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1. RESUMEN

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positiva anaerobia facultativa cuya
morfologia microscopica es de cocos de 0.5-1 micrometro de diametro agrupados
en forma de racimo de uva, no es movil y no forma esporas. Fue descubierta en
1880 por Sir Alexander Ogston (Smith, 1982). Forma parte de la flora normal de la
piel, de la cavidad oral, de las fosas nasales y del tracto gastrointestinal (Todar K.
2016). Las toxinas mas importantes secretadas por S. aureus son: a) Hemolisinas
(a, B, Y, 0), b) Leucotoxinas, c) Toxina exfoliativa, d) Enterotoxinas. Es capaz de
causar una gran variedad de infecciones a los seres humanos. El tratamiento para
las personas con infecciones por S. agureus consiste en la administracion de
antibidticos, pero el aumento constante en la incidencia de cepas multirresistentes
a los antibidticos ha disminuido la eficacia de estos compuestos para combatir los
padecimientos causados por esta bacterias (Paniagua-Contreras et al., 2014a).

En esta tesina revisamos la bibliografia historica y mas reciente acerca de las

toxinas extracelulares producidas por S. aureus.



Toxinas de Staphylococcus aureus

2. INTRODUCCION

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positiva anaerobia facultativa cuya
morfologia microscopica es de cocos de 0.5-1 micrometro de diametro agrupados
en forma de racimo de uva, no es movil y no forma esporas. Fue descubierta en
1880 por Sir Alexander Ogston (Smith, 1982). Sus colonias de 1-3 mm son de color
amarillo brillante debido a que producen carotenoides y en agar sangre producen
hemolisis (Figura 1). Fermenta la glucosa formando acido lactico. También

fermenta el manitol, caracteristica que lo distingue del Staphylococcus epidermidis.

Forma parte de la flora normal de la piel, de la cavidad oral, de las fosas nasales y

del tracto gastrointestinal (Todar K. 2016).

Figura 1. Morfologia de S. aureus al microscopio dptico (A) y morfologia colonial en
S110 (B). (Fotografias: Paniagua-Contreras et al., 2016)



Es capaz de causar una gran variedad de infecciones a los seres humanos. Puede
producir abscesos leves en la piel (Singer et al, 2014), infecciones profundas,
intoxicacion alimentaria y bacteremia. El tratamiento para las personas con
infecciones por S. aureus consiste en la administracion de antibidticos, pero el
aumento constante en la incidencia de cepas multirresistentes a los antibidticos ha
disminuido la eficacia de estos compuestos para combatir los padecimientos

causados por esta bacterias (Paniagua-Contreras et al., 2014a).

Frecuentemente S. aureus forma biopeliculas en catéteres o implantes médicos
(Doll et 4l., 2016), condicidon que le facilita causar infecciones crénicas (Paniagua-

Contreras et al.,2014b; Hermann et a/., 2016).

La patogenicidad de S. aureus se debe principalmente a sus factores de adhesién y
a las toxinas extracelulares que produce (Pinchuk et a/., 2010, Hennekininne et al.,

2012, Arciola et al., 2015).

La membrana de las células del hospedero es un blanco para factores de virulencia
producidos por las bacterias patdégenas. Entre estos factores de virulencia destacan
las toxinas bacterianas formadoras de poros en la membrana. La mayoria de las
bacterias patdgenas producen una o dos toxinas formadoras de poros en la
membrana, pero algunas cepas de S. gureus pueden producir hasta 5 (Dumont &

Torres, 2014).



En esta tesina revisamos la bibliografia histdrica y la mas reciente acerca de las
toxinas extracelulares producidas por S. aureus, sus caracteristicas bioquimicas, su
mecanismo de accion, su papel en las distintas infecciones que causa esta
bacteria, lo que se conoce sobre los mecanismos que regulan su produccién y, por
ultimo, los esfuerzos que se estan haciendo para tratar de combatir las infecciones

que causa S. agureus a través de la neutralizacidn de sus toxinas.

3. ANTECEDENTES

En 1872 Klebs relaciond tedricamente la patogenicidad de las bacterias con la
produccidon de toxinas; en 1888 de Christmas demostrd que los cultivos liquidos,
calentados, de estafilococos recuperados de lesiones humanas eran toxicos, y la
actividad hemolitica de esos cultivos para eritrocitos de conejo fue reportada en
1894 por Van de Velde. En 1928, veintilin nifos fueron inoculados en Bundaberg,
Australia con una preparacion no refrigerada que contenia una antitoxina contra la
toxina diftérica; en las siguientes 48 h fallecieron 12 de ellos (Elek, 1959). De la
preparacion que contenia la antitoxina se aisld6 una cepa de S. aureus. El
sobrenadante del cultivo liquido era hemolitico y letal para conejos (Burnet, 1929,
1930). La sintomatologia de los nifios que murieron indicd que la responsable de
las muertes habia sido una toxina hemolitica. Esta desgracia estimuld grandemente

las investigaciones acerca de las toxinas de S. aureus.



4. TOXINAS

S. aureus secreta sus toxinas proteicas durante las fases de crecimiento post-
exponencial y estacionaria. Estas toxinas le permiten penetrar los tejidos del
hospedero e invadirlo. Las toxinas citoliticas le permiten adquirir nutrimentos

esenciales de las células lisadas, hierro entre otros.

Las toxinas mas importantes secretadas por S. aureus son:
a) Hemolisinas (a, B, y, 0)

b) Leucotoxinas

c) Toxina exfoliativa

d) Enterotoxinas

4.1 HEMOLISINAS

En el orden de su descubrimiento, las hemolisinas de S. aureus fueron nombradas
como alfa, beta, delta, gamma (Burnet, 1929, 1930; Smith & Price, 1938; Elek,
1950). En un trabajo ya clasico se estudiaron 200 cepas coagulasa positivas de
Staphylococcus de origen humano y se encontrd que 96% produjeron alfa-
hemolisina, 11% beta-hemolisina y 97% delta-hemolisina. Todas ellas produjeron

una o mas hemolisinas y la combinaciéon mas comun fue alfa-delta (Elek, 1950).
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Las hemolisinas alfa, beta, delta y gama son toxinas que lisan a los hematocitos.
Con excepcion de la delta, la accién de las hemolisinas estd mediada por un

receptor.

La a-hemolisina (Hla) conocida también como a-toxina, fue identificada a
principios del siglo pasado (Burnet 1929) y su gen fue secuenciado en 1984 (Gray

& Kehoe). Es la mas estudiada, es una citotoxina que lisa a los glébulos rojos y a
los leucocitos pero no a los neutréfilos (Valeva et al, 1997). S. aureus la secreta

como un solo polipéptido de 239 aminoacidos (=~ 33 kDa) soluble en agua que se
une al receptor ADAM10, una proteina de membrana con actividad de
metaloproteasa dependiente de Zn*?, conocida como desintegrina vy
metaloproteasa 10 (Wilke & Bubeck Wardenburg, 2010; von Hoven et al., 2016;).
Una vez unida, se oligomeriza y forma un poro heptamérico en la membrana de las
células blanco (Gouaux et al., 1994; Figura 2). Esta perforacion de la membrana
celular provoca un influjo de iones Ca*?, un eflujo de iones K* y una disminucién
drastica de los niveles intracelulares de ATP; este desequilibrio de la homeostasis

causa la muerte de las células.
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Figura 2. Mecanismo de formacion del poro de la a-hemolisina por Staphylococcus aureus. El
reconocimiento del receptor membranal ADAM10 por la a-hemolisina conduce la formaciéon de un
poro homoheptamérico (Dumont & Torres, 2014).

La a-hemolisina también es dermonecrética y neurotdxica, y mata a animales
experimentales como los ratones y los conejos; aparentemente su mecanismo de
accién letal se debe a su accidn sobre el sistema circulatorio (hemdlisis
intravascular, constriccion de las arterias coronarias) o el sistema nervioso central
(colapso de la actividad bioeléctrica del cerebro) (Rogolsky, 1979). La a-hemolisina
también altera las membranas de hepatocitos (Bernheimer et al, 1972),

fibroblastos humanos diploides y células HelLa (Thelestam et a/., 1973).

La B-hemolisina no forma poros en la membrana; es una esfingomielinasa que
hidroliza la esfingomielina (Doery & North, 1961; Doery et al., 1963) y lisa a los
monocitos, pero no a los linfocitos, y solo a bajas temperaturas a los eritrocitos

(Walev et al, 1996). Se ha propuesto que probablemente la B-hemolisina
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desestabiliza la bicapa lipidica de la membrana celular al hidrolizar Ia
esfingomielina, causandole irregularidades en su fluidez (Vandenesch et al., 2012).
La B-hemolisina también participa en la formacion de biofilm. Los biofilms son
comunidades de microbios rodeadas por una matriz extracelular asociadas a una
superficie. EIl DNA extracelular (eDNA) es un componente estructural importante
en los biofilms formados por S. aureus. Ademas de su actividad de
esfingomielinasa, la B-hemolisina también tiene actividad de ligasa del biofilm, es
decir, es capaz de oligomerizarse covalentemente y precipitar en presencia del
eDNA que se halla en el biofilm formando una matriz nucleoproteica (Huseby et
al., 2010). Las dos actividades de la B-hemolisina como factor de virulencia de S.
aureus que contribuye a la colonizacién y el desarrollo de la enfermedad se han
demostrado claramente ya que las mutantes en este gen son deficientes en la
actividad de esfingomielinasa y de ligasa del biofilm; estas deficiencias les impiden
causar endocarditis infectiva y sepsis en un modelo /n vivo con conejos (Herrera et

al., 2016).

La B-hemolisina purificada es inestable en solucion y pierde su actividad en menos
de 24 h a 49C o -20°C, pero es estable una vez liofilizada (Wadstrom & Molby,

1971).

La d-hemolisina, también conocida como &-toxina o &-lisina, es una modulina

fenol soluble (PSM, por sus siglas en inglés: Phenol-Soluble-Modulin) que no

13



requiere un receptor para efectuar su actividad hemolitica, su modo de accién se
basa en su interaccion directa con la membrana. Es un péptido de 26 aminoacidos
y 2.9 kDa (Fitton et a/., 1980). Fue reportada por primera vez a mediados del siglo

XX (Williams & Harper, 1947).

Dependiendo de su concentracion la 6-hemolisina puede perturbar ligeramente la
membrana o matar a la célula. La d-hemolisina lisa eritrocitos de caballo, conejo,
humano cuyo, cerdo, vaca, borrego, cabra gato y pollo (Kreger et al., 1971).

El gen que codifica la d-hemomlisina (/A/d) forma parte del locus agr (acesory gen
regulator). Este locus esta formado por 5 genes: agrBDCA 'y hld que dan origen a
dos transcritos divergentes, el RNA II, que codifica agrBDCA, y el RNA III, que

codifica Ald (Figura 3).
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Figura 3. Sistema regulatorio de dos componentes agr de S. aureus (quorum sensing). El gen de la
0-hemolisina estd codificado por el RNA III, cuya expresion esta regulada por el regulador de
respuesta AgrA (Novick et al., 1993; Verdon et al., 2009; Le et al., 2014).

El sistema Agr es un sistema autoregulatorio que controla la expresion de genes en
respuesta al aumento del niUmero de bacterias. Esta formado por el gen estructural
que codifica la senal extracelular (AgrD), la cual es modificada post-
traduccionalmente y exportada via AgrB. Después de alcanzar cierta concentracion
umbral, el péptido autoinductor AgrD (AIP) provoca la autofosforilacion de la
histidina cinasa AgrC, lo que a su vez conduce a la fosforilacidn y activacion del
regulador de respuesta AgrA. AgrA se une al DNA y activa la transcripcion de los
promotores P2 y P3. La transcripcion a partir de P3 origina el mRNA de la o-

hemolisina (Verdon et al., 2009; Le et al., 2014).
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La y-hemolisina (HIg) fue descrita por vez primera en 1938 (Smith & Price). Es
una toxina citolitica, secretada por S. aureus, que esta formada por dos proteinas
distintas solubles en agua una de 34 kDa y otra de 32 kDa. Hlg lisa eritrocitos de
conejo, humano, cabra, perro y ave, pero no de caballo; también lisa leucocitos
humanos y es citotdxica para linfoblastos humanos (Fackrell & Wiseman, 1976). Se
ensambla como un complejo en forma de anillo sobre la superficie de los
eritrocitos (Sugawara et al., 1997) (Figura 4). El locus genético de la y-hemolisina
esta formado por tres genes que originan dos toxinas bicomponentes funcionales:
HIgAB y HIgCB (Cooney et al., 1993). HglA y HgIC son los componentes S y HglB
es el componente F. Hasta ahora se desconocen los receptores que reconocen en
la superficie de las células blanco, pero se han asociado a la artritis séptica en
ratones, a la inflamacién y la patogénesis en infecciones oculares en un modelo de
conejo, y a una contribucion modesta a la letalidad observada durante la sepsis

aguda en ratones (Alonzo & Torres, 2014).
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Figura 4. Mecanismo de formacion del poro por las toxinas formadoras de poro de dos componentes (Hlg,
entre otras). Estas toxinas estan formadas por dos subunidades (S y F; Slow y Fast, por su eluciéon en una
columna cromatogrdfica). La subunidad S es la responsable de la unidn al receptor (citocina CXCR1 o CXCR2).
En Hig la subunidad F corresponde a HgIB, y la subunidad S a HIgA o HgIC. (Dumont & Torres, 2014).

4.2 LEUCOTOXINAS

Las leucotoxinas de S. aureus son proteinas que lisan a los gldbulos blancos vy la
mayoria requiere receptores para llevar a cabo su accion. Son de la familia de
toxinas de dos componentes Luk. Entre ellas se encuentra la leucocidina Panton-
Valentine (PVL) formada por las proteinas LukF y LukS; la leucodina LUkDE, la
LukAB (conocida también como LukGH). Se ha reportado que la leucotoxina PVL es
100 veces mas potente que las otras. La neutralizacion de las leucotoxinas se ha
propuesto como estrategia para combatir las infecciones causadas por S. gureus
(Kong C et al, 2016). Existen preparaciones comerciales de inmunoglobulinas
policlonales contra PVL para administrarse intravenosamente; éstas contienen

anticuerpos especificos contra PVL y tienen efecto anti-leucotdxico al interferir con
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la unidén de PVL a los neutrdfilos (Gauduchon et a/, 2004). Otros agentes para
combatir a S. gureus antagonizando sus toxinas incluyen anticuerpos monoclonales
contra PVL y otras leucotoxinas, los cuales neutralizan la actividad litica de varias
leucotoxinas sobre células polimorfonucleares (Adhikari et al, 2015,); y varios
agentes mas dirigidos contra a-hemolisina (Sampedro et al., 2014) o contra SEB

(Dutta et al., 2015).

4.3 ENTEROTOXINAS

Las enterotoxinas producidas por S. aureus (SEs, por staplylococcal enterotoxins)
son los agentes etioldgicos del envenenamiento alimentario en el hombre; son
también superantigenos inmunoldgicos potentes que producen importantes
sindromes clinicos debido a su capacidad para inducir la activacion y proliferacion
de los linfocitos T, y de células accesorias, que conducen a la produccion vy
proliferacion de mediadores proinflamatorios (Pinchuk et al., 2010). Las
enterotoxinas atribuidas a S. aureus son: SEA, SEB, SEC, SED, SEE (Marrack &
Kappler, 1990), SEG, SEH (Jarraud et a/., 2001), SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM (Chiang
et al., 2006), SEN, SEO, SEP, SER y SEU (Chiang et al., 2008). Estas toxinas son
proteinas formadas por 2 20-240 aminoacidos, de aproximadamente 25 kDa; estan
codificadas en plasmidos, fagos, islas de patogenicidad y elementos genéticos
moviles (Omoe et al., 2005). Estas enterotoxinas se identificaron después de
aislarlas de alimentos involucrados en intoxicaciones alimentarias y de muestras

clinicas de los pacientes intoxicados (Asao et al., 2003; Do Carmo et al., 2004). Las
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enterotoxinas son pirogénicas, causan nausea, gastroenteritis, dolor abdominal,
vomito y diarrea, la cual puede ocasionar pérdida importante de liquidos y de
electrolitos. La intoxicacidén alimenticia por S. aureus se debe generalmente a la
deficiente manipulacion de los alimentos. Esta bacteria puede crecer en intervalos
amplios de temperatura, pH y concentracion de NaCl (Le Loir et a/., 2003), lo que
le permite contaminar una gran variedad de alimentos; ademas, las enterotoxinas
son altamente resistentes a la desnaturalizacion por calor y acido, por lo que
permanecen intactas en los alimentos contaminados y pueden causar brotes de
intoxicaciones alimenticias. Las SEs son resistentes a la inactivacion por las
proteasas intestinales pepsina, renina, tripsina y papaina (Le Loir et a/, 2003) y
acttian a dosis muy bajas. En estudios con voluntarios se encontré que 50 pg de
SEB enfermaban a personas de 65 kg (Raj & BergDoll 1969), aunque se ha
estimado que dosis de 200 ng de SEA son capaces de enfermar (Evenson ML, et
al, 1988). Una dosis de 0.02 pg/kg de SEB puede ser letal (Gill DM, 1982). El
periodo de incubacion de la enfermedad alimenticia causada por S. aureus es de 2-
6 h. Una sola cepa de S. agureus puede tener 3-6 y hasta 12 genes de

enterotoxinas (Varshney et al., 2009; Paniagua et al/., 2014c).
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4.4 TOXINA EXFOLIATIVA

La toxina exfoliativa (ET) es una proteina extracelular producida por S. aureus que
causa una dermatosis inflamatoria, denominada impétigo, que se caracteriza por la
presencia de vesiculas aisladas o aglomeradas que contienen pus. En su forma
diseminada la infeccion se conoce como sindrome estafilocécico de la piel
escaldada (staphylococcal scalded-skin syndrome, SSSS) (Ladhani et al., 1999). La
enfermedad afecta principalmente a los recién nacidos y a los nifios. Se han
descrito tres isoformas de toxina exfoliativa: ETA, ETB y ETD, las cuales son serin-
proteasas especificas de glutamato que hidrolizan un sélo enlace peptidico en la
region extracelular de la desmogleina 1 (Dsgl) una molécula de adhesién célula-
célula tipo cadherina (Amagai et al., 2000). El gen que codifica ETA (eta) esta
codificado en un profago integrado al cromosoma de S. aureus (38), mientras que
etb (que codifica ETB) se localiza en el plasmido pETB (Freer J H & Arbuthnott
JP. 1982) de 38.8 kb que también contiene, entre otros elementos, una region con
un operdn para resistencia al cadmio (Yamaguchi et al., 2001). El gen para ETD

(etd) esta en una isla de patogenicidad (Yamaguchi et a/., 2002).

20



5. CONCLUSIONES

S. aureus es un patogeno importante por las infecciones que causa y por la
resistencia a multiples antibidticos que muestran las cepas aisladas de los
pacientes. En esta tesina hemos hecho una revision de las toxinas mas
importantes que secreta este coco Gram positivo:

a) Hemolisinas (a, B, Yy, 0)

b) Leucotoxinas

c) Toxina exfoliativa

d) Enterotoxinas

La neutralizacién de algunas de ellas con anticuerpos o con compuestos quimicos
es un campo de investigacion muy activo y prometedor para enfrentar a esta
bacteria sin tener que recurrir a antibidticos (Kong C et al, 2016), cuyo uso
conduce a la seleccion de cepas resistentes y al empleo de nuevos antibidticos en

una carrera antibidtico-resistencia-antibidtico-resistencia que parece no tener fin.
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