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Resumen

Salmonella Typhi, la bacteria causante de fiebre tifoidea, infecta las células M del intestino a
través de los sistemas de secrecion de Tipo Il codificados en las islas de patogenicidad 1y 2.
Después, alcanza las placas de Peyer donde infecta celulas fagociticas que le van a permitir
diseminarse por el organismo. Mediante dichos sistemas de secrecion introduce una serie de
factores que causan cambios en la célula hospedadora permitiéndole vivir de forma
intracelular en ella. S. Typhi no solo hace uso de proteinas efectoras sino que, ademas, tiene la
capacidad de producir la toxina tifoidea la cual procede de dos toxinas, CDT y la toxina
pertussis, con una estructura novedosa que la hace caracteristica de esta bacteria.

La presencia de la toxina podria estar relacionada con una modulacion de la respuesta inmune
en el individuo lo que concuerda con el hecho de que haya una gran cantidad de portadores
cronicos asintomaticos. Este estado de portador se debe a la formacion de biofilms de S.
Typhi en célculos biliares de la vesicula biliar y podria corresponderse con una mayor

predisposicion a tener cancer en dicho 6rgano.

Abstract

Salmonella Typhi, the typhoid fever causing agent, infects M cells from the gut through type
Il secretion systems codified by the pathogenic island 1 and 2. Subsequently, it reaches
Peyer’s Patches where it infects phagocytic cells which allow bacteria to disseminate across
the organism. Through these secretion systems, it introduces a range of factors that cause
changes in host cells, allowing bacteria to live intracellularly. S. Typhi not only make use of
effector proteins but also, has the capacity of developing typhoid toxin which comes from
CDT and pertussis toxin, with a novel structure that makes it characteristic of this bacterium.
Presence of the toxin could be associated to a modulation of the immune system response in
the individual which agrees with the fact that there is a large number of asymptomatic chronic
carriers. This carrier state is a consequence of S. Typhi biofilms in gallstones from the

gallbladder and could correspond to a greater predisposition of developing gallbladder cancer.
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Introduccion y antecedentes

Salmonella enterica serotipo Typhi es una bacteria que produce una enfermedad sistémica
conocida como fiebre entérica o fiebre tifoidea. Esta infeccion se encuentra restringida al
hombre y se contrae por ruta fecal-oral a partir de enfermos, convalecientes o portadores,
siendo de transmision hidrica en paises subdesarrollados, mientras que en paises
industrializados ésta tiene lugar a través del contacto directo o por la ingestion de alimentos
contaminados. No existe ningun reservorio animal, aunque este serotipo produce en animales
una enfermedad diseminada, similar a la fiebre tifoidea.

Pertenece al serogrupo D; con antigeno O (9-12), antigeno H monofésico (d) y antigeno Vi.
Los antigenos somaticos (O) son termoestables y alcohol-resistentes y forman parte del LPS.
Los antigenos flagelares (H), son de naturaleza proteica y termolabiles; la flagelina (proteina
estructural de los flagelos) es un antigeno importante. El antigeno capsular (K) - el Gnico que
se conoce es el antigeno Vi - es un polimero lineal que puede estar acetilado *.

Aunque este patdgeno es invasivo, no desencadena una respuesta inflamatoria rapida ni causa
diarrea siendo dicha falta de respuesta inflamatoria lo que distingue a S. Typhi de otros
serotipos de Salmonella no tifoidea (NTS). Tanto es asi, que individuos que viven en zonas
endémicas de fiebre tifoidea y nunca han manifestado dicha enfermedad pueden tener titulos
elevados de anticuerpos Anti-Vi, sugiriendo que existe una infeccién subclinica 2 3; ademas,
la fiebre tifoidea es dificil de distinguir clinicamente de otras causas de fiebre como la
malaria, esencialmente debido a la coincidencia geogréfica *.

Se estima que cada afio contraen fiebre tifoidea entre 11 y 20 millones de personas y que entre
128.000 y 161.000 de ellas acaban falleciendo, lo que supondria menos de 1%. EI mayor
riesgo se da en las comunidades pobres y los colectivos vulnerables, entre los que se incluye
la poblacién infantil °.

S. Typhi presenta un polisacarido capsular que cubre la superficie de la bacteria y que actla
como factor de virulencia ya que le permite sobrevivir en el ambiente acido del estbmago
poco después de la infeccion, inhibiendo la muerte mediada por el complemento y ademas es
responsable de la resistencia a la fagocitosis °.

A diferencia de lo que ocurre en otras infecciones causadas por Salmonella, las bacterias
responsables de la fiebre tifoidea llegan al intestino delgado y atraviesan las células M, células
epiteliales especializadas que recubren las placas de Peyer. Una vez se produce la interaccion
con las células M, Salmonella provoca en las mismas una reorganizacion del citoesqueleto de
actina, induciendo cambios morfoldgicos en la superficie celular semejantes a proyecciones,

que se denominan “ruffling” (ondulado) y que facilitan su internalizacion y la colonizacion
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celular. Tras esta internalizacion, las bacterias se dirigen hacia las placas de Peyer siendo
engullidas por las células fagociticas -macrofagos, células dendriticas y neutréfilos- en cuyo
interior sobreviven y se multiplican, pudiendo establecer, de esta manera, infeccion
intracelular y diseminacion sistémica ’.

El reconocimiento del LPS bacteriano por el TLR4 (Toll-Like Receptor) presente en la
superficie de los macrofagos, provoca la liberacion de citoquinas y quimioquinas IL-6 e IFN-y
que sirven como sefal inicial para el reclutamiento de fagocitos. La respuesta inmune iniciada
en las placas de Peyer provoca una llegada de neutréfilos y monocitos que ayudan a disminuir
la dispersion de las bacterias a tejidos sistémicos.

Durante la infeccidn inicial, los monocitos se acumulan rapidamente en las placas de Peyer y
nodulos linfoides donde producen una serie de factores antimicrobianos entre los que se
incluyen iNOS, TNFo e IL-1B 8. Adicionalmente, los macréfagos residentes son capaces de
fagocitar Salmonella y tras ello generar citoquinas proinflamatorias gracias al reconocimiento
del LPS y la flagelina de S. Typhi.
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Figura 1. Diseminacion de Salmonella a los diferentes 6rganos

Desde esta localizacion migran a los ganglios linfaticos mesentéricos los cuales se dividen
estructuralmente en tres regiones con distinta composicién celular; en la corteza, linfocitos B
y celulas dendriticas; en la paracorteza, una elevada proporcion de linfocitos T y células
dendriticas y en la médula, linfocitos T, B y células plasmaticas. Las celulas dendriticas
transportan a las bacterias hasta los ganglios linfaticos mesentéricos del intestino donde se

activan los linfocitos T especificos de Salmonella.
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A continuacion, las bacterias pasan a sangre desde el sistema linfatico a través del conducto
toracico produciendo una bacteriemia primaria transitoria siendo de nuevo captadas por los
macraofagos que recubren los sinusoides del higado, bazo, médula ésea y vesicula biliar, donde
las bacterias se siguen multiplicando. Desde estos 6rganos regresan a la sangre, causando una
bacteriemia secundaria comenzando en ese momento las manifestaciones clinicas (incremento
de la temperatura corporal, sintomas pseudogripales e incluso problemas neuroldgicos).

Las bacterias vuelven a ser eliminadas de la sangre por los macréfagos y via higado, alcanzan
la vesicula biliar donde son capaces de establecer biofilms si se dan las condiciones
adecuadas, persistiendo adheridas a calculos biliares; esto permite la reinfeccion del tracto
intestinal estableciéndose en las placas de Peyer del ileon distal donde causan inflamacion,
ulceracion y necrosis. Las bacterias se excretan en heces y unas tres semanas después pueden
aparecer hemorragias en la zona ulcerada e incluso perforacion, la cual daria lugar a una
septicemia que conlleva la muerte por fiebre tifoidea en la mayoria de los casos *.
Aproximadamente un 90% del genoma de S. Typhi esta relacionado con secuencias que se
presentan en otros serovares de Salmonella, lo que significa que hay un genoma central de
Salmonella que facilita la colonizacion, infeccion y transmision. ElI genoma especifico de S.
Typhi presenta unos 300-400 genes que estan asociados a fagos especificos o a Islas de
Patogenicidad de Salmonella (SPIs); hasta ahora se han descubierto 15 SPIs en S. Typhi, dos
de las cuales (SPI-1 y SPI-2) codifican sistemas de secrecién de proteinas muy importantes en
la patogenia. Estas SPIs se encuentran flanqueadas por secuencias repetidas y tienden a poseer
una composicion variada de G/C comparada con las regiones a su alrededor °.

S. Typhi produce un repertorio de productos que contribuyen a la patogénesis, algunos son
compartidos por el resto de serovares o serotipos pero otros son Unicos como es el caso de la
toxina tifoidea, la cual es altamente inmunogénica y su expresion se encuentra altamente
regulada cuando S. Typhi infecta células humanas *.

La supervivencia de S. Typhi en el interior de los macréfagos se debe fundamentalmente a
una resistencia al estrés oxidativo, por ejemplo mediante la reduccion de intermediarios
reactivos de nitrogeno, la actuacion de la arginasa asi como enzimas que degradan peroxidos
(3 catalasas y 2 alquil hidroperdxido reductasas) °.

El resultado de la infeccion de Salmonella Typhi viene determinado por factores relacionados
tanto con el hospedador como con la bacteria. Esto incluye la virulencia de S. Typhi, la
habilidad del hospedador para ejercer una respuesta inmune adecuada y finalmente con su

capacidad para destruir el patégeno ’.
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Objetivos
= Determinar cuales son los factores de S. Typhi que intervienen en su patogenicidad,
profundizar en el estudio de la toxina tifoidea y como ésta actuaria en el curso de la
infeccion
= Analizar por qué S. Typhi se trata de un serotipo que solo afecta a humanos y qué le
distingue de otros serotipos de Salmonella.
= Estudiar el estado de portador sano y asintomatico y su relacion con el cancer de

vesicula biliar.

Metodologia
Revision bibliografica a través del uso de las herramientas proporcionadas por la Universidad
Complutense de Madrid, como son articulos de revistas cientificas, libros de texto asi como

bases de datos como PubMed.

Resultados y discusion

Salmonella ha desarrollado estrategias intrincadas para vencer o manipular la integridad de la
barrera epitelial del intestino y para sobrevivir y multiplicarse dentro de los macrofagos. Las
Islas de Patogenicidad de Salmonella estan relacionadas con su virulencia, es decir, con
fendbmenos como la adhesion e invasion; SPI-1 y SPI-2 tienen distintos papeles en la
patogénesis de Salmonella.

SPI-1 es activa cuando la bacteria es extracelular, ya que contiene genes para la invasion de
células no fagociticas del hospedador y es necesaria para que se produzca la infeccion
intestinal, mientras que SPI-2 se relaciona con la capacidad de las bacterias de sobrevivir en el
interior de los macréfagos, se activa tras la internalizacion y es necesaria para crear un nicho
intracelular estable y permisivo, denominado vacuola que contiene Salmonella (VCS) y, por
lo tanto, se requiere para la patogénesis intracelular °.

Tanto SPI-1 como SPI-2 van a codificar sistemas de secrecion de proteinas tipo Il cruciales
en S. Typhi, sin embargo, no van a ser iguales asi como tampoco lo son los productos que

translocan de un lado a otro de la membrana.

Isla de patogenicidad de Salmonella-1 (SPI-1) y sistema de secrecion tipo 111 1 (T3SS1).
El sistema de secrecion tipo 111 1 es un complejo proteico, codificado por SPI-1, cuya funcion
esencial consiste en la transferencia de proteinas directamente desde el citoplasma bacteriano
a la célula hospedadora; se le conoce como ‘jeringuilla molecular’ ' y esta asociado con, al
menos, 20-30 proteinas estructurales y reguladoras relacionadas con la invasion celular % 12,

Se trata de un sistema ATP-dependiente y es similar al aparato flagelar.
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La estructura de la base del complejo T3SS1, constituida por varios anillos conectados entre

si, se extiende desde la membrana interna hasta la membrana externa de Salmonella, y de ella

sale una estructura en forma de aguja que interacciona con la célula hospedadora. En el

interior de la base y de la aguja hay una varilla que forma el conducto entre el citoplasma

0a
Q
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factors o red A

Figura 2. EI T3SS esta formado por un anillo
(A), una maquinaria exportadora citoplasmica
(B) y una estructura de anillo externa (C).

bacteriano y la membrana plasméatica de la
célula hospedadora **. En la region
citoplasmatica de T3SS1 hay un complejo de
ATPasa que facilita el transporte de efectores
moleculares a través del conducto hacia una
estructura de translocasa en la membrana de la
célula hospedadora ° (Fig. 2).

SPI-1 por tanto codifica una serie de proteinas
efectoras que se translocan a través del T3SS1y
que desempefian diferentes funciones en la
invasion de S. Typhi. Dichas funciones se

resumen en la Tabla 1.

Proteina efectora Efecto en la célula hospedadora
SipA Reclutamiento de neutréfilos y reorganizacion del citoesqueleto
SipB Nucleacién de actina y translocacion de otros efectores
SipC Translocacion de otros efectores
SopA Reclutamiento de células inmunes y secrecion de fluidos
SopB Reorganizacion del citoesqueleto, reclutamiento de neutréfilos y
secrecion de fluidos
SopC Reclutamiento de neutréfilos y secrecion de fluidos
SopD Reclutamiento de neutrofilos y secrecion de fluidos
SopE Reorganizacion del citoesqueleto
SptP Reorganizacion del citoesqueleto

Tabla 1. Proteinas efectoras del sistema de secrecion de tipo 111 de la Isla de Patogenicidad-1

Los efectores SipA y SipC (Salmonella invasion proteins) afectan a la actina directamente

durante los procesos de invasion, pero lo hacen a diferentes niveles. SipA puede unirse y

estabilizar a la actina. SipC, que forma parte, junto con SipB, del poro de translocacion de

T3SS1, puede causar independientemente, el reordenamiento de la actina a traves de distintos

-7-



-
QS
S
)

=
=
N

~
Y]
N
\Y
S
~

N
=
N
Y

=
=
N
=
S
Q
=~
N
R
Q

ia no se hace responsable de la inform

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farm

dominios que desembocan en el ruffling de la membrana #1516, es decir, una reorganizacion
de la membrana plasmatica y del citosol de la célula hospedadora con la consiguiente
formacion de extrusiones o pseuddpodos que rodean e internalizan a la bacteria. Ademaés de
modular la actina, SipC interacciona directamente con Exo70, un componente del complejo
del exocisto, que interviene en el acoplamiento y fusion de las vesiculas exociticas con la
membrana plasmatica *’.

Salmonella también altera el citoesqueleto de actina a través de la manipulacion de
fosfoinGsidos. La membrana plasmatica esta intimamente asociada con el citoesqueleto de
actina y dicha interaccion es a través del fosfatidil inositol 4-5 bifosfato (PtdIns (4-5) P2) °.
SopB/SigD (Salmonella outer protein) es una inositol-fosfatasa producida por SPI-1 que
provoca la desaparicion del Ptdins (4-5) P2 de regiones invaginadas de la membrana durante
la invasion de Salmonella *8; esto permite que la membrana plasméatica sea mas elastica y asi
se puede facilitar el remodelamiento para la entrada de S. Typhi.

Los efectores SopE y SopE2 actdan en concreto como factores intercambiadores de guanina
(GEFs) para las pequefias GTPasas Cdc42 y Rac '°. SopE, ademas, puede también activar
RalA, una GTPasa necesaria para la unién del exocisto *'.

Tras la invasion, SptP, un efector implicado en la mediacién de la recuperacion del
citoesqueleto del huésped después de la infeccion, actia como una proteina activadora de
GTPasa (GAP) para Cdc42 y Racl, inactivando dichas proteinas G y devolviendo la

morfologia celular a un estado normal relativo %° (Fig. 3).

Figura 3. Entrada de Salmonella en la célula hospedadora

La principal proteina reguladora de T3SS1 es HilA, cuya expresion esta mediada por factores

ambientales importantes para la supervivencia celular 4.
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Una vez internalizada la bacteria, queda encerrada en el compartimento VCS 2° y mientras la
vacuola madura, migra hacia el borde celular en la membrana basal donde Salmonella
interacta y penetra en los macréfagos asociados a las placas de Peyer 2% 22,

Parece ser que SopB altera la carga superficial de la VCS por lo que se inhibe su fusién con el
lisosoma *® 23, En concreto permite a la bacteria evadir el proceso normal fagolisosomal por
el cual se destruiria a Salmonella, y es capaz asi de sobrevivir en el interior de las células

fagociticas (requisito fundamental para la infeccidn sistémica).

Isla de patogenicidad de Salmonella-2 (SP1-2) y sistema de secrecion tipo 111 2 (T3SS2).
Los genes de SPI-2 de T3SS2 solo van a ser expresados en el interior de las VCS por lo tanto
son necesarios para la supervivencia intracelular y la infeccidn sistémica. Entre ellos hay
genes que codifican el aparato del sistema de secrecion (ssaG-U), los genes para los efectores
del sistema de secrecion (sseA-F) y de las chaperonas del sistema de secrecion (SSCAB), asi
como genes que codifican proteinas reguladoras del sistema de secrecion (ssrAB), siendo
todos ellos necesarios para un T3SS2 funcional .

Ciertas condiciones ambientales han sido asociadas con la induccion de la expresion de los
genes de SPI-2 de T3SS2, entre las que se incluyen una baja osmolaridad, bajos niveles de
ciertos nutrientes y la acidificacion de la VCS 252,

Muchas proteinas efectoras producidas por SPI-2 e introducidas por T3SS como SifA, SifB,
SseJ, SseF, SseG, PipB y SopD2 interaccionan con haces de microtibulos y sus proteinas
motoras asociadas, y también estan relacionadas con la formacion de filamentos inducidos
por Salmonella (SIF) que se extienden desde la VCS ?" %8, Dicha formacion es debida a que
la VCS se fusiona con otras vesiculas en la célula hospedadora. Los SIF son importantes en la
patogénesis y podrian jugar un papel esencial en la replicacién intracelular de Salmonella
debido a que su formacion suele coincidir con la replicacién del microorganismo .

Los genes codificados por SPI-2 en T3SS2 parecen suprimir la presentacion antigénica por
parte de las células dendriticas lo que limita una respuesta inmune por las células infectadas®’.
Cuando los fagocitos entran en los organos, Salmonella puede propagarse hacia células
adyacentes y disparar un mecanismo de apoptosis, lo que lleva a un incremento en la patologia

entre las células infectadas 2°.

Otras Islas de patogenicidad de Salmonella.
Es posible que muchos de los genes codificados por las SPI-3, SPI-4 y SPI-5 estén

relacionados con las anteriores, ya que, si son desactivados, S. Typhi podria perder varias de
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sus caracteristicas virulentas y esto podria relacionarse con la pérdida de selectividad en sus

hospedadores en estos serovares.

Toxina tifoidea
Salmonella Typhi posee un potente factor de patogenicidad que es la toxina tifoidea, la cual se
ha descubierto recientemente. Dicha toxina parece haber surgido tras la combinacion
evolutiva de las actividades de dos exotoxinas antecesoras, como son CDT (Cytolethal
Distending Toxin, un tipo de toxinas heterotriméricas
producidas por bacterias Gram negativas con actividad DNAsa)
y la toxina pertussis *°.

Se trata de una toxina de tipo AB con una estructura Unica
A2Bs sin precedentes. A diferencia de otras toxinas de tipo AB,
como la toxina Shiga, la toxina colérica o la toxina pertussis en
las que solo existe una subunidad A, la toxina tifoidea esta
constituida por dos subunidades A, CdtB y PItA, unidas

covalentemente entre si y asociadas no covalentemente a la

subunidad B pentamérica PItB 3! (Fig.4). Figura 4. Estructura toxina tifoidea

La existencia de un Unico residuo de cisteina en las dos subunidades A permite la formacién
de un puente disulfuro que las mantiene unidas covalentemente, no habiendo ningdn otro tipo
de interaccién entre ambas.

La subunidad PItA se asocia con el pentamero PItB a través de una hélice corta en el carboxilo
terminal que se inserta en el lumen hidrofébico del canal PItB. No existen interacciones entre
CdtB y PItB. La subunidad CdtB se ancla al complejo PItA/PItB a través del puente disulfuro
entre ambas subunidades A, siendo necesario ese puente para el ensamblaje de la toxina
tifoidea en el periplasma de la bacteria.

PItA es una ADP ribosil-transferasa, que posee una secuencia aminoacidica asi como
semejanzas estructurales a las de la toxina pertussis S1 3!, mientras que CdtB tiene una
actividad desoxirribonucleasa que detiene el ciclo celular o causa muerte celular debido al
dafio que causa en el ADN de la célula intoxicada 3% 2,

La subunidad PItB de la toxina tifoidea se une a un receptor que contiene una secuencia
consenso de un sialoglicano especifico. Se trata del acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac)-
a2,3Galactosa (Gal)-B1,3/p1,4Glucosa/N-acetilglucosamina (GIcNAc), muy comun entre las

glicoproteinas superficiales y que se encuentra abundantemente en humanos 4. De esta
secuencia trisacaridica, el aztcar terminal acido N-acetilneuraminico es el mas importante en
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la union ya que va a encajar en un bolsillo de PItB gracias a una serina.

La toxina tifoidea esta codificada en una isla de patogenicidad y se produce exclusivamente
por la bacteria cuando se encuentra en células infectadas. Una vez sintetizada es excretada en
el interior del lumen de la VCS por TtsA (typhoid toxin secretion protein A) la cual pertenece
a una clase de endolisinas de bacteriéfagos. En concreto, TtsA se trata de una N-acetil-B-D-
muraminidasa.

Tras su secrecion en el lumen de la VCS, la toxina es empaquetada en transportadores
vesiculares y transportada al espacio extracelular donde puede alcanzar células diana. Es
importante destacar que la toxina no necesariamente afecta las células que contienen las
bacterias, sino que puede intoxicar a cualquier célula localizada en un lugar remoto, tenga o
no en su interior VCS, como neutrofilos, células endoteliales del cerebro, linfocitos, etc. 3% %3,
La toxina tifoidea muestra una gran selectividad por los azucares terminados en Neu5Ac
(&cido N-acetilneuraminico), los cuales son muy comunes en las células humanas, al contrario
que Neu5Gc (acido N-glicolilneuraminico) que es mas propio de otros mamiferos como los

chimpancés, esta seria una de las razones

on esenciales por la especificidad de S. Typhi por los
,/ OH CUU}: OH o
OSSN oo 0 ot seres humanos.
\ mel\ ,' Re H
\ = - , -
g W M o% La presencia de este azUcar inusual en humanos se
Neu5Ac-Gal-GlcNAc debe a la mutacién del gen que codifica la enzima
D CMP-acido  N-acetilneuraminico  hidroxilasa,
OH CO,
Ho L 0o CMAMH, la cual esta presente en otros mamiferos
N—2 . .
j)r HO HO y convierte Neu5Ac en Neu5Gc *° (Fig. 5); se cree
NeuSAc que dicha mutacién podria haber surgido después
l CMAH de que los hominidos se separasen de otros
OH oh primates. Esta es la razén por la cual S. Typhi no
HO
, 3 S - causa fiebre tifoidea en chimpancés (ya que su
I:t,-/\l(l/ w5 HO

toxina no tiene un receptor al que unirse), y es un
Neu5Gc

serotipo restringido a los seres humanos.
Figura 5. Conversion de azucares por CMAH
En el caso de los ratones, éstos presentan una CMAH funcional y su expresion es variable ya
que tienen los dos tipos de azlcares terminales, por lo que la toxina tifoidea es capaz de
inducir los sintomas de la fiebre tifoidea en ellos. Sin embargo, si se expresa
constitutivamente la enzima en los ratones para que sélo expresen Neu5Gc, se ha demostrado

que son totalmente resistentes a la toxina tifoidea .
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La secuencia consenso trisacaridica es, por tanto, el receptor de la toxina tifoidea; se une a
PItB a través de interacciones hidrofébicas y puentes de hidrogeno y es bastante comun en la
superficie de las glicoproteinas, aunque varia en diferentes tipos celulares (mas o menos
glicosiladas u otras modificaciones). En el caso de las células epiteliales, su receptor es la
proteina tipo Podocalyxina-1 mientras que en células del sistema inmune como monocitos o
linfocitos B y T el receptor se trata del CD45 6.

Un hecho poco corriente, es que cuando se administra la toxina intravenosamente en ratones,
ésta se dirige principalmente a dos sitios, el bazo (junto con los fagocitos infectados) y el
cerebro, concretamente, en torno a la barrera hematoencefalica, y sin embargo no se localiza
en el endotelio de vasos sanguineos de otros 6rganos lo que supone un mecanismo in vivo que
aun esta por entender.

En bajas concentraciones, la toxina tifoidea se une a las células del sistema inmunitario y
ayuda aparentemente a S. Typhi a establecer una infeccion persistente en el tiempo a través de
una alteracion en la respuesta inmune innata y adaptativa 3/, mientras que, al contrario, a altas
concentraciones, la toxina es capaz de destruir dichas células inmunes. La toxina tifoidea
parece jugar un papel esencial, ademas, en las manifestaciones clinicas de la fiebre tifoidea.
Existe otro mecanismo por el cual S. Typhi tiene restringida su replicacion en hospedadores
no humanos. En las células de estos hospedadores se producen unas GTPasas Rab (Rab29,
Rab32 y Rab380), necesarias para la formacion de intermediarios que intervienen en el
transporte de la toxina tifoidea al ambiente extracelular y que son reclutadas al interior de la
vacuola que contiene S. Typhi pero no a la que contiene S. Typhimurium 38 39,

Una de ellas, Rab32, la mas importante, actia en unién a BLOC-3, un factor intercambiador
de nucledtido, transportando unos factores antimicrobianos a la VCS donde se encuentra S.
Typhi, acabando asi con la bacteria (Fig.6).

S. Typhi in a non-permissive host S. Typhimurium

Figura 6. Mecanismo de defensa mediado por Rab32/BLOC3 en S. Typhi en hospedador no humano
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Esto, sin embargo, no ocurre en células y tejidos de ratones deficientes en Rab32 o en su
factor intercambiador de nucleétido BLOC-3 “°. Rab32 define, por lo tanto, un nuevo modelo
de mecanismo de defensa basado en la entrega de un factor antimicrobiano a la VCS de S.
Typhi .

Ademas Rab32 es escindida especificamente por la actividad proteolitica de GtgE, una
proteina efectora del T3SS1 del SPI-1, producida por S. Typhimurium pero no por S. Typhi.
GtgE actua junto con una segunda proteina efectora, SopD2 que, aunque no se trate de una
proteasa, inactiva Rab32 funcionando como GAP (proteina que acelera el intercambio de
GTP->GDP) para su GTPasa %',

Como se ha mencionado anteriormente, la presencia de la toxina en dosis bajas podria
intervenir en una infeccion persistente lo que estaria directamente relacionado con un estado
de portador croénico. En regiones donde S. Typhi es endémica, aproximadamente un 1-4% de
los individuos infectados pasan a ser portadores crénicos asintomaticos los cuales representan
un peligro para la salud local piblica ** %2, Dicha infeccion crénica normalmente se localiza
en la vesicula biliar, lo que se relaciona con una excrecion de la bacteria a largo plazo.
Ademas, aproximadamente un 90% de esos portadores cronicos posee también calculos
biliares y esta asociacion se relaciona con una mayor predisposicion para desarrollar un cancer
de vesicula biliar 4347,

Se trata del sexto cancer mas comun del tracto gastrointestinal y representa uno de los mas
malignos debido a que se extiende por todo el tracto biliar. Su malignidad ha sido asociada
con factores genéticos y de estilo de vida, pero la infeccion por S. Typhi y la produccion de
calculos biliares son los principales factores de riesgo.

Recientemente, la técnica de PCR anidada revel6 la presencia del gen de la flagelina de S.
Typhi en un 67.3% de muestras hepatobiliares de pacientes con cancer de vesicula mientras
que, en pacientes con enfermedades benignas de la vesicula y poblacion sana, este porcentaje
era significantemente mas bajo “°, por lo que la deteccién temprana de S. Typhi podria usarse
como estrategia de prevencion de cancer de vesicula.

La produccién de un biofilm podria ejercer un papel clave en la colonizacién y persistencia
crénica de S. Typhi 8. Existen informes que documentan que la bilis, rica en lipidos y con
actividad antimicrobiana, induce la produccion de una matriz formada por un exopolisacarido
de antigeno O que facilita la formacion del biofilms de S. Typhi sobre la superficie de los
calculos biliares humanos

De ser asi, podria darse un ambiente propicio para la persistencia de la bacteria y que ésta

pudiera ser liberada al intestino donde, a través de las heces, reinfectaria a nuevos
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hospedadores; ademas el epitelio de la vesicula estaria en continua exposicion a los factores

de patogenicidad de la bacteria (propiedades carcinogénicas potenciales).

Actividad carcinogénica potencial de productos de S. Typhi

Diferentes productos bacterianos poseen potencial carcinogénico entre los que se incluyen la
glucuronidasa, que despueés de actuar sobre la bilis origina unos intermediarios de alta energia,
y los compuestos nitrosos, generados a partir del nitrato por accién de enzimas bacterianas °,
pero esencialmente la subunidad CdtB de la toxina tifoidea induce un dafio en el DNA y
provoca la detencidn del ciclo celular, asi como apoptosis; en concreto, dicha subunidad es un

homologo de la DNAsa, una endonucleasa que causa la ruptura de la doble hebra de DNA.

La toxina entra en la célula a traveés de endocitosis y es transportada al aparato de Golgi que la
guia hacia el reticulo endoplasmico; a continuacion, la subunidad CdtB se transloca al nucleo
celular para provocar el dafio en el DNA °, Este hecho activa una cascada de acontecimientos
como es el reclutamiento del complejo sensor al dafio de DNA llamado MRN que inicia la
reseccion del extremo del DNA produciendo un extremo 3’ y ademads, la acumulacion de la
quinasa ATM en el sitio del dafio °. Esta quinasa promueve la fosforilacion de la histona
H2AX vy la activacion de una serie de puntos de control de dafio del DNA entre los que se

incluyen el supresor de tumores p53 y su efector p21, que paran el ciclo celular en G1 °2.

Por otra parte, ATM activa el punto de control 2 (CHK2) que inactiva la fosfatasa de ciclo de
division celular (CDC25) y cuando dicha fosfatasa no funciona, se acumula la forma
hiperfosforilada de una ciclina (CDK1) que bloquea la proliferacion celular en la fase G2/M

del ciclo celular *3 (Fig. 7).

Endocitosis de la toxina

Cytoplasm
Nucleus

Activation of
the HR and
NHEIJ response O O

-— 55 — -
et por (, arrest 1 arrest

A CdtB

- [ G1/G2 arrest — Apoptosis - Senescence ]

Figura 7. Entrada de la toxina y dafio en el nacleo celular
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La supervivencia de las células expuestas a la toxina tifoidea se debe, por otra parte, a la
activacion de genes homologos de las GTPasas Ras, en concreto RhoA, que previene la
muerte celular a través de la activacién de p38 y MK2 >4, aunque los factores que interrumpen
la progresion del ciclo celular pueden provocar la adquisicién de mutaciones.

Las respuestas provocadas por CdtB en la célula contribuyen a la acumulacién de
inestabilidad genética que, junto con una respuesta inflamatoria local crénica por la infeccion
persistente, proporcionan un ambiente propicio para la transformacion de células pre-
neoplésicas a células malignas en el hospedador. La produccion de biofilms por S. Typhi en la
vesicula biliar puede representar un factor clave para la promocion de dicha infeccion
persistente y, por lo tanto, a la exposicion del epitelio a un dafio repetido causado por toxinas
cancerigenas “°. No obstante se necesitan estudios adicionales para investigar la posible
asociacion entre S. Typhi productora de biofilms, portadores créonicos con calculos biliares y

la aparicién de cancer de vesicula biliar %,

Produccion de biofilms

La persistencia cronica, la dificultad en la erradicacion terapéutica de S. Typhi junto con su
habilidad para evadir la respuesta inmune del hospedador, sugieren que se trata de bacterias
formadoras de biofilms “°.

Se ha encontrado S. Typhi en muestras de biopsias de vesicula biliar procedentes de pacientes
que han sufrido una colecistectomia y en la observacion microscopica de los célculos, se
revelé una capa de biofilm que cubria su superficie > *°. Puede ser que S. Typhi haya
desarrollado una estrategia especifica para formar un biofilm sobre la superficie de los
calculos biliares y de esta forma persistir cronicamente en la vesicula biliar y apoyar el
proceso microbiano continuo de reinfeccion, seguido por diseminacion bacteriana a través de
la orina y las heces, como se observa en portadores crénicos °°.

La colonizacidon de los calculos biliares expone a S. Typhi a la bilis la cual posee propiedades
antimicrobianas, entre otras. Esta bacteria aparentemente tolera este ambiente hostil
demostrando que su resistencia a la bilis supone un mecanismo de patogénesis muy
importante tanto en la infeccion de vesicula biliar aguda como la crénica °’. La presencia de la
bilis puede inducir procesos pleiotrépicos en la bacteria como la regulacion de la expresion de
NUMerosos genes.

Se ha demostrado que S. Typhi es capaz de formar biofilms en célculos biliares humanos “in
vitro” utilizando tubos Eppendorf recubiertos de colesterol (el colesterol es el principal

componente de los célculos, ademas de otros compuestos como la bilirrubina calcica) e
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incubados con la bacteria en presencia de bilis. La bilis ejerce un efecto intenso en la
regulacién directa e indirecta de genes en S. Typhi mediante la regulacion a la baja de la
expresion de genes que se ven involucrados en la invasion celular, en la movilidad y proteinas
de membrana externas *8.

Una vez que se ha formado el biofilm, las células individuales que lo componen presentan una
tolerancia mayor a agentes antimicrobianos y por tanto el tratamiento antibidtico pasa a ser
inadecuado “¢. En la matriz del biofilm, las células microbianas muestran una concentracion
minima inhibitoria (CMI) entre 10 y 1.000 veces mayor comparadas con las mismas células
en condiciones de crecimiento plancténico %% °. Por lo tanto, la concentracion efectiva de
antibidticos que habria que alcanzar para eliminar el biofilm en el organismo es imposible de
conseguir debido a su toxicidad y a los efectos adversos en los pacientes.

La rapida identificacién de cepas de S. Typhi formadoras de biofilms permitiria reconocer
pacientes con alto riesgo, y eso mejoraria la prevencion de cancer relacionado con infecciones

bacterianas “8.

Conclusiones
= Los factores de patogenicidad de Salmonella Typhi vienen determinados por las Islas de
patogenicidad, entre las que destacan SPI-1 (con genes de invasion esenciales para la
infeccion intestinal) y SPI-2 (necesaria para la supervivencia intracelular de la bacteria).
SPI-1 y SPI-2 codifican dos Sistemas de secrecién de Tipo 111, que facilitan el transporte

de efectores hacia la célula hospedadora.

= La toxina tifoidea, uno de los principales factores de virulencia, se forma exclusivamente
cuando la bacteria es intracelular y presenta una arquitectura A2Bs Unica. Uno de sus
principales componentes, CdtB, es capaz de provocar un dafio en el DNA y detener el
ciclo celular, asi como causar apoptosis.
La toxina tiene como receptor una secuencia trisacaridica cuyo azlcar terminal solo se
encuentra en humanos debido a la desaparicion de la enzima CMAH. Esta enzima esta

presente en otros mamiferos y, por ello, S. Typhi no causa fiebre tifoidea en ellos.

= S. Typhi es capaz de formar biofilms en la superficie de célculos de la vesicula biliar,
hecho que podria suponer un factor clave para el desarrollo de la infeccion persistente en
dicha localizacion y a la existencia de portadores cronicos asintomaticos, que excretan la
bacteria y que diseminan la enfermedad. Esta situacion aumenta la predisposicion de
desarrollar cancer de vesicula biliar ya que la persistente liberacion de mediadores de

inflamacién, toxinas y metabolitos, pueden ser potencialmente mutagénicos.
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