SEs se fundamentt en la observacion de diversos aislamientos provenientes
de alimentos que producian un tipo antigénico comin de toxina, a la que
empiricamente se le designé toxina “F", esto debido a que otras cepas
enterotoxigénicas producian toxina "E" (29).

Tabla 2. Propliedades generales de las principales SEs (29,33).

Toxina Masa molecular Pl
(Da)

SEA 27.100 6.8 -7.3
SEB 28,336 8.6
SEC1 27,496 8.6
SEC2 27.531 7.0
SECS3 rrivge 27.588 8.0
SEC3 rrios 27.563 8.1
SEC_ powmw 27,618 7.6
SEC own 27,517 7.6
SEC _cpuno 27,600 7.0
SEE 26.425 8.5
SEG 27,042 ND
SEH 25,145 5.7
SEI 24,928 ND
SEJ 31,210 + ND

CLAVES:

* = Dato obtenido por secuenciaciéon de nucléotidos. ND = No
determinado. Pt = punto isoeléctrico




En 1962, un comité establecié la nomenciatura alfabética vigente y, a ias
toxinas °“F° y “E", se les reasigné la denominacion de SEA y SEB,
respectivamente. Entre ese afio y 1972 se descubrieron 3 tipos adicionales
de SEs (SEC,SED y SEE) y, en épocas recientes, los métodos de
secuenciacion proteica y del DNA recombinante permitieron conocer ilas

secuencias primarias de todas las SEs clasificadas.

Mas tarde, se detectaron los serotipos SEG, SEH, SEiI y SEJ, aunque un
grupo de investigadores establecié que éstos no eran capaces de inducir el
vomito. Asi mismo, el serotipo SEF fue eliminado de ia clasificaciéon, al
comprobarse que sdélo se asociaba al SST; por tal razén y debido también a
que tal denominacién podia crear confusiones —~ya que a la SEA antes se le

llamaba “F"-, a dicha toxina se le conoce actualmente como TSST-1 (29).

Sin lugar a dudas, la SEA es (a toxina predominante en los casos de
intoxicacion alimentaria estafilocéccica que afecta al humano; los serotipos
que le siguen en frecuencia son el SED y SEC. Ocasionaimente, la SEA
también es detectada junto con ia SEC o la SED y, por lo que respecta a |a
SEB, aunque ésta rara vez se relaciona con la enfermedad, es capaz de
estimular directamente a las células CDS586 y NK; por ultimo, la SEE es la que

con menor frecuencia se asocia al padecimiento (29,33).




Cabe senhalar que, recientemente, se ha descrito un serotipo mas,
denominado SEK (26 kDa), el cual se reiaciona con la enfermedad de Crohn,
la psoriasis y la dermatitis atépica. Los estudios implicados en Ia
caracterizaciéon de este serotipo parecen haber establecido su
superantigenicidad, pirogenicidad y capacidad para potenciar el efecto letal
de las endotoxinas en conejos; en este sentido, se ha reportado que ciertas

recombinantes estimulan especificamente a las células T CD4+ y CD8+ (77).

Por su parte, las vacunas preparadas con la SEA, SEB y TSST-1 han

resultado exitosas en modelos murinos (100).

Por ejempio, un mapeo realizado con 20 anticuerpos monoclonales anti-SEA
manifesté la neutralizacion correspondiente, misma que pudo revertirse al
impedirse su reactividad. Asi mismo, se logré6 determinar que todos los sitios
de interaccion asociados a ia SEA dependen de la estructura tridimensional

de la molécula y no de la secuencia de los péptidos constitutivos (111).

Los andlisis de secuencias y diversos estudios inmunolégicos han aportado
otros datos sobre estas proteinas; por ejemplo, en el caso de la SEC, existen
variantes serolégicas que pueden ser divididas en al menos tres subtipos
denominados SEC1, SEC2 y SEC3, mismos que muestran una escasa
diferencia en cuanto a su reactividad inmunolégica. Sin embargo, dentro de

cada subtipo puede ocurrir una significativa variabilidad de secuencias: si
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bien Ias SECs producidas por las cepas FRI-909 y FRI-913 fueron
designadas como SEC3 de acuerdo con su reactividad inmunologica, mas

tarde se demostré que difieren entre si en nueve residuos de amino#cidos

(29,33).

En ese mismo orden de ideas, con base en su secuencia de aminoacidos las
SEs se pueden dividir en tres grupos; el grupo 1 contiene a los subtipos SEB
y SEC y sus variantes moleculares; el grupo 2 contiene a la SEA, SED y SEE .

y, finaimente, la SEH es la inica que se ubica en el grupo 3 (29).

De acuerdo con la FDA, la dosis de SE que puede desencadenar los efectos
mas graves de ja enfermedad, es alcanzada hasta que |a poblacién de S.
aureus €s mayor de 10° UFC/g de alimento contaminado. Sin embargo, basta
1 ng de SE/g de alimento para ocasionar los sintomas asociados con la

enfermedad (29,33).

Como ya se menciond, las SEs commesponden a polipéptidos que resisten la
inactivacion por las proteasas del tracto gastrointestinal, tales como Ila
pepsina; no obstante, es importante considerar que ia SEB es susceptible a

bajos niveles de pH (29).
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Cabe mencionar que, en cuanto al mecanismo de accién de las SEs, existen
grandes controversias, con muy interesantes asrgumentos en las 2 principales

corrientes (29).

Por una parte, algunos trabajos subrayan que la estructura y funcion de las
SEs pueden afectarse cuando el MHC il se une al zinc, debido a que la-
reaccion SE-MHC Il requiere de tres residuos de Ila toxina.
Incuestionablemente, esta clase de reportes se situa en el extremo que
fundamenta la siguiente posicion: el hallazgo de que algunos de los sintomas
del SST se basan en la estimulacion masiva de Ias células T, indica que |la

intoxicacién alimentaria estafilocéccica tiene este mismo origen* (29).

En otras palabras, ciertos infectélogos afirman que la superantigenicidad es
responsable de la intoxicacion alimentaria y que, por lo tanto, las SEs actuan

directamente sobre las céiuias T y las CPA del estobmago o intestino (29).

Sin embargo, la corriente opositora a la anterior establece que las SEs
corresponden a neurotoxinas, fundamentindose en los siguientes

argumentos (29):

+ Al ingresar a la circulacién, las SEs son rapidamente eliminadas por el

riftén, antes de alcanzar concentraciones sistémicas significativas; por

‘EsconveniemaracomarqmloameonSSTfn—- pr J Yy
disrrea.




tal motivo, los sintomas sistémicos asociados a! SST, tales como la

fiebre y el shock, no se presentan en la intoxicacion alimentaria.

¥ A pesar de que existe un traslape parcial entre los sintomas del SSTy
la intoxicacion alimentaria estafilocéccica, la superantigenicidad no es

la responsable directa de la intoxicacion alimentaria, ya que:

a) La estimulacion celular de los mastocitos, ligada a la liberacion de
mediadores inflamatorios, es el resultado de interacciones

nerviosas y no inmunolégicas.

b) Ciertos estudios han demostrado que ia estimulacién de las células
T y la induccién de la émesis representan fenémenos separados,
determinados por regiones distintas de las molécuias de las SEs.
Ello se ha demostrado construyendo mutantes de SEA, SEB y
SEC1 que muestran cierta deficiencia en la actividad estimulatoria
de las células T pero conservan la capacidad de inducir los efectos

eméticos y viceversa.

Ademas, aunque se ha publicado que todas las PTs presentan actividad
superantigénica, iunicamente las SEs resuitan eméticas al ser ingeridas. En
este sentido, la faita de induccién emética de las PTs no enterotoxigénicas

se atribuye a su inestabilidad en el tracto gastrointestinal.




Al analizar ambas posturas, pareceria que |a segunda muestra mayor
sustento; no obstante, surge el siguiente cuestionamiento: ¢si la
superantigenicidad no explica el origen de la intoxicacion alimentaria

estafilocdccica, co6mo es que las PTs causan vomito y diarrea en el SST?

En este contexto, han surgido las siguientes explicaciones de como las SEs y
otras PTs pueden actuar sobre el tracto gastrointestinal, aaGn cuando no

ingresan por via oral ai organismo de los individuos afectados:

Para la corriente que apoya la teoria de la neurotoxicidad de las SEs, una
parte de éstas pasaria desde la circulacién sanguinea hacia el estémago, en

donde sjerceria su accién patolégica (29).

En contraposicion, para quienes aducen ia superantigenicidad, las SEs y las
PTs llegarian hasta el intestino por via hematégena y actuarian como

superantigenos en dicha regién (29).

Como suele ocurrir cuando dos posiciones adversas se encuentran
suficientemente argumentadas, surge una tercera de mayor consenso que
postula la combinacién de ambas y, en este sentido, hoy en dia parece

aceptarse globalmente que las SEs influyen tanto a nivel géstrico como al




intestinal, en el primer caso fungiendo como neurotoxinas y, en el segundo,

como superantigenos, sin una importante participacion sistémica (29).

Toxina 1 del sindrome del shock téxico (TS8T-1)

El SST es considerado como una enfermedad relativamente reciente: fue
descrita en 1978 para mujeres predominantemente adolescentes y jovenes
que, en su gran mayoria, la experimentaban durante el periodo menstrual

(53).

Posteriores estudios microbiolégicos y epidemiolégicos han confirmado que
el origen de la enfermedad se debe a la colonizacién vaginal por S. aureus,
sumada al uso de tampones superabsorbentes; probablemente, {a secuencia
de los acontecimientos que caracterizan a este sindrome inicie con la

contaminaciéon del tampon via los dedos de quien los inserta (96,116).

Sin embargo, también se han detectado casos no asociados al periodo
menstrual, destacando algunos abortos terapéuticos, incidencias postparto,
cirugia nasal y heridas infectadas, incluyendo quemaduras, abrasiones,

laceraciones, forunculos y hasta picaduras de insecto (116).

Poco después de que se descubriera la enfermedad, se comprobd que ésta
se debia a la accion de una toxina y, en 1981, dos equipos de investigacion
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publicaron el aislamiento y caracterizacion de dos proteinas estafilocéccicas,
obtenidas a partir de mujeres jSvenes usuarias de tampones durante su

periodo menstrual.

Dichas moléculas fueron denominadas como exotoxina pirégena tipo C y
enterotoxina estafilococcica F, respectivamente, pero anadlisis posteriores
determinaron que ambas eran idénticas y a dicha molécula se le reasigné el
nombre de TSST-1, previendo que mas tarde pudiera detectarse alguna otra,

lo cual hasta ahora no ha sucedido (53).

La naturaleza de esta toxina adn se encuentra sujeta a investigacion; no
obstante, se ha logrado encontrar due se trata de un polipéptido de 22 kDa,
muy estabie ai calory capaz de ejoercer diversos efectos inmunoiégicos, entre
los que destacan la induccién de la expresion de GM-CSF, liberacion de IL-2,
sobre-proliferacion de linfocitos T, sintesis y secreciéon de IL-1 por parte de
ios monocitos humanos, liberacién de TNF y afinidad de unién al MHC it de

las CPA (50,60,116).

Adicionalmente, la TSST-1 promueve en 30 minutos la expresion de
proteinas asociadas al shock por calor (HSPs), la liberaci6n de leucotrienos y
el incremento de neutréfilos, en este ultimo caso, retrasando la apoptosis

celular (lo que aumenta notablemente la vida media de los neutréfilos) (69).




Es importante sefialar que dicho superantigeno no ejerce un efecto directo
sobre la apoptosis de los neutréfilos, por 10 que el retraso del fenémeno
parece implicar la produccién de citocinas provenientes de monocitos y

células T (69).

Aunque la actividad biol6gica de ia TSST-1 ain no se ha establecido
plenamente, se ha observado que potencia la respuesta letal hacia
cantidades minusculas de endotoxinas elaboradas por bacterias Gram
negativas en los modelos animales, ademas de resulitar pirégena, miotéxica,
cardiotéxica, hepatotoxica, nefrotéxica y de provocar exantemas e

hipotension mortal (47,53,69,96).

Como ya se mencion6 anteriormente, junto con las ETs y las SEs, la TSST-1
son consideradas “superantigenos” que alteran los eventos implicados en el
procesamiénto y la presentacién de antigenos, magnificando la produccion y
liberacién de diversas citocinas. Ello explica e! pronto compromiso
multisistémico observado en el SST vy Ia. aparicion aguda de sintomas tales
como congestion vascular (que aparece en 1 6 2 dias), aumento de fa
destruccion capilar, disminucion de la resistencia vascular y pérdida de
liquidos intravasculares (los cuales migran hacia el espacio intersticial),
situacion que se agrava con la severa diarea y conduce a la hipovolemia

responsable de la hipotension y la hipoxia tisular (53,96).




Cabe agregsr que las bajas concentraciones de Mg?® originan un menor
crecimiento estafilocéccico pero incrementan la liberacién de toxina, ia cual
se absorbe hacia ia sangre e involucra a tejidos y 6rganos distantes sin que
ocurra una respuesta considerable de anticuerpos anti-TSST-1; por esta
razén, aigunos pacientes llegan a experimentar ataques repetidos de SST

(53.96).

Por otro lado, sorprende la afirmacion de que algunas cepas de estafilococos
coagulasa negativa (ECN) también producen la TSST-1 (existen reportes de
SST ocasionados por este grupo de microorganismos) y de que una toxina
similar a ésta es elaborada por ciertas clonas de S.aureus que afectan a

ovejas, cabras y vacas.

Finatmente, se ha encontrado que el suero de personas sanas llega a
contener TSST-1 en una proporcién media menor a 30 pg/mL y que las
concentraciones promedio y maxima detectadas en los enfermos son de

440pg/mL y 5450pg/ml. respectivamente® (53,65).

Toxinas exfoliativas o epidermoliticas (ETs)

£l sindrome estafilocéccico de Ia piel escaldada (SEPE) se debe a la accién

de toxinas elaboradas por eepas.de S. aureus sensibles a los bacteriéfagos

 Dichas cifras se obtuvieron mediante enasy




de! grupo II; dichos microorganismos sintetizan dos formas antigénicas de
ETs. designadas como ETA y ETB: la primera es codificada por un gen
cromosomico (efa) y consta de un péptido de 242 residuos, en tanto que, la
segunda, estd constituida por 246 aminodacidos y es codificada por un gen

plasmidico (etb) (33,50).

Ademas, la ETA es mas resistente al calor (tolera temperaturas de 100°C
durante 20 minutos) y se inactiva con EDTA, mientras la ETB es sensible a
los 60°C por 20 minutos Yy permanece estable después de ponerse en

contacto con el anticoagulante mencionado (33).

Si bien las ETs pertenecen a la familia de las esfingomielinasas, difieren
significativamente de {a hemolisina B estafilococcica; sin embargo, ambas
clases de toxinas son 25% idénticas a la serin-proteasa (V8) y presentan su
triada catalitica H72, D120 y S185, en la que reside Ia actividad

epidermolitica (33,50,85).

En este sentido, se ha demostrado que cuando ila ETA sufre de alguna
mutacién en el S195, pierde su capacidad pilra originar la descamacion de la
piel, aunque la molécula continta estimulando la proliferacién de las células

T, tal como io hacia la toxina oﬁginal (108).




En cuanto a los rasgos clinicos de! padecimiento, las lesiones de los
humanos enfermos son muy similares a las que se provocan

experimentalmente en los ratones recién nacidos (33,50).

En tal contexto, el citado modelo animal ofrece una excelente alternativa para
analizar al SEPE ya que, inclusive, en poco menos de 10 minutos se puede
reproducir la separacion fisica del estrato granuloso, manifestandose la
formacion de planos intradérmicos de clivaje, sin que aparezcan respuestas

inflamatorias ni la muerte celular (33).

Las ETs no son citotoxicas a nivel de la epidermis, pero representan potentes
agentes mitogénicos que inducen la proliferacion de las células T en
presencia de CPA; sin embargo, comparadas con ia TSST-1 o las SEs, son
100 veces menos potentes en cuanto a la promocion de la proliferacion

linfocitaria y menos toxicas para et conejo (67).

Staphylococcus aureus produce un gran hamero de proteinas
extracelulares con actividad enzimética o estimulantes de las enzimas de!

hospedero. ® La tabla 3 resume la informacién correspondiente.
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Tabla 3. Principales excenzimas Yy exoprotsinas funcionales de
S.aureus.
[Enzima Actividad Gen regulador
Coagulasa Activador de coa (ATCC 8325), coa
rotrombina (BB)

Enzima modificante
de &cidos grasos
{(EMAG)

Esterificacion de &cidos
grasos a colesterol

Hialuronato liasa

Despolimerizacion de
hialuronato

hys A

Lipasa

Anclaje de cadenas
largas de ésteres de
licerot

geh (PS54)

Estearasa

Anclaje de cadenas
cortas de ésteres de
glicerol

lip, geh (NCTC8530)

Nucleasa,
termonucieasa

Degrada cadenas doble
y simples de DNA y
RNA

Nuc

V8 proteasa, Serin

Proteasa especifica

sasp (V8), sasp

fosfatidilinositol

proteasa para écido glutamico (ATCC12600)
Metaloproteasa, Anclaje antes de
proteasa I, grandes cantidades de
aureolisina aa
Thiol proteasa, Anclaje de muchas ——————
proteasa 1l uniones peptidicas
Estafopaina Proteasa con e —a—
especificidad
desconocida
Fosfolipasa C-PI Especifica para Pic

Estafiloquinasa

Activador de

sak (ATCC 29213),

plasminégeno sak (phi24D),
sak(phiC)
B-lactamasa inactiva ciertos BlaZ
antibidticos g-lactamicos
Endo- B-N- Murein hidrolasa Atl
acetilglucosamidasa autolitica
N-acsetilmuramil-L- Murein hidrolasa Al
alaninamidasa autolitica
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Fosfatasa écida lMonofosta_go estearasa | ——ee |

i. Coaguiasa

Esta exoenzima de S. aureus origina la coagulacién del plasma en presencia
de factores tales como la protrombina y un derivado de ella, conocido como
factor reactivo de la coagulasa (FRC), para formar un complejo llamado

estafilotrombina (50).

Esta Gitima activa al fibrinégeno, produciendo coagulos o trombos de fibrina,
de forma analoga a como ocurre con la protrombina en condiciones

fisiolégicas (2,50).

En general, se acepta que la coagulasa es elaborada en 2 formas: “ligada” y
“libre”, representando el principal criterio utilizado en el laboratorio de

microbiologia clinica para diferenciar a la especie S. aureus (107).

Durante el crecimiento exponencial de los estafilococos, la produccion de
coagulasa es regulada negativamente por el gen agr, por su parte, el gen coa
codifica especificamente para la sintesis de la coagulasa extracelular, pero

dicha transcripcion se ve afectada por el Joci sae (39,54).




Ei papel de Ia coagulasa en Ia patogénesis estafilocéccica parece
relacionarse con ia formacion de redes de fibrina que protegen a la bacteria

de los diferentes mecanismos de defensa del hospedero (33).

Sin embargo, los haliazgos experimentales sugieren que ia coagulasa puede
resuitar mas importante en ciertos tipos de infecciéon; por ejemplo, ia
inactivacion del gen coa no afecta la virulencia de los estafilococos para

provocar infecciones subcutdneas, mamarias o endocarditis (101).

Finaimente, también se ha observado que las mutantes coagulasa negativa
son menos virulentas que ta cepa original, cuando son utilizados en modelos

murinos de neumonia estafiloc6ccica (92).

ii. Estafiloquinasa

La estafiloquinasa (Sak) corresponde a un potente activador del
plasminégeno, el precursor de |a proteasa llamada plasmina, la cual actua

como agente trombolitico (47).

La Sak, como tal, no es una enzima, pero forma un complejo estequiométrico
1:1 con la plasmina que si presenta una gran actividad plasmindégena.
Ademas, se une al plasminégeno, pero el complejo resuitante es inactivo,

aunque puede ser convertido a Sak-plasmina para adquirir actividad.
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Durante el proceso de formacion del complejo activo, los 10 residuos de
amino#fcidos N-terminales de la Sak son eliminados hasta exponer a la Lys
11; asi mismo, la delecion de este ultimo y su secuencial sustitucion por Cys

suprime la actividad de la moiécula (33).

La Sak es capaz de inducir la trombdélisis sin provocar la activacion sistémica
dei plasminégeno, lo cual disminuye el riesgo de que se generen sangrados
severos. Ello se debe a que, al entrar a la circulacion el complejo Sak-
plasmina, es inhibido rapidamente por la a-antiplasmina; por otra parte, el
complejo que alin se encuentra unido a fibrina es menos susceptible de ser

identificado por dicho inhibidor (33).

La Sak puede generar la recanalizacidén de las arterias ocluidas en'més detl
80% de los pacientes con infarto al miocardio. Sin embargo muchos de eatos
desarrolian altos titulos de IgG neutralizante (IgG) 2 semanas después de

que aquélla es administrada (22).

La estafiloquinasa es producida por cepas lisogénicas de S. aureus que
contienen tres grupos diferentes de fagos y, por lo tanto, cuentan con el gen
correspondiente. Por ejemplo, algunos serotipos de fagos B provocan dicha

conversion lisogénica (33).




La Sak pertenece a un grupo de proteinas extracelulares reguiadas
positivamente por el gen agr, el cual —por cierto- controla negativamente a la
coagulasa. En tal sentido, es posibie que uno de |os papeles de la Sak en las
infecciones estafilocOccicas consista en facilitar la liberacion y diseminacion
de ia bacteria atrapada en los coagulos de fibrina o en abscesos rodeados

por esta proteina (50).

ili. Catalasa

El peroxido de hidrégeno, producido por todas las cepas de estafilococos es
convertido en agua y oxigeno, merced a la accién de la catalasa; ademas,
dentro de las células fagocitarias, esta enzima inactiva a los radicales libres

téxicos formados por el sistema de l1a mieloperoxidasa (53).

En tal sentido, se acepta que la catalasa contribuye a contrarrestar los

mecanismos de defensa del hospedero (60).

iv. Hialuronidasa

Esta enzima hidroliza al acido hialurénico del tejido conectivo del hospedero,
facilitando la diseminacién de S. aureus. El &cido hislur6nico es un
polisacarido lineal compuesto por unidades repetidas de #&cido D-glucurénico

(1-B-3)N-acetil-D-glucosamina (B 1-4), el cual forma parte de la matriz
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extracelular de los vertebrados; por tal razén, las enzimas B-cterianl-
capaces de hidrolizario figuran como factores implicados en la patogénesis

(33).

Las hialuronidasas de origen bacteriano, incluida la de S. aureus, son
conocidas como hialuronato liasas, ya que degradan al acido hialurénico por
medio de un mecanismo de B-eliminacién que reditua disacaridos con

residuos de glucuronisii que presentan eniaces dobles (50).

La actividad de la hialuronato liasa es inhibida por agentes reactivos hacia ol
grupo tiol; por ello, resuita fundamental ia presencia de dos residuos de

cistefna en {a enzima estafilocdccica (33).

Contrario a io que sucede con otras enzimas extracelulares de S. aureus, la
hialuronato liasa sdlo es producida durante la fase exponencial del

crecimiento y, por io tanto, no es regulada por el gen agr (33).

v. Fosfatasa

La fosfatasa actua desfosforilando a la tirosina, impactando en toda una serie

de funciones biol6gicas: ia transduccién de sefiales, el contro! del crecimiento
y el metabolismo, etc. En Streptomyces coelicolor, |la desfosforilacién esté

involucrada en Ia produccion de pigmento; en Escherichia cooli,
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Streptococcus pneumoniae y Sinorhizobium meliloti, influye en el

transporte y ia biosintesis de exopolisac#ridos (98).

En el caso de S. aureus, la desfosforilacién de tirosina aGn no ha sido bien
definida; sin embargo; recientemente se caracterizaron dos fosfotirosin
fosfatasas, denominadas PtpA y PtpB, que aparentemente interactuan con
los exopolisacaridos, participando en los procesos de adherencia y en la

resistencia a la defensa del hospedero, procesos que alun se encuentran en

- estudio (98).

vi. Proteasas

La mayor parte de las cepas de S. aureus presentan actividad proteolitica en

e! medio extracelular, habiéndose detectado tres tipos de enzimas con dicha

caracteristica: las serin-, metalo- y tiol (cistein)-prc respectivamente
9. '
En general, las prot extracelulares bacterianas son consideradas

enzimas digestivas que ie proveen de nutrientes de bajo peso molecular al

microorganismo que las produce (33).

7 Como 1a protediisis ha sido g por métodos que No discriminan entre
loednferunesﬁpo.deenzim. audlﬁrlbudénml-eop.dos.umsmmu

conocida.
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Sin embargo, la serin-proteasa de S. aureus, también ilamada proteasa V8,

puede anclarse a las cadenas p d de todas las cilases de

inmunogiobulinas humanas, afectando a Jlas defensas del hospedero;
ademas, inactiva a la proteasa a,, principal inhibidor humano de |a elastasa
y liberada por los neutréfilos durante la fagocitosis. Las 2 cepas en las que se

ha detectado a la enzima son la V8 y la ATCC 12600 (33).

La actividad no controlada de la elastasa puede contribuir al dafio tisular, asi
como a la degradacion de proteinas involucradas en la defensa del
hospedero. Por su parte, la proteasa V8 es inhibida por la a; .
macroglobulina, otra proteasa inhibitoria iocalizada en el plasma humano

(33).

Por ultimo, la proteasa V8 juega un papel importante en la transicion
bacteriana, desde el fenotipo adherente hacia uno no adherente, debido a la
rapida degradacién de las protefnas estafilococcicas que se unen a la

fibronectina y a la de otras proteinas superficiales (33,63).

Por lo que se refiere al papel patogénico de las tiol y metalo-proteasas, aquél

no se ha logrado definir y ain se encuentra bajo investigacion (31,33).




vii. Lipasas

Los estafilococos producen varias enzimas que hidrolizan compuestos
lipidicos, a !las que colectivamente se les conooé como lipasas. Estas son
activas sobre varios sustratos, incluyendo al plasma, las grasas y los aceites
que se acumulan en el organismo del hospedero, lo que contribuye a la
supervivencia del microorganismo, sobre todo cuando éste coloniza areas
sebaceas; de hecho, la produccion de lipasas resuita esencial cuando la

especie invade los tejidos cutAneo y subcutaneo del humano.

Entre las funciones de las lipasas destaca su incuestionable participacion en
la nutricion del microorganismo, aunque también se les reconoce un

importante papel antileucocitario.

Evidentemente, la liberacién de los dcidos grasos es uno de los resultados de
la actividad de ias lipasas; en este sentido, los Acidos grasos de cadena larga
son bactericidas e interfieren en ia patogenicidad. Sin embargo, estas
moléculas son detoxificadas secuencialmente por otra enzima estafilococcica:
EMAG (enzima modificadora de acidos grasos); esta clase de observaciones

ha tenido lugar en modelos murinos y ha permitido comprobar la correlacion

existente entre la patogenicidad de las cepas y la producciéon de EMAG (68).




La EMAG esterifica eficazmente a ios acidos grasos saturados de 15 a 19
Atomos de carbono, su pH 6ptimo es de 5.5 a 6.0, su temperatura 6ptima se
acerca a los 40°C y su actividad puede ser inhibida por diglicéridos y

triglicéridos insaturados (33).

Cabe sefialar que los abscesos estafilocéccicos contienen &écidos grasos
libres de cadena iarga y algunos otros lipidos neutros, por o que la
participacion de la EMAG resuita indispensable en la patogenia de las
piodermitis, ya que esterifica a ambos compuestos formando colesterof (33,

57).

En otro orden de ideas, S. aureus produce dos diferentes fosfolipasas C:
una actia como esfingomielinasa hemolitica (la B-hemolisina) y, la otra,

corresponde a una fosfolipasa C-fosfatidilinositol especifica (PI-PLC) (33).

La PI-PLC fue identificada desde hace 35 afios en S. aureus, pero no se le
habia demostrado citotoxicidad alguna, por lo que habia permmanecido

inadvertida como factor de virulencia (33).

Sin embargo, actualimente no existen dudas acerca de su capacidad para
degradar fosfolipidos de inositol asociados a la membrana de la céiula
hospedera, lo que impide que ésta concrete algunas de sus funciones

dependientes de la transduccion de sefiales (33).




La produccién de PI-PLC esta en funcién inversa a la edad de las cepas; por
ejemplo, la prolongada congelacion de los cultivos clinicos frescos se traduce

en disminucién de la sintesis de esta fosfolipasa (26).

viii. Nucleasa

La nucleasa es una fosfodiesterasa detectable sobre la superficie celuiar de
S. aureus o en el medio que circunda al microorganismo; se trata de una
proteina globular compacta que posee propiedades endo y exonucleoliticas,

por lo que hidroliza eficazmente a las moléculas de DNA y RNA (33).

La nucleasa termoestable TNasa, también denominada nucleasa
estafilocéccica (Snasa) o nucieasa A, es producida por todas las cepas de S.
aureus en la fase temprana del crecimiento; por ello, representa otro criterio
de diagndstico para esta especie , siempre que la prueba correspondiente
incluya el calentamiento de la cepa a 65°C, ya que si bien se desnaturaliza

bajo tales condiciones, los cambios implicados se revierten rapidamente

(33,50).

La Tnasa hidroliza al DNA y al RNA, actuando sobre la posicion 5’ de los

enlaces fosfodiéster, mediante un mecanismo dependiente de calcio (33).
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E) gen de la nucleasa (nuc) codifica para una proteina de 228 aminoi#cidos,
propéptido que funge como un activador especifico de Ia secrecion de

nucleasa (33).

ix. f-lactamasas

Estas enzimas inactivan a los antibi6ticos tales como Jla penicilina y la
cefalosporina escindiendo a su anillo B-lactamico. La interaccion -
lactamasa-antibi6tico es dependiente del tiempo, lo que implica la destruccién

de una parte de la poblacion bacteriana (13).

Al parecer, existen tres tipos de B-lactamasas en S. aureus, diferenciables
por caracterizacion inmunolégica (4,16). Todas ellas suelen ser inducibles y,
ocasionaimente, constitutivas, residentes en plasmidos que acarrean otros
genes que proporcionan resistencia a metales pesados, a eritromicina y otros
antibidticos; su papel fisiolégico en ausencia de antibiéticos B-lactdamicos aun

es desconocido (13,60,121).

Dependiendo del antibiético sobre el que actiuan, estas enzimas reciben
alguna otra denominacién; por ejemplo, la penicilinasa ejerce su accion
contra la penicilina. Por otra parte, las cepas resistentes sueien aparecer
después de la terapéutica cormrespondiente, lo que refuerza las afirmaciones

sobre su caracter inducible; sin embargo, es posible encontrar cepas




productoras de penicilinasa en ausencia de penicilina, o cual sugiere que
recientements dichas clonas estuvieron en contacto con Penicillium notatum

on la naturaleza (13,60,121).

Un problema muy importante a nivel clinico y epidemiolégico, lo constituyen
las cepas resistentes a la meticilina (MRSA), cuya tolerancia no se debe a la

produccién de B-lactamasas (27).

Entre los antibidticos B-lactAmicos resistentes a la accién de las B-

py e.

lactar C an la meticilina, nafcilina, oxacilina, cloxacilina y

i

dicloxacilina; las cefalosporinas muestran estabilidad vari

dependiendo de sus respectivas estructuras (60).

3. Antigenos de superficie

i. Proteinas

En su medio ambiente, Staphylococcus aureus utiliza proteinas de
superficie indispensables en su adherencia, en la estabilidad estructural, en
la importacion de nutrientes y en la salida de los diferentes productos
celulares de desecho; ademas, ese tipo de moléculas son capaces de
detectar algunos de los cambios ambientales que generan Ia transduccién de

sefiales asociadas a la adaptacion microbiana. De hecho, diversas proteinas
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destinadas a ser secretadas por la bacteria podrian actuar temporaimente

como “sensores del medio ambiente” (33).

No obstante, los estudios realizados sobre las proteinas de superficie de S.
aureus se han enfocado principaimente al andlisis de aquéllas que meadian ia
adherencia bacteriana a varios componentes de las matrices extracelulares

del hospedero (33).

Los miembros de l|la subfamilia de adhesinas que reconocen matrices
extracelulares se han denominado MSCRAMMs (por microbial surface
components recognizing adhesive matnix molecules) y se encuentran

ancladas a la pared celular bacteriana (81).

Dichas proteinas incluyen a la proteina A y a otras diversas adhesinas que se
caracterizan por su capacidad de unién al colageno, fibronectina y
fibrinbgeno; por tal motivo, sus nombres individuales son CNA, FnbpA,

FnbpB, CIfA, CIfB y Sdr (52,71,82).

ftos mecanismos involucrados en la secresion y anclaje de las proteinas
asociadas a la pared celular aun no estén completamente definidos; sin
embargo, muchas de ellas exhiben al motif LPXTG. reconocido por una
enzima denominada sortasa, la cual cataliza el anclasje de aquélias al

peptidoglucano. (33,79,106)




Proteina A

La proteina A (SpA) es considerada como un antigeno especifico de S.
aureus; de hecho, fue Ila primera proteina estafilocéccica unida a
peptidogiucano que se logré caracterizar y su principal funcién es la de

adsorber a ia region Fc de las IgGs producidas por mamiferos.

Durante ia proliferacion bacteriana se libera al medio |a tercera parte de la

proteina A sintetizada por el microorganismo (33,50).

Dicha proteina manifiesta tres mecanismos asociados a su papel como factor
de virulencia: primero, la forma “libre” reacciona con el Fc de las igG del
suero humano, produciendo agregados que consumen el complemento;
segundo, ambas formas (la “libre” y la "ligada” se unen a la porcion Fc de los
anticuerpos antiestafilocéccicos, impidiendo la interaccién de ios Fab con ia
superficie bacteriana y, por ende, la opsonizacion; y tercero, la forma “ligada”
se une al fragmento Fc de cualquier molécula de IgG en su vecindad,

recubriendo a la céluia bacteriana con proteinas del hospedero (33).

La proteina A consta de una sola cadena polipeptidica de 42kDa, con 4
dominios extracelulares y uno anciado a |la pared celular. Ademas de interferir

jla opsonizacitn de ia bacteria, es anticomplementaria, quimiotictica y es
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capaz de generar reacciones de hipersensibilidad y de lesionar las plaquetas

(33,50).

Recientemente, se ha observado que la SpA también puede mediar la
adherencia de |a bacteria al factor von Willebrand —otra importante proteina
que funge como matriz extracelular—, aun en condiciones hemostaticas, lo

que sugiere un papel adicional en el proceso de infeccion.

MSCRAMMs que se unen a fibronectina, colagena y fibrinégeno

FnbpA y FnbpB

La fibronectina se asocia a la matriz extracelular de numerosos tejidos y, mas
especificamente, de las células epiteliales, endoteliales, fibroblastos,
teucocitos y numerosos fluidos corporales; de hecho, al ser implantado algun
objeto extrano en el organismo humano (catéteres u otros biomateriales),
aqueél suele recubrirse por fibronectina y fibrinégeno, o que origina la

posterior incorporaciéon de la bacteria al material envolvente (33,95).

El primer reporte sobre la unién de S. aureus a la fibronectina aparecio en
1978 y bhacia referencia al hecho de que dos proteinas estafilococcicas

similares: FnbpA y FnbpB, fungian como los “ligandos” cormespondientes; en




otras palabras, las Fnbps median la adherencia bacteriana a los sustratos del

hospedero que contienen fibronectina (33).

Sin embargo, posteriormente se comprobé que dichas Fnbps también son
capaces de unirse a otras matrices tales como la laminina, vitronectina,
colageno, elastina y fibrindgeno, lo que promueve intensamente el tropismo,
la colonizacion y la invasiéon bacterianas, e inclusive, la propia ingestiéon del
microorganismo por parte de las células del hospedero. Esta clase de
mecanismos fue demostrado inicialmente entre la fibronectina y los
estreptococos, pero después se reprodujo en S. aureus, cuya FnbpA se

adhiere a la integrina a5 Bt (33,66,95).

CNA

Algunas cepas de S. aureus expresan un MSCRAMM, llamado CNA, que se
une a la colagena, por lo que resulta suficiente y necesario para que la
bacteria se una a los cartilagos y a otros diversos tejidos que presentan dicho

receptor (103).

Recientemente, un ensayo basado en la utilizacién de ratones con
infecciones muasculo-esqueléticas provocadas por ia cepa RN6390 de S.
aureus, se demostr6 que los genes estafilococcicos sarA y agr regulan

negativamente al gen cna que codifica para la adhesina y que, ademas, las

so




mutaciones en los 2 primeroe son frecuentas en las clonas bicten’-nas
asociadas a enfermedades humanas tales como Ia artritis séptica,

osteomielitis y endocarditis (11,80).

Por otra parte, una CNA recombinante parece ser eficaz para elaborar sueros
que protegen a los ratones contra la septicemia estafilocéccica; dicho efecto
mediado por inmunoglobulinas preparadas en ratas, se b‘asa en la previa
inmunizacion pasiva del organismo “blanco” y podria representar una opciéon

preventiva contra las infecciones ocasionadas por S. aureus (74).

CHA y CHB

Las células de S. aureus se aglutinan en presencia de plasma sanguineo,
debido a que aquélias se adsorben al fibrin6geno contenido en el segundo; a
tal respecto, dos MSCRAMMs estafilocdéccicos: CHA y CIfB, fungen como

“ligandos” que interactuan con dicha proteina plasmatica (33).

E! CIfA y CIfB promueven la adherencia bacteriana a los biomateriales
implantados en el organismo del hospedero, en tiempos relativamente cortos

de4a6h (71,109).

La interaccién del CHA con el fibrinégeno o las integrinas allbf3 de las

plaquetas exhibe caracteristicas similares, ya que ambas proteinas




receptoras presentan el mismo sitio de unién y ila adherencia es dependiente
de Ca®’. De hecho, un CIfA recombinante genera la inhibicién del fibrin6geno

plaquetario y puede ser utilizado como agente antitrombético (62,76).

Proteinas Sdr

En épocas recientes, diversos experimentos con Southern blot demostraron
que S. aureus contiene tres genes adicionales que codifican para las
proteinas SdrC, SdrD y SdrE, cuya denominacién es secuencial a la del CIfA

y CIfB (conocidas anteriormente como SdrA y SdrB, respectivamente) (33).

La organizacion estructural de las proteinas Sdr es similar a la del CHA y
CHB, e inclusive, las primeras también reconocen al fibrindgeno, actuando de

manera parecida al CifA y CIfB (72).

Map (proteinas anslogas at MHC-H)

La adiciéon de LiCl 1M a las células estafilocéccicas provoca ta extraccion de
proteinas superficiales capaces de interaccionar con una gran variedad de
proteinas y péptidos del hospedero, incluidas numerosas matrices
extracelulares; dichas proteinas bacterianas reciben el nombre de Map y su

adhesion a las molécuias “blanco” implican eniaces no-covalentes (33).
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Dicho mecanismo representa otra alternativa para |a adherencia
estafilocéccica a las céiulas del hospedero, a través de proteinas bacterianas
de superficie que establecen enlaces no covalentes con diversas moléculas

receptoras (33).

Sideréforos

Ineludiblemente, la gran capacidad de S. aureus para colonizar los tejidos y
proliferar in vivo, se ve limitada por la disponibilidad de hierro, un elemento
esencia! para la supervivencia y virulencia bacterianas; de hecho, cuando el
individuo infectado padece de hipoferremia, los estafilococos detienen su

reproduccion y son erradicados rapidamente por el sistema inmune (42,93).

En los tejidos humanos se estima que este metal se encuentra en
concentraciones aproximadas de 10?2 yM, en su gran mayoria ligado a
proteinas hospederas tales como lactoferrina, transferrina y ferritina. Bajo
tales condiciones, s obvio que S. aureus y otras numerosas bacterias han
debido desarrollar ios mecanismos necesarios para procurarse el hierro que

requieren (42,46).

. Una de las estrategias implicadas consiste en la elaboracion de agentes
quelantes de bajo pesc molecular, libres y/o ligados a la superficie del

microorganismo, a los que colectivamente se les denomina sideréforos.
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Iniciaimente, fueron detectados dos de ellos en S. hyicus, las estafiloferrinas

A y B; posteriormente se les sumo a ellas ia aureoquelina de S. aureus (42).

La procuraciéon bacteriana de hiefro incluye a uno o mas de los siguientes

mecanismos (46):

v La expresion de receptores superficiales para lactoferrina, transferrina
o ferritina; una vez que éstas se adsorben a la superficie bacteriana,
los siderdforos situados en la pared celular compiten con aquéllas por

el metal, arrebatédndoselo con base en su mayor afinidad.

v La importaciéon directa de Fe |l libre, via proteinas receptoras de

membrana, entre las que destaca la FeoB.

v lLa secrecibn de sider6foros libres de alta afinidad por el Fe i
(sideréforos), los cuales se unen avidamente al metal y son
recuperados por la bacteria mediante receptores especificos de

superficie.

ii. Otras sustancias estructurales no proteicas

Capsula. La capsula de S. aureus commesponde a un importants factor de

virulencia que enmascara el C3b depositado en la pared celular de la
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bacteria, evitando el reconocimiento de esta molécula, tanto por parte de los
receptores presentes en las células fagocitarias, como por ia proteina B que
forma parte del sistema del complemento; de hecho, las cepas que contienen
al /oci cap1 (que codifica para la cépsula tipo 1) son mas resistentes a la

fagocitosis (55,58,83,102).

Estudios realizados en ratones inmunizados con capsulas de los tipos Sy 8
(acopladas a proteinas para incrementar su inmunogenicidad) han mostrado
que el inmunégeno proporciona cierta proteccion a las dosis letales de S.
aureus administradas intraperitoneaimente. En tal contexto, también se ha
observado que los humanos clinicamente sanos suelen presentar
anticuerpos séricos dirigidos contra las capsulas estafilococcicas 5 y 8, en

niveles menores a 10pg/mL (25).

Por tal motivo, se ha elaborado una vacuna conjugada constituida por ambos
elementos polisacaridicos, la cual se estd evaluando como posible
herramienta para prevenir la bacteremia humana causada por los

estafilococos (25,56) .

Una evidencia directa de que ia caépsula de S. aureus representa un
importante factor de patogenicidad, alude al hecho de que las cepas
productoras del tipo 5 resuitan mas frecuentes y virulentas en relacién con la

artritis humana; ademas, en los animales inoculados con mutantes
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estafilocéccicas no capsuladas de S. aureus, 108 macréfagos evidencian una
gran eficacia para ingerir y destruir al agente invasor en presencia de ias

proteinas del complemento (73).

Acidos teicoicos. El 4cido ribitol-teicoico esté considerado como uno de los
principales determinantes antigénicos de S. aureus; dicho componente de la
pared celular se asocia al peptidoglucano y a los lipidos de la membrana
celular, y puede eliminarse de la superﬁéie bacteriana mediante la accién de

enzimas liticas tales como la muramilamidasa (50,60).

En el humano, dicho polisacarido puede provocar reacciones de
hipersensibilidad cutanea de tipo inmediato y, durante las enfermedades
estafilococcicas tales como endocarditis o bacteremia, los anticuerpos

séricos homélogos sueien encontrarse elevados (50).

Ademas, adsorbe a varios componentes del sistema de! complemento, pero
Nno a su totalidad, por lo que protege a la bacteria previniendo la formaciéon

del MAC y de los elementos que participan en la opsonizacion (50,60).

Finalmente, los acidos teicoicos también desempefian un papel importante en
la adherencia de las bacterias Gram positivas, incluida S. aureus, a las

superficies mucosas (33).




Peptidoglicano. El peptidoglicano desempena un papel biol6gico importante
a través de las siguientes acciones: induce la produccion de IL-1 y de
anticuerpos opsonizantes, atrae quimicamente a fos PMNs, presenta una
actividad parecida a las endotoxinas, puede geherar el fenbmeno de

Shwartzman y activa el complemento (27,47).

Sin embargo, las pruebas tendientes a la deteccién de anticuerpos dirigidos
contra €l han arrojado resultados confusos, debido a una considerable
superposiciéon entre los titulos observados en los individuos afectados por S.
aureus infectados y los que no lo estan; dicho fentmeno quiza tenga su
origen en el amplio espectro de infecciones y enfermedades producidas por
el microorganismo, en la gran variacion de la susceptibilidad de los distintos
individuos hacia un mismo agente causal, en la posibitidad de que concurran

otras infecciones y en la inmunocompetencia de cada hospedero (53).

El peptidoglicano genera respuestas humorales y celulares en casi todos los
portadores sanos y, al igual que con los acidos teicoicos, los niveles séricos
de IgG se elevan relativamente al ocurrir septicemias estafilocoOccicas.
Debido a su gran capacidad para adsorber opsoninas, las altas
concentraciones de anticuerpos homélogos pueden provocar trastornos por

inmunocomplejos en algunos pacientes (50).




Las PBPs (proteinas de uniéon a la penicilina), una serie de enzimas que

catalizan las reacciones terminal en la biosintesis y el ensamblaje del

peptidoglucano, se encuentran asociadas a este ultimo y también fungen
como receptores de numerosos antibidticos que impiden la sintesis de la

pared celular de diversas bacterias Gram positivas (41,88).

Recientemente se determiné el numero absoluto de PBPs en dos cepas de S.
aureus: la RN4220 (sensible a meticilina) y la RN450M (resistente a
meticilina), encontrandose que la cantidad de dichas proteinas fluctian entre
150 y 825 PBPs/célula estafilococcica, dicho hallazgo representa la primera
determinacién directa del numero absoluto de PBPs en esta especie

bacteriana (86).

Polisacérido A. La produccién de exopolisacaridos en algunas cepas de
estafilococos se puede considerar como un factor critico en la colonizacion

Py

estafilocdccica de es intravasculares y de protesis valvuiares

implantadas (27, 47).

La elaboraciéon de glicocdlices bacterianos se traduce en la formaciéon de
colonias adherentes rodeadas por una biopelicula que envueive a los
microorganismos, lo que estabiliza ia adherencia de éstos a la superficie de
las prétesis y los protege de los antibidticos y de las defensas naturales del

hospedero (47).
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En ese sentido, todas Ias cepas clinicas de S. aureus presentan al

polisacérido A que, como es sabido, es especifico de especie, se localiza en

ia pared celular y funge como responsable de la adherencia estafilococcica a

los biomateriales (70).

Factor de agregacion. El factor de agregacién, también conocido como
coagulasa ligada o unida, puede provocar el recubrimiento de la bacteria con
fibrina® -mediante una reaccién no enzimdtica-, haciéndola resistente a ia

opsonizacion y a la fagocitosis (53).

A través de dicho componente, ia mayor parte de las cepas no capsuladas de
S. aureus convierte al fibrinbgeno en fibrina sobre la superficie microbiana,
reaccion que origina la aglutinacidon estafilocéccica cuando las bacterias se

suspenden en plasma (70).

El factor agilutinante se encuentra casi exclusivaments en las clonas
productoras de coagulasa extracelular; pero las cepas capsuladas no se
agiutinan en plasma, debido posibiemente a que aquél esta recubierto por el

material capsular (50).

X3 ire ligado a ie superficie de S. y fija al fibrinég

* El factor de ag




4. Regulacién genética de loe factores de virulencia

i. Influencia del medio ambients

Durante la patogénesis, los estimuios ambientales desempefian un papel
importante en la expresiéon de los genes de virulencia. Por ejemplo, las
concentraciones subletales de antibittico, la presencia de surfactantes tales
como el monolaurato de glicerol (GML), la disminucién del pH o de |a tensién
de O, e inclusive, {a ausencia de aminodcidos esenciales, pueden llegar a
producir un definitivo efecto inhibitorio de la expresion de los genes

asociados a las exoproteinas de S. aureus (33,37,88).

En e! caso especifico del GML, éste influye bloqueando ia sintesis de
proteina A, hemolisina a, B -lactamasas y TSST-1, ya que bloquea ia
transduccién de las sefiales implicadas; evidentemente, a concentraciones
mayores de 200ug/mL, el mencionado agente quimico impide el crecimiento

bacteriano (88).

Otro factor ambiental que afecta de manera directa la sintesis de factores
estafilocéccicos de patogenicidad consiste en la modificacion de los
requerimientos nutricionales del microorganismo; en tal sentido, es claro que
la carencia de varios amino#écidos en {os tejidos colonizados se traduce en la

imposibilidad bacteriana de elaborar sus exotoxinas (33).




Asi mismo, cuando un aislamiento clinico se subcultiva en forma serial
durante varias semanas, es frecuente que aquél disminuya su capacidad

original para producir hemolisina a, SEC y proteina A (97).

il. Regulacién génica

Los estafilococos son capaces de adaptarse al menos a diferentes tipos de
medio ambiente; al menos, pueden vivir fuera de su hospedero (en forma
saprofita), como colonizadores externos o comensales e invadiendo érganos
internos de animales y humanos. Todo ello se debe a que el microorganismo
realiza una abrupta activacién e inactivacién de numerosos genes, en

respuesta a diversos estimulos ambientales (33).

Entre los genes necesarios para el establecimiento y la persistencia de un
proceso infectivo in vivo, destacan el agr, sar y sae, considerados como “de

reserva estandar” (33,120).

De hecho, hasta se ha postulado que existe una especificidad significativa
entre las diferentes cepas y las diversas patologias estafilococcicas, la cual
podria determinar la afinidad por cierto tejido, dependiendo de los genes

presentes (33).




Por ejemplo, ef gen agr es un gen accesorio que controla negativamente la
expresion de las proteinas de superficie durante la fase exponencial y, més
tarde, estimula la elaboracién de moléculas que aparecen en la etapa de

mortalidad (33,120).

La figura 1 muestra el programa de expresion /n vitro de los principales
factores de virulencia, relacionandolo con la curva de crecimiento bacteriano;
en dicha figura se puede observar que, al inicio de la fase exponencial, se
activan dos © mas sefales para la sintesis de proteina A, de proteinas de
unidén al fibrinégeno, de proteinas afines a fibronectina (FNBPA y FnBPB), de
coagulasa y de otras proteinas de superficie. Ya durante |a fase exponencial,
ocurre la acumulacion del péptido de autoinduccion que estimula la sintesis
de RNAIIl y regula negativamente ia sintesis de las proteinas de superficie;
en tal contexto, el RNAINl induce la produccién de S-hemolisina (que es
secretada hasta después de que ha transcurrido 1 h). Finaimente, al entrar en
la fase postexponencial, la propia RNA 1il combina la regulacién positiva de la
transcripcion de hemolisinas, exotoxinas, superantigenos y otras proteinas

(29.33).

iii. Sistema agr

El! Agr es un Jocus complejo, polimé6rfico y funcional, que consiste de dos

unidades de transcripcion divergentes, conocidas como P2 y P3. La P2 suele
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ser silenciosa in vitro aunque, en las endocarditis experimentales, puede ser
activado selectivamente; ademas, incluye cuatro genes conocidos como agr
A, B, C y D, los cuales se requieren para que tenga lugar la activaciéon

transcripcional del sistema agr (15,17,61).

TIEMPO i

Figura 1. Expresion in vitro de los factores de virulencia de S. aureus.

CLAVES:

1. Curva de crecimiento bacteriano; 2. transcripcion de ios genes coa, spa, fnbp y
los asociados a otras adhesinas; 3. péptido de autoinduccion; 4. curva de RNA Ili;
5. 5-hemolisina; 6. transcripcion de genes para hia y otras exoproteinas; 7. inicio de
la activacion de sae y agr A en |la fase exponencial temprana; 8. regulacién positiva
de RNA ill; 9. transferencia de S-hemolisina; 10. tiempo de sefializacion en la fase

postexponencial.
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La funcion primaria de esta unidad con cuatro genes, asistidos por un
segundo producto regulatorio conocido como SarA, es la de ejercer el control

transcripcional de los genes de virulencia "blanco” (16,17,33).

La AgrA es una proteina citoplasmica que activa a los dos principales
promotores de agr (P2 y P3) y recientemente se ha observado que también
participa en la transcripcién del gen coa y de los asociados a otras adhesinas

(14,32,33,54).

La AgrB es una proteina transmembranal que determina la especificidad del
proceso y, ademas, regula la secrecion de un péptido de autoinduccion (AIP);
presenta una estructura en forma de anillo que es importante para su
actividad biolégica (32,33).

La AgrC funge como receptora de una sefial de transduccion y, al igual que ia
AgrA, es codificada por el RNA |l y activada por AIP; por ultimo, el gen agrD
codifica para el precursor de AIP (32,33).

En general, los estudios sobre el DNA de S. aureus y la expresion de! gen
agr se han concretado durante el crecimiento estafilococcico en el suero de
conejos inmunes y no inmunes, a los cuales adicionalmente se les inocula
SEB por via subcuténea. De esta manera, se ha logrado encontrar que la
activacion del loci agr no necesariamente esta relacionada con el desarrollo

de alguna enfermedad como el SST , en cambio, ol medio ambiente si
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puede anular su actividad e incrementar al mismo tiempo la expresion de
otros genes de virulencia secretados por S. aureus como el gen SarU® que
regula la expresion del RNAIIl que como ya se mencioné es importante para

la expresiéon de diversos factores de virulencia (16,33,45,61,97,120).

° Cabe sefialar que, ademéseﬂegeneommla-hldyaomn a ci
prmelnasdam

74




. INMUNIDAD A Staphypylococcus aureus

Si bien los estafilococos son miembros asiduos de ia filora habitual en el
humano, también provocan una amplia variedad de infecciones invasivas en

huesos, sangre, endocardio, heridas diversas y prétesis (119).

Es decir que, cuando se rompe la continuidad de piel y mucosas, aumenta
enormemente la posibilidad de que estos microorganismos se manifiesten
como patdgenos, lo que confirma la importancia de esas barreras periféricas

en el mantenimiento de una relacién asintomatica hospedero-bacteria (33).

La patogénesis asociada a las infecciones estafilocdccicas clasicas es muy
compleja e implica numerosos fendémenos asociados a ia colonizacion
microbiana de los compartimientos tisulares, destacando la adherencia a las
matrices extracelulares (mediada por los MSCRAMMS), la atraccion de PMNs
por medio de factores quimiotdcticos, la destruccidn de estos y otros
elementos celuiares por toxinas que actaan locaiments, ia activacion de Ia
coagulacion, ia degradacion de la matriz intercelular por proteasas y otras

exoenzimas, la hidrélisis del compliemento y de las inmunogiobulinas, e




inciusive, en algunas situaciones, la invasion de célulaa endoteliales, seguida

por la induccion del proceso apoptético en ellas (33).

Todo lo anterior da lugar a una severa respuesta inflamatoria que incluye la

produccién de citocinas y otros diversos mediadores proinflamatorios (33).

Cabe recordar que este tipo de respuestas inflamatorias locales originan la
formacién de abscesos, consistentes de un saco de tejido necrético
semiliquido, con componentes tisulares, bacterias y PMNs destruidos,

rodeados por fibrina.

Sin embargo, cuando fa respuesta inmune innata es deficiente, ia bacteria
suele escapar de la lesién primaria y se disemina por via hematégena,

generando una sepsis incontrolable que conduce al shock (110).

La invasion tisular por S. aureus implica una serie de interacciones del
microorganismo con una variedad de estructuras y mecanismos del
hospedero; dichas interacciones dan lugar a los eventos conocidos como

adhesion, invasion, quimiotaxis, atraccién de PMNs y fagocitosis (33,60).




1. Adhesién

Sin lugar a dudas, uno de los pasos criticos de la infeccién asociada a S.
aureus consiste en la adhesién del microorganismo a las células eucariontes.
Si bien se ha observado que, en el caso de las mucosas nasales, el proceso
es estimulado por el acido teicoico microbiano y se potencia por acarreadores
crénicos, vacunaciones recientes o patologias debidas al virus A de la
influenza, en realidad, los trabajos mas fructiferos sobre adherencia
estafilocéccica se han realizado in vitro, infectando cultivos de células

endoteliales (33,60,104).

En tal contexto, se ha logrado determinar que la adhesion de S. aureus a las
células endoteliales depende de una interacciéon especifica adhesina-
receptor, en la que ambas moléculas participantes suelen ser de origen
proteico. Evidentemente, la expresién de diversos receptores puede verse
estimulada o modificada por diversos cambios microambientales, derivados
de la isquemia o de alguna herida; sin embargo, otros “"blancos”™ de las
adhesinas estafilocéccicas corresponden a proteinas del hospedero que
fungen como matrices extracelulares (fibrin6geno, fibronectina, laminina,
trombospondina, colagena, etc.), en cuyo caso éstas terminan fungiendo

como receptores indirectos en numerosos tejidos (33,60,110,119).




Por su parte, los “ligandos”™ bacterianos que reconocen a dichas matrices
extracelulares del hospedero son predominantemente las proteinas
MSCRAMMSs, aunque recién se detecté a la Efb (15.6 kDa), que forma
complejos con el fibrindgeno, asi como a la Eap (proteina de adherencia
extracelular, 60 kDa), la cual es capaz de unirse a 7 o m#as proteinas del
plasma, incluidas la fibronectina, la cadena a del fibrinbgeno y la protrombina

(33,79).

La adherencia de S. aureus a las células endoteliales humanas resuita
mayor durante la fase exponencial que en la estacionaria y se incrementa en
presencia de fibrinégeno, fibronectina. factor de necrosis tumoral alfa y otros
constituyentes sanguineos; en contraparte, la adiciobn de endotoxina e
interleucina 1 (IL-1) no tiene efecto alguno sobre el proceso, el cual inclusive
no ocurre en presencia de altas concentraciones de proteinas del

compiemento (8,24,53).

Por otra parte, las células endoteliales infectadas por S. aureus liegan a ser
mas adhesivas para monocitos y granulocitos: en ia fijJacién de estos ultimos
participan las integrinas endoteliales CD11/CD18, mientras que en ia de los
monocitos io hacen la CD11a/CD18 y la CD49d/CD29 (VLA-4) (33).

Sin embargo, es claro que los receptores antes mencionados se suman a

muchos otros que también se expresan en la superficie de las células
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endoteliales, tales como ia molécula de adhesién intercelular-1 (ICAM-1,
CD54), la molécula de adhesiéon celular vascular-1 (VCAM-1, CD1086), la
proteina del complejo principal de histocompatibilidad clase | (MHC-1), la
selectina-P (CD62P), |a selectina—-E (CD62E), la PECAM-1 (CD31) y la ICAM-
2 (CD102), todas las cuales resultan importantes para anciar a los leucocitos

circulantes y permitir que éstos efectuen su diapédesis (8).

Aunque en la expresion de estas ultimas moléculas son determinantes las
aminas vasoactivas y otros marcadores proinflamatorios, al parecer también
influye la previa activacion del complemento; por ejemplo, al unirse C1q a los
complejos Ag-Ac aumenta la exposicion de selectina-E, ICAM-1 y VCAM-1;

por su parte, C5a incrementa la de Selectina—P (8,24,104).

2. Invasion

Los estudios sobre adherencia estafiloc4ccica llevados a cabo en células
endoteliales han abierto otros diversos campos de gran interés en el campo
de la investigacion cientifica. En este sentido, es incuestionable que uno de
ellos incide en las observaciones de que S. aqureus, una bacteria
considerada como patégeno extracelular clasico, en realidad posee la
capacidad para ingresar a dichas células eucariontes y reproducirse, aunque
muy lentamente, para sobrevivir intracelularmente durante tiempos

prolongados (29,33,64).
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Es decir que, después de concretar su adherencia, ios estafilococos son
endocitados, permaneciendo en un fagosoma o vacuoia. De hecho, dicho
evento puede ser neutralizado por la citocalasina B, un tipico adonte inhibidor

de ia fagocitosis (60).

Ciertamente, lo anterior constituye un hecho sorprendente, pero cada vez
surgen mas reportes acerca de la penetracion de esta especie en las células
endoteliales, las que sin duda destacan por sus singulares, versitiles y

determinantes respuestas a las infecciones (33,60).

Asi, bajo condiciones de invasion, se ha comprobado que Ias céilulas
endoteliales expresan superficiaimente receptores Fc, moléculas de adhesiétn
y otros factores tisulares, ademas de liberar ciertas citocinas y de
experimentar una gran variedad de cambios estructurales (8,33,105,119).

En cuanto a los receptores Fc, éstos son expresados desde los primeros §
minutos que suceden a la incorporacion de los estafilococos, sin que las
células endoteliales requieran efectuar una nueva sintesis de proteinas, ya
que aquellas moléculas existen pre-ensambiadas en el citoso! y se descubren

al ocurrir la infeccién (119).




Por el contrario, |a liberacion de citocinas tiene lugar varias horas después,
hasta qQue las células infectadas elaboran esas proteinas. Ese mismo
fenémeno se reproduce como respuesta a la ingestion endotelial de bacterias

muertas por radiaciones UV, pero no al internalizar particulas de l&tex (119).

En concreto, la liberacion de IL-6 mensajera ocurre 3 h después de la
infeccion, la de IL-1 se observa hasta las 24 h (37) y la de IL-8 mensajera en
1 h (esta ultima atrae PMNs); en todo caso, la expresién de todas las

citocinas persiste durante un lapso de 72 h (119).

Cabe sefialar que, una vez que algunas de las células estafilococcicas son
ingeridas, las cepas productoras de hemolisina alfa s{ escapan de! fagosoma

correspondiente, induciendo la apoptosis de la célula hospedera (64).

Ademas, el proceso de internalizacién se ha logrado reproducir en otras
lineas celulares y en osteoblastos, obteniéndose resuitados similares: Ia
ingestion estafilocéccica en los osteoblastos ocurre merced a la participacion
de algunos componentes citoesqueléticos, entre los que destaca la actina, ia
cual funge como receptor y su unién a la bacteria termina por proporcionarie

cierta proteccién contra las defensas del hospedero y algunos antibiéticos

(33,48,113).

8x




Con respecto a los mecanismos responsabiles de ia ostedlisis, es posible que
aquélia se deba a la exportacién de proteinas superficiales, las cuales
podrian fungir como potentes estimuladores de la apoptosis. Si bien este tipo
de hallazgos obedecen exclusivamente a trabajos realizados i vitro, las
interesantes observaciones resultantes permiten plantear su factibilidad in

vivo (5.48,113,114).

i. Supervivencia intracelular de S. aureus

P to que el filococo dorado crece (aunque lentamente) dentro de las

células endoteliales, es claro que esta caracteristica le proporciona un medio
selecto de reproduccién que le protege de los mecanismos de defensa del

hospedero y de los efectos bactericidas de diversos antibidticos (110).

Evidentemente, esta clase de supervivencia intracelular es maés viable para
las cepas mutantes incapaces de producir hemolisina alfa (ya que las clonas
hemoliticas escapan del fagosoma y provocan la apoptosis de la célula
hospedera), las cuales hasta adaptan la vida intracelular como su reservorio
temporal, mientras se administran los antibi6ticos. Este tipo de estrategia
bacteriana podria explicar las recurrencias clinicas, e inclusive, la

reactivacion de alghnos de los factores de virulencia (6,110).
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3. Fagocitosis

i. Quimiotaxis

Una vez que S. aureus se adhiere e inicia su reproduccién
extracelularmente, parte de las células microbianas son ingeridas y
destruidas por los PMNs y la serie monocito-macréfago. En tal contexto, el
desplazamiento de dichos fagocitos profesionales hacia el sitio de
crecimiento bacteriano obedece a la elaboracién de sefiales quimioatrayentes

de origen microbiano y tisular (60,89).

En cuanto a la bacteria, los principales productos implicados son el
peptidoglucano, los éacidos teicoicos y la proteina A; por su parte, los del
hospedero incluyen al quimioatrayente CSa derivado del complemento y a

diversas citocinas (60).

De acuerdo con lo anterior, uno de los rasgos miés frecuentes de la invasién
estafilocoéccica consiste en los grandes infiltrados de PMNs que acuden a la

zona afectada (12,44,60).

Las deficiencias respecto a la movilizacion y funcion de los PMNs dan lugar
al incremento de infecciones ocasionadas por diversas bacterias
extracelulares, incluidos los estafilococos; otros factores predisponentes son

la artritis reumatoide y la diabetes mellitus (60,115).




il. Opesonizacién

La eficacia de la destrucciéon intrafagocitaria de los estafilococos se debe en
gran parte a la presencia de opsoninas tales como los anticuerpos IgG y los
fragmentos C3b d_erivados de Ila activacion del complemento; ambas
moléculas se adhieren estrechamente a la pared celular y a proteinas de

membrana externa (33,83).

El peptidogiucano es uno de los componentes estafilococcicos que
desencadena la opsonizacion por C3b. Por su lado, los &cidos teicoicos
inducen la produccién de anticuerpos IgG, los cuales pueden opsonizar o

activar la cascada del complemento.

Cabe sefialar que la proteina A estafilocdccica desempefia un doble papet
antifagocitario: a) reacciona con el Fc de las 1gG, mismas que recubren a ta
célula bacteriana; b) se une a la porcion Fc de los anticuerpos
antiestafilocéccicos, impidiendo la reacciéon de los Fab y, por tanto, 1a

opsonizacion.

Asi mismo, la capsula reduce la eficiencia de los anticuerpos y ia interacciéon
del complemento con fa pared celular, e inclusive, puede impedir la
fagocitosis, probablemente mediante un mecanismo de impedimento estérico.

Por el contrario, la libre adsorcién de C3b a la pared celular de las bacterias
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no capsuladas, promueve la activacion del complemento por medio de la via
alterna y facilita la opsonizacion, la cual también se basa en la existencia de

ios receptores CR3 y CR4 sobre la superficie de los fagocitos (60,104).

fil. Accién fagocitaria de los PMNs

La accidn de los PMNs en los tejidos extravasculares depende de su
migracién transendotelial hacia la regién en la que son requeridos, evento
que depende de concentraciones considerables de extractos bacterianos
solubles, quimiotoxinas del hospedero y otros diversos mediadores: dichos
productos provocan la activacién del endotelio, io que origina que {os
leucocitos disminuyan su velocidad de circulacién en ia sangre y se adsorban
a la superficie de las células endoteliales, antes de abandonar los vasos
sangulineos y dirigirse hacia el sitio en el que se encuentra e! invasor,

finalmente, engullen a este ultimo y lo destruyen en su interior (60).

Por otra parte, cuando el estafilococo invade e! canal hematégeno,
rapidamente es reconocido, ingerido y erradicado por ios PMNs y monocitos,
a menos de que ias monocapas endoteliales se encuentren incompletas y

poco irrigadas (8).

Los neutréfilos son los primeros PMNs que aparecen en los sitios de
infeccion; durante su respiracion oxidative producen péptidos antimicrobianos

cationicos denominados CAMPs y enzimas bacterioliticas que atacan la
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superficie bacteriana, provocando la fuga citoplasmitica y fallas en el

potencial de membrana (90).

En padecimientos tales como la enfermedad granulomatosa crénica (CGD),
en la que ios fagocitos del hospedero muestran alteraciones de la respiracion
oxidativa, el paciente suele experimentar infecciones recurrentes, de las
cuales el principal agente causal es S. aureus, secundado por S.

epidermidis (60).

Previo englobamiento del estafilococo, en los fagocitos profesionales
“saludables” se producen tos llamados ROIs (intermediarios reactivos del
oxigeno), entre los que destacan los iones superéxido (Oz) y peréxido (O;7);
éstos poseen una potente actividad bactericida (citotéxica) que se suma a la
de los radicales hidroxilo (OH) y 6xido nitrico (NO) y a la del acido
hipocioroso (HCI0), ias N-cloraminas y los peroxinitritos, degradando al DNA,

ias proteinas y los lipidos de los estafilococos (19,60).

En respuesta a dichos efectos téxicos de los fagocitos, los microorganismos
han desarroliado la capacidad de eiaborar superéxido dismutasas (SODs) y
catalasas; ias primeras pueden detoxificar al O;", transforméndolo en Hz0:y,

las segundas, convierten a este Jditimo en HO y O,.




Las SODs se subdividen segun el i6n metélico que funciona como su
cofactor, en SOD-Cu/Zn, SOD-Mn, SOD-Fe y SOD-Ni. Ademas, S. aureus
cuenta con dos enzimas: SODM y SODA, responsables de su viabilidad

cuando crecen bajo condiciones de estrés oxidativo (18,118).

Cabe mencionar que los grénulos de los PMNs también incluyen péptidos y
proteinas que destruyen directamente a los estafilococos: la fosfolipasa A2
[PLA2], las defensinas, las catelicidinas, la catepsina G y la mieloperoxidasa
(MPO), la uditima de las cuales es la Unica dependiente de oxigeno. Sin
embargo, todas las anteriores disminuyen su eficacia letal cuando el proceso
de fagocitosis no es acompafiado por una efectiva respiracion oxidativa

(33,115).

PLA2. Esta corresponde a la isoforma predominante en los grénulos de los
fagocitos y plaquetas humanos; es movilizada hacia los sitios de inflamacion
y. en concentraciones de 100 a 1000 ng/mL, ejerce una potente actividad
bactericida contra las bacterias Gram positivas, con basp en la hidrélisis de la
unién acil de los fosfolipidos, la cual reditia acidos grasos libres y

lisofosfolipidos (28,33).

La muerte bacteriana por ta PLA2 implica la insercion de esta molécula en la
pared celular, previa a la degradacion de fosfolipidos membranales v a la

activacién de autolisinas (35).




Los niveles mas elevados de Ila PLA2 se localizan en los fluidos inflamatorios
y. en menor grado, dentro de los fagocitos. Elio sugiere que su principal
actividad antibacteriana puede ocurrir en el ambiente extracelular; sin
embargo, una vez que se liga a las bacteria, continia ejerciendo su accion

aun cuando posteriormente éstas sean englobadas por algun fagocito (33).

Dentro del fagolisosoma, los efectos bacterioliticos de la PLA2 se potencian
en presencia de ciertas proteasas antimicrobiana; ademas, ello induce la
pronta liberacién de aquélla hacia el medio extracelular, incrementando su

actividad sobre el invasor (28,33).

Defensinas. Estas constituyen una abundante familia de péptidos catiénicos
cuya concentracién dentro de ilos gréanulos primarios de los PMNs y en
numerosas secreciones mucosas es extraordinariamente elevada. Son muy
citotéxicas, especialmente para las bacterias Gram positivas, hongos y

parasitos (33).

Dos subfamilias de péptidos catidnicos estrechamente relacionadas se han
denominado defensinas a y B y también se han detectado en los lisosomas
de los neutrdfilos, e inclusive, las a-defensinas se encuentran en las células

mieloides y las B-defensinas en los epitelios (33).




Los humanos presentan cuatro a-defensinas, conocidas como DNH
(defensinas de los neutréfilos humanos) 1, 2, 3 y 4 en los neutréfilos y dos
mas (DHN-S y DHN-6) eri las céluias intestinales de Paneth; por su parte, las
p-defensinas predominan en el higado, pancreas y, en menor proporcién, en
las células epiteliales. Adicionalmente, todas las antes citadas se encuentran
desempefiando su importante actividad bactericida en los fluidos puimonares

(33).

Las defensinas almacenadas en los granulos de los PMNs son vertidas hacia
los fagolisosomas para actuar sobre el microorganismo engiobado,
estableciendo interacciones electrostaticas con los lipidos aniénicos
microbianos, para proceder a formar poros multiméricos en la membrana
celular; por supuesto, sus efectos se suman a los de la PLA2, concretando

rapidamente la lisis del invasor ( 33).

4. Papel de ias pilaquetas en ia destruccién de las células de S.aureus

En algunos hospitales, los patégenos Gram positivos tales como S. aureus
son, por mucho, la causa mas frecuente de endocarditis, septicemia,
infecciones intravasculares e infecciones asociadas a la hemodidlisis. En
dichas patologias, la colonizacion estafilococcica se ubica frecuentements en
endotelios danados, a los que las plaquetas arriban en cantidades

abundantes (33).




De acuerdo con lo anterior, iniciaimente se pensaba que las plaquetas
promovian el desarrolio de infecciones endovasculares, proveyendo una
superficie adhesiva que inducia el anclaje de fos agentes causales; sin
embargo, recientemente se ha logrado determinar que, en realidad, su

participacion en los procesos sefialados es plenamente antimicrobiana (33).

De hecho, las plaquetas pueden internalizar bacterias, expresar en la
superficie moléculas similares a las que rodean a los neutréfilos (receptores
del complemento, receptores Fc y selectinas) y liberar algunos polipéptidos
antimicrobianos en los sitios con dafio endovascular (proteinas microbiocidas
plaquetarias [PMPs] y PLA2), a fin de destruir microorganismos y de estimuiar
la atraccién de las defensas del hospedero hacia los sitios con dafio

endovascular (33,115).

Estudios in vitro sobre los mecanismos estafilocéccicos que pueden
desencadenar la agregaciéon plaquetaria en conejos, han revelado Ia
ocurrencia de dos tipos de procesos: la fase 1 se caracteriza por una
agregacion plaqueta-estafilococos que nho requiere .de la activaciéon
plaquetaria ni de la viabilidad de! microorganismo. Por su parte, en la fase 2
si existe la necesidad de que la bacteria se encuentre viable y con las
proteinas de la pared celular intactas; ademaéas, a activacién plaquetaria y la

secrecion de ATP son muy evidentes y el desarrolio de la agregacién
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plaquetaria se puede retrasar cuando ias piaquetas son tratadas con
prostaglandina | 2 (7).

En todo caso, actuaimente suele aceptarse que buena parte de la actividad
bactericida del suero humano reside en numerosas moléculas liberadas por
las plaguetas durante la coagulacion, en tanto que, en Ias ratas y conejos,
dicha caracteristica sérica reside especificamente en la PLA2 plaquetaria

(33,115).

Cabe agregar que los niveles de PLA2 también suelen ser elevados en las
lagrimas, y que ia baja cantidad de microorganismos de la flora habitual en la

conjuntiva podria deberse a la accion bactericida de aquella proteina (87).

Por lo que se refiere a las PMPs, de estas proteinas plaquetarias ya se han
clasificado siete: cinco de ellas se pueden obtener mediante extraccion acida
a partir de los lavados de plaquetas (las PMPs 1 a la 5) y son activas a pH
#cido, mientras que las restantes dos (tPMP-1 y tPMP-2) son conocidas
como trombocidinas, se liberan al estimularse la trombina y su mayor

actividad se manifiesta a pH neutro (6,33).

Las siete PMPs son microbicidas para S. aureus en concentraciones
nanomolares: una corta interaccién de 5 a 15 minutos entre esta especie y la

tPMP-1, reditua la destruccidn progresiva de la membrana celular microbiana,

or




principal “blanco” de accién de la proteina, la cual también es capar de

originar la lisis de S. epidermidis, S. viridans y Candida sp (6,33).

Por aitimo, se ha comprobado que en presencia de hemolisina alfa
estafilocéccica, las plaquetas de conejo se lisan liberando PMP-1 y PMP-2
(6).




CONCLUSIONES

1.

S. aureus forma parte de la flora habitual del humano y al parecer, su
patogenicidad sélo se manifiesta cuando se interrumpe la continvidad de

la piel y las mucosas o se abate la inmunidad de los individuos.

Este microorganismo sigue representando uno de los principales agentes
de enfermedades infecciosas a nivel hospitalario debido a su elevada
virulencia, a su marcada resistencia hacia la mayoria de los antibitticos y
a que se disemina mas frecuentemente entre el personal médico que entre

ia poblacién comun.

S. aureus representa la causa mas comun de bacteremia en numerosos

nNnOsSoOcCoOmMios.

En nuestro pais y entre los pafses del mundo, la neumonia estafilocéccica
continda siendo un problema grave de salud publica, ya que se asocia a

elevadas tasas de mortalidad en ia poblacion infantil, principalmente entre

los estados del sur.




Sus numerosos factores de virulencia incluyen exotoxinas, enzimas y

antigenos de superficie.

Las exotoxinas se dividen en 2 categorias: 1) agentes antimembranales,
que abarcan 4 hemolisinas y diversas toxinas bicomponentes, las cuales
son leucotdxicas y hemoliticas; y 2) toxinas que fungen como

superantigenos, destacando las SEs, la TSST-1 y las ETs.

Al parecer, las SEs actian como neurotoxinas a nivet géstrico pero, en el
intestino, 1o hacen como superantigenos sin una importante participacién

sistémica.

Algunas enzimas estafilocOccicas contribuyen a que el microorganismo

Py

pueda evadir los mecanismos de defensa del hosp o (la coagul

estafiloquinasa, catatasa, nucleasa, etc.), otras favorecen su adherencia,
diseminacion y supervivencia (la fosfatasa, 1a hialuronidasa y las lipasas,
respectivamente) y, finaimente, las B-lactamasas, las VanA-H y algunas

otras neutralizan la accion de numerosos antibiéticos.

Entre los antigenos de superficie de S. aureus, destacan |a capsula, la
proteina A, el polisacarido A, el peptidoglicano, los #&cidos teicoicos, el
factor de agregacion y la familia de adhesinas constituida por diversas

MSCRAMMS: éstas promueven la adherencia estafilocéccica a varias

o4




10.

11.

12.

matricas extracelulares del hospedero (fibronectina, fibrindgeno,

.colagena y el factor von Willebrand) y, ios anteriores, neutralizan (a

acciéon de los mecanismos de defensa.

Los estafilococos se adaptan facilmente a diferentes nichos ecolégicos,
con base en la participacion de genes tales como el agr, el sary el sae; el
priemero de ellos también funge como el pricipal regulador de los

factores de patogenicidad de S. aureus.

Sorprende el hecho de que S. aureus, un clasico parasito extracelular,
pueda internalizarse, crecer y sobrevivir intracelularmente, tanto en
células endoteliales como en los osteblastos. Eilo se ha demostrado in
vitro, pero podria ocurrir in vivo durante las patologias que genera al

humano.

Si bien originaimente se pensaba que las plaquetas s6lo presentaban
una superficie adhesiva que favorecia ol anciaje de los estafilococos a
ellas, recientemente se ha logrado demostrar su clara participacion
antimicrobiana frente a dichas bacterias, a través de ia elaboracion de los

polipéptidos conocidos como PMPs y PLA2.
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