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1. Introduccion

El célera es una enfermedad que se conoce desde hace mucho tiempo y ha sido
mencionada incluso en los escritos mas antiguos. Normalmente se ha identificado con
el subcontinente de la India, pero ha sido capaz de cruzar todo el globo. Desde el
comienzo del siglo XX, se han dado siete pandemias que se expandieron en oleadas, que
fueron facilitadas por la aumentada movilidad de las poblaciones humanas. La ultima

pandemia se produjo en 1961.

Actualmente es endémica en el Sur de Asia y muchas partes de Africa y Latinoamérica
(Figura 1), donde los brotes estan particularmente asociados con la pobreza y pobre
sanidad. Se producen alrededor de 5 millones de casos al afio. La enfermedad es la causa
de unas 120.000 muertes al afio, de las que la mayoria son de nifios. Ademas,
recientemente, como ocurrio tras el terremoto de Haiti en 2010, la bacteria se ha hecho
endémica en regiones del mundo que se creian libres del célera. Desde su deteccidon en
la isla, mas de 700.000 personas han contraido el cdlera y mas de 8500 personas han

muerto por su causa.

Paises con casos de colera reportados, 2010-2015

"/ Paises con casos de célera, 2015 )
- Paises con casos de célera, 2010-2014 E 1 e K i

@.; World Health
“%;7 Organization

BWHO 2016. All rights rescrved.

Figura 1. Mapa con los paises en los que se han reportado casos de colera entre los
anos 2010-2014. Adaptado de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).
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El agente etioldgico, Vibrio cholerae, fue
descubierto inicialmente por Pacini durante
una epidemia de coélera en Florencia (Italia)
en 1854, que lo nombré como el “bacilo-
coma” por la forma de “coma” que tiene en

las preparaciones de microscopia.

Posteriormente, fue renombrado con su  Figura 2. Fotografia de Robert Koch y
retrato de Filipo Pacini, Instituto y

actual denominacion por Koch en 1883, o :
Museo de Ciencia de Florencia.

quien demostré la relacion casual con la

enfermedad (Figura 2).

El género Vibrio esta constituido por bacilos gram-negativos rectos e incurvados, no

esporulados, anaerobios facultativos.

La mayoria de los vibrios son habitantes naturales de estuarios y ambientes marinos.
Muchos estan asociados con animales vertebrados e invertebrados marinos, y en
muchos casos la relacién es de simbiosis. Sélo 11 de las mas de 30 especies de Vibrio
identificadas se asocian con casos de enfermedad en humanos, y de éstos sdlo unos
pocos serotipos de V. cholerae tienen la distincidn de causar pandemias de célera. Como
veremos mas adelante, esta capacidad requiere de la adquisicion y expresion de factores
de virulencia contenidos en dos fagos filamentosos. Mientras tanto, V. cholerae reside

en océanos y estuarios, a veces asociado con la superficie e intestino de crustaceos.

El serotipo O1 de V. cholerae da lugar en el hombre a un cuadro diarreico, que puede
ser mortal a causa de la deshidratacidon que ocasiona. El proceso estd provocado no por
la invasion bacteriana, sino por la enterotoxina producida, que altera la fisiologia de las
células intestinales sin dafiarlas. La pérdida de liquidos es destacable, puede llegar a ser
de 20 litros en un periodo de 24 h, lo que conduce a una fuerte deshidratacion bioldgica.
Sin tratamiento, mas del 80% de las personas sintomaticas mueren. Sin embargo, con

una adecuada rehidratacioén, la mortalidad puede disminuir hasta un 1% (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo vital de V. cholerae y su efecto en el hospedador humano.
Adaptado a partir de la Agence France-Presse (AFP).

2. Ciclo biologico de V. cholerae

V. cholerae es un patdégeno que vive en el agua, es propagado por ruta fecal-oral y
parece haber desarrollado una serie compleja de caracteres que actuan en diferentes
fases del ciclo de vida para asegurar su continuidad en el habitat natural, la transmisién
a y la multiplicacion en el hospedador humano vy la liberacidon en el medio acudtico,

donde puede persistir durante un largo periodo antes de reinfectar.

Existen muchos datos que indican que V.
cholerae forma biofilms, tanto en las fases
acudticas como en las intestinales de su
ciclo de vida, y que estas estructuras son
importantes para la diseminacién y la
persistencia (Figura 4). Los biofilms son

comunidades microbianas que estan

rodeadas por una matriz de polisacaridos Figura 4. Imagen microscopica realizada

. por G. Knott y M. Blokesch, EPFL.
que las bacterias producen, lo que les
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permite sobrevivir a ambientes inhdspitos, como son un bajo pH o la presencia de
sustancias antimicrobianas. También les permite defenderse de depredadores
(protozoos) y de bacteridfagos. Con frecuencia, V. cholerae forma biofilms sobre los
exoesqueletos del zooplancton, dado que estos contienen quitina y la bacteria es capaz

de crecer utilizando esta molécula como Unica fuente de carbono.

Para que tenga lugar la formacidn del biofilm y su adhesién a las superficies, es necesaria
la participacion del pili de tipo VI MSHA (“mannose-sensitive haemagglutinin”). Tras la
adhesién, donde tiene un papel clave la proteina Bapl, se produce una matriz
extracelular compuesta de polisacaridos, proteinas y dcidos nucleicos, siendo elementos
fundamentales el polisacarido de Vibrio (VPS); las proteinas de la matriz de biopelicula
RbmA, RbomC; y ADN extracelular (eDNA). Para que el proceso ocurra de manera exitosa

es fundamental la activacidon proteolitica de RbmA (Figura 5).

Vibrio

oMV

Bap1
RbmC+RbmA+VPS
RbmA*

Proteasas

Xcoﬁ';

(A) (8) (%} (D)

Figura 5. Papel de las proteinas de matriz extracelular en la formacion del biofilm de
Vibrio cholerae. Adaptado de Teschler et al. (2015) y Duperthuy et al. (2015). (A) Las
bacterias planctonicas se adhieren a la superficie secretando Bapl (marcas grises) y
comienzan a producir la matriz del biofilm (azul). (B) Secrecion de proteasas HAP, PrtVy
VC0157 que pueden procesar y activar a RbmA (amarillo). Las vesiculas de membrana
externa (OMVs) (morado) tienen un papel clave en esta etapa. (C) Maduracion de la
biopelicula por reclutamiento de bacterias a RomA*. (D) Expansion del biofilm formado

por las bacterias reclutadas.
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La importancia de estas formaciones para la transmision viene de la observacién de que
la filtracion del agua de particulas mayores de 20 um reduce de forma significativa los

casos de cdlera.

Por otro lado, la bacteria también parece ser capaz de adoptar un estado quiescente,
con un metabolismo reducido, que es una forma en la que la bacteria puede sobrevivir

a condiciones ambientales dificiles.

Las fases del ciclo de vida de V. cholerae se pueden resumir en las siguientes etapas

En la etapa 1, los organismos entran en el hospedador via ingestién de agua o
alimentos contaminados. V. cholerae debe atravesar el estémago hasta alcanzar el
intestino delgado, donde se va establecer. Sin embargo, la bacteria es bastante sensible
a pH acidos, por lo que se piensa que la bacteria va a acceder al tubo digestivo formando

parte de “biofilms”, lo que le permite sobrevivir al bajo pH del estémago humano.

A continuacion, en la etapa 2, una vez que ha llegado al intestino delgado, la
bacteria del célera siente el ambiente del hospedador y modifica de acuerdo con ello su
expresion génica. Asi, en esos momentos se expresan proteinas como CadA, una lisina
descarboxilasa que consume protones, protegiendo a V. cholerae del estrés acido; o
OmpU, que ademas de proteger a la bacteria de los acidos biliares y de los péptidos
antimicrobianos, desempefia un papel fundamental en la inflamacién intestinal,

induciendo la expresién de IL-8.

En la etapa 3, la bacteria va a producir factores que aumenten su capacidad de
colonizacidn. Lo primero que la bacteria debe solventar es el atravesar la capa de mucus
(de unas 150 um de grosor) para interaccionar con el epitelio intestinal. Para ello, va a

producir una serie de mucinasas, cuya caracterizacion todavia no se ha realizado.



_ Microbiologia Clinica Tema 19. Género Vibrio

En la etapa 4, se va a producir la colonizacion del epitelio intestinal. V. cholerae
produce varias adhesinas, entre las que se encuentran proteinas del flagelo, Mam?7,
GbpA, OmpU y FrhA. Tras la adhesidn al epitelio intestinal, la bacteria pierde movilidad,
comienza a proliferar e inicia la expresién de virulencia. V. cholerae forma
microcolonias, agrupaciones que son mantenidas por las propiedades adherentes de la
proteina TCP (ver mas adelante) y por la proteina TcpF, cuya secrecidon es mediada por

TCP.

Biofilm de V. cholerae Pili Zooplancton
V. cholerae  Fitoplancton planctonico MSHA ’ }‘

Célula metabdlicamente activa | | Célula quiescente

Ingestion T Salida -
Ingestion | al medio

9/\@1

o >
A v > g

Heces

B Mucus - —>
‘ P ‘,\ @
A4 ' 4
TCP
Agrupacion
Hospedador humano (intestino delgado) mediada por TCP

Figura 6. Biofilms en el ciclo vital de Vibrio cholerae. Adaptado de Teschler et al. (2015)
En la etapa 5, la bacteria siente el cambio en el ambiente generado por los

efectos de las toxinas y la multiplicacién bacteriana. Entonces, los organismos sienten

gue es el momento apropiado para desprenderse y abandonar al hospedador.
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Finalmente, en la etapa 6, una vez que la bacteria se encuentra fuera del
hospedador, va a volver a modificar su expresidn génica para facilitar la persistencia en

el ambiente natural.

En la Tabla 1 se recogen las principales caracteristicas de cada una de las etapas.

Etapas del ciclo vital de V. cholerae

Entrada de V. cholerae en el hospedador y llegada al intestino
Etapa 1l

delgado.
Etapa 2 Modificacién de la expresidon génica en funcion del ambiente
P para adaptarse al medio.
Produccidon de factores, como mucinasas, que aumentan la
Etapa 3

capacidad de colonizacién del microorganismo.

Adhesidon y colonizaciéon en el epitelio intestinal, donde V.
Etapa4 | cholerae pierde movilidad e inicia la expresién de factores de
virulencia.

Etapa5 La bacteria abandona el hospedador.

V. cholerae modifica nuevamente su expresién génica para

Etapa 6 .
P adaptarse al ambiente natural.

Tabla 1. Tabla resumen de las distintas etapas del ciclo vital de Vibrio cholerae.

3. Genes asociados con virulencia

La patogénesis del célera es un proceso complejo que implica a un niumero de factores
gue ayudan al patdgeno para alcanzar y colonizar el epitelio del intestino delgado y

producir la enterotoxina que altera el transporte de iones por las células epiteliales.

3.1. Evolucion, adherencia y produccion de toxinas

La evolucion molecular de V. cholerae es un ejemplo fascinante del papel que los

elementos genéticos transponibles han desempenado en la evolucién de un patdgeno.

En V. cholerae, los principales genes de virulencia se encuentran agrupados, y existen al
menos dos regiones del cromosoma en los que los genes responsables de la virulencia

se encuentran agrupados. Estos incluyen el elemento CTX, que recientemente se ha
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descubierto que corresponde al genoma de un bacteriéfago filamentoso y la isla de
patogenicidad TCP (Figura 7). Ambas regiones de DNA parecen ser el resultado de una
transferencia horizontal de genes. De hecho, en la isla de patogenicidad TCP se
encuentra el gen codificante para una integrasa (con homologia a integrasas de fagos) y

el “cluster” esta flanqueado por sitios de anclaje especificos (semejantes a los sitios de

anclaje att del fago lambda).

Tema 19. Género Vibrio

tnp aldA tagA tagD teplPH ABQCRDSTEF toxT J acfBC tagk acfA int
AEN 1 LI Il I
att tep cluster acf cluster att
~40 kb
- >

Figura 7. Organizacion genética de la isla de patogenicidad TCP de V. cholerae.

Imagen de Faruque et al. (2003).

En este locus se encuentran los genes
codificantes para proteinas implicadas en |a
formacién del pilus o fimbria tipo IV, un
factor absolutamente esencial para la
colonizacidon de humanos por V. cholerae
(Figura 8). Cuando estas bacterias son
crecidas en condiciones optimas para la
expresion del gen tcpA (pilina) se hacen
altamente hidrofébicas y tienden a
autoaglutinarse en cultivo, lo que sugiere
gue una funcién del pilus sobre la superficie
puede ser la de pegar a las bacterias en los
sitios de colonizacidn sobre la superficie de
la mucosa intestinal. TcpA (pilina), la
subunidad mayoritaria del pilus tipo 1V,
parece ser la proteina de la cubierta del

fago TCPO® (Figura 9).

FLAGELO -
-

Figura 8. Micrografia electronica de
transmision de V. cholerae
expresando TCP. Adaptada de
Manning (1997). El panel A es una
magnificacion del panel B. El flagelo
polar se indica con fines comparativos.
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Figura 9. (A) Posicion de aminodcidos conservados y polimdrficos
(flechas verdes) en la estructura secundaria de TcpA. (B) Plegamiento
secundario predicho para TcpA. Imagen de Boyd y Waldor (2002).

3.1.1. El elemento genético CTX

En 1996 se demostrd que el elemento CTX es en realidad un bacteriéfago filamentoso
especifico de V. cholerae, al que se le ha denominado CTX®. El genoma de este fago
incluye los genes que codifican para la toxina célera, que es la molécula responsable de

la patogénesis asociada a la infeccién por este patdgeno.

CTX® tiene un genoma de DNA de cadena sencilla de 6,9 kb (Figura 10), que es muy
similar al de los genomas de colifagos filamentosos especificos de pilus-F (fagos Ff) tales
como f1, fd y M13. Los genes codificantes para proteinas de la cubierta y las implicadas
en el ensamblaje y secrecidon son muy similares a los existentes en los fagos Ff. En
cambio, rstA codifica para una proteina importante para la replicacién de CTX® que es
diferente a la proteina de replicacién de los fagos Ff. El genoma de CTX® también se
distingue por la presencia del gen ctxAB, codificante de las cadenas A y B de la toxina
colera, y de los genes rstB y rstR. Estos dos ultimos genes son importantes para la
integracion y lisogenia de CTX®, dos procesos que lo distinguen de los fagos Ff (éstos

son mantenidos como plasmidos dentro de Escherichia coli).

Con frecuencia, las cepas toxigénicas de V. cholerae contienen multiples profagos CTX
insertados en el mas largo de los dos cromosomas que tiene esta bacteria. Ademas,

entre los profagos CTX se encuentra el elemento RS1 (Figura 10). Este elemento es
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esencialmente igual a una parte del genoma de CTX® (contiene los genes para la
replicacion (rstA), integracion (rstB) y regulacidn transcripcional (rstR). RS1 también
incluye rstC, un gen no presente en CTX®, que codifica un anti-represor que facilita la
expresion génica de CTX®. RS1 carece de los genes para las proteinas de la cubierta,
ensamblaje y toxina célera y no es capaz de una transmisién auténoma. RS1 utiliza las
proteinas de la cubierta y ensamblaje de otros fagos filamentosos especificos de V.

cholerae, tales como CTX®, VGIO y KSF®.

Genoma profago CTX® Elemento RS1
Ig-1 Ig-2 Ig-1 Ig-2
rstR  rstA rstB pshcep pllI™ ace zot ctxA ctxB rstR  rstA rstB rstC

Proteinas implicadas en Subunidades \
Proteinas de cubierta y

replicacién, integracién AyBdela

ensamblaje del virus g g
toxina célera

y transcripcién del virus

Figura 10. Disposicion cromosémica del elemento RS1 y el profago CTX®
en V. cholerae. Adaptada de McLeod et al. (2005).

En la figura 11 se muestran las principales etapas del ciclo de vida de CTX® que son: i)
infeccion; i) integracién del genoma del fago en el cromosoma [; iii) replicacién del DNA
del fago; iv) ensamblaje y secrecién de los nuevos fagos. El ciclo de vida de este fago es
un ejemplo de lo sofisticado que puede llegar a ser la relacién entre un fago y su célula

hospedadora.

El receptor para CTX® en la superficie celular de la bacteria es el pilus codificado en la
isla de patogenicidad TCP. También se requieren para la infeccidn las proteinas TolQRA
de V. cholerae; en particular el componente TolA del complejo actia como co-receptor
para CTX®. Asi, como ocurre con otros fagos Ff, la infeccion de CTX® también ocurriria
en dos etapas: primero el fago interacciona con TCP, un receptor que se proyecta mas
alla de la pared celular, y desde alli seria transferido a la proteina periplasmatica TolA.
La unién a TolA induce el desensamblaje del DNA del fago y su entrada en el citoplasma.
Una vez en el citoplasma, el genoma de cadena sencilla de CTX® es copiado por

proteinas de la bacteria para generar DNA de cadena doble y circular (el plasmido pCTX).
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En la mayoria de los casos, este plasmido se va a integrar de forma especifica de sitio en
el cromosoma (Figura 11). CTX® no codifica su propia integrasa, sino que recluta dos
proteinas de la bacteria, XerC y XerD, que van a mediar su integracién. En el proceso
interviene la proteina RstB, codificada en el genoma del fago. XerC y XerD son tirosin
recombinasas responsables de la resolucién de los dimeros que se generan por
recombinacién homodloga entre las dos copias del cromosoma en el proceso de
replicacion (Figura 11). La integracion de CTX® ocurre por recombinacion entre las
secuencias homoélogas en el genoma del fago (attP) y del cromosoma | de V. cholerae

(attB).

cTXO

Infeccion §F TCP

- N
_— Smtesls de

/ | dSDNA ssDNA‘ (

( d — O: 3

§ sDNA l?c' Js-sO/V

;;e, Q

= : i 0,.
ssDNA _&

Cromosoma

4

Figura 11. Ciclo de infeccion, integracion y
replicacion del genoma del fago CTX®. Adaptada
de Pant et al. (2016).

A

La mayoria de los fagos que se integran en los cromosomas de su bacteria hospedadora
lo hacen de forma reversible, de tal forma que, tras la activacidn, el genoma se escinde
desde el cromosoma. Sin embargo, la escisidn del profago CTX® del cromosoma de V.
cholerae parece no ocurrir nunca. A cambio, el profago integrado actla como un molde
para la sintesis de DNA viral, que va a producir DNA de cadena sencilla (ssDNA). La
produccién del ssDNA requiere de la participacion de la RstA del fago y de la DNA
polimerasa bacteriana. Este proceso inusual de replicacion es ventajoso para el fago,
pues permite la transmisidn horizontal del DNA CTX® a través de particulas del fago, y

la transmision vertical del profago a las células hijas.
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Una vez que el genoma de CTX® se integra en el cromosoma de V. cholerae, el fago
entra en un estado lisogénico, en el que la expresion de los genes del fago se encuentra
reprimida. De forma analoga a lo que ocurre con los fagos de la familia lambda, cuya
lisogenia depende de la expresion del represor transcripcional cl, la lisogenia de CTX®
depende del represor RstR. Este represor estd codificado en el fago, pero no tiene
homdlogo en los fagos Ff. Como ocurre con los liségenos A, el tratamiento de los
lisogenos CTX® con agentes que danan el DNA y que inducen la respuesta SOS, tales
como la luz UV y la mitomicina C, promueven la transcripcion del profago y la produccién

del virion CTXo®.

CTX®, al igual que otros fagos filamentosos, es secretado desde V. cholerae sin producir
la lisis celular. La proteina Zot, codificada en CTX® y homdloga a la proteina pl de los
fagos Ff, es la encargada del ensamblaje y secrecién del fago. Sin embargo, a diferencia
de los fagos Ff, CTX® no codifica para una secretina, un poro de la membrana externa
gue sirve de canal para la secrecidon de viriones fuera de la célula. En su lugar, CTX® es
secretado a través del canal EpsD, codificado en el cromosoma de la bacteria. EpsD
forma parte del sistema de secrecion tipo Il que también media la secrecidén de la toxina

cdlera, la proteasa hemaglutinina, la quitinasa y otras proteinas.

En resumen, el fago CTX® depende de factores bacterianos para mediar la integracion,
la transcripcion y la secrecién de las particulas virales, tal como queda reflejado en la

, que proporciona una vision global del ciclo del fago en el interior de la
bacteria. CTX® y V. cholerae han coevolucionado para permitir al fago utilizar funciones
de la bacteria sin comprometer la biologia de V. cholerae. Por otro lado, la presencia de
CTX® es ventajosa para la bacteria. Los liségenos CTX® pueden producir la toxina célera,

cuya actividad favorece la multiplicacion y diseminacion de la bacteria.
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Figura 12. Representacion global del ciclo de vida del fago
CTX® en V. cholerae. Adaptada de Davis y Waldor (2003).

3.1.2. Evolucién de virulencia en V. cholerae

La isla de patogenicidad TCP codifica para un pilus que, ademads de ser un factor
importante de colonizacion, es el receptor para CTX¢. Asi, las cepas que pueden
colonizar al hospedador humano son preferencialmente capaces de adquirir los genes

gue codifican para la toxina célera.

Asi, la emergencia, literalmente desde las profundidades de los océanos, de este
patdgeno potencialmente fatal dependié de la adquisicidon secuencial de dos elementos
genéticos: un bacteriéfago (TCP¢) que codifica un factor de colonizacidn que, a su vez,

es el receptor de un segundo bacteriéfago (CTX¢), que codifica para una potente toxina

(Figura 13).

Por tanto, la infeccién con TCP¢ fue la etapa critica en la evolucidn de virulencia a partir
de cepas no patogénicas de V. cholerae. Ambos bacteridfagos pueden integrarse en el
genoma bacteriano y formar intermediarios de replicacién episomal. La produccién de
la toxina cdlera y la biogénesis de CTX¢ dependen de la secretina, codificada en el

genoma bacteriano (Figura 13).
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Figura 13. Adquisicion de factores de virulencia
por V. cholerae. Adaptada de Donnenberg (2000).

3.2. Proteinas de secrecidon

V. cholerae produce un gran nimero de proteinas de secrecion, algunas de las cuales se
han clasificado como toxinas. Otras son fundamentalmente enzimas hidroliticas que
pueden influir el proceso de colonizacién y que también tienen el potencial de proveer

de una fuente de nutrientes basicos.

3.2.1. Modificadores de colonizacion

Entre las enzimas hidroliticas que secreta V. cholerae se encuentran DNasas, proteasas,

quitinasa y neuraminidasa.

Se han identificado dos DNasas que se implican en lo siguiente. La cubierta mucosa del
epitelio intestinal es rica en DNA debido presumiblemente al alto recambio de las células
epiteliales. Esto contribuye a la viscosidad y reduce la habilidad de las bacterias para
penetrar este sistema de defensa natural. Sin embargo, la producciéon de DNasas puede
proveer un medio no sélo de facilitar el pasaje, sino que haciendo esto, también provee

de nutrientes adicionales en la forma de los productos de hidrdlisis de DNA.

Se han descrito multiples proteasas; una de ellas, la proteina soluble hemaglutinina

(Hap) es una molécula particularmente interesante. Se ha mostrado que tiene actividad
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mucinasa, es capaz de romper la fibronectina, y se ha sugerido que estd implicada en la

activacion proteolitica de la toxina célera (Figura 14).

El pretratamiento de células epiteliales en cultivo con Hap previene la adherencia de la
bacteria, y los mutantes hap, aunque no tienen afectada la virulencia, presentan una
reducida "salida a la luz" (shedding). Asi, ademas de facilitar la rotura del mucus, Hap
también actla como un separador, rompiendo receptores para un nimero de adhesinas
(como por ejemplo la adhesina celular GbpA) y ayudando a liberar a la bacteria al
ambiente. La hemaglutinina también estd implicada en la separacién de las uniones
estrechas (“tight junctions”) en el intestino delgado a través de la degradacién de la

proteina ocludina, favoreciendo la secrecién de fluidos de forma paracelular (Figura 14).

|Hemag|utinina (Hap) |

1
Mucinas

Figura 14. Dianas de la hemaglutinina en el
intestino delgado durante la infeccion por V.
cholerae. Adaptada de Benitez y Silva (2016).

La potente neuraminidasa (NanH) parece tener un papel durante la mayor parte de la
infeccion. La toxina cdlera reconoce el gangliésido GM1 como su receptor; sin embargo,
GM1 no es el glicolipido mas abundante en la membrana. En cambio, otros
polisialoganglidsidos predominan. NanH convierte estas moléculas en GM1 retirando
los dacidos sialicos adicionales, lo que resulta en un aumento de la densidad de
receptores para la toxina célera (Figura 15). Recientemente, se ha encontrado que el
gen para esta neuraminidasa se encuentra situado en una isla de patogenicidad. Esta

region, llamada VPI-2 (“Vibrio cholerae pathogenicity island”) tiene una longitud de 57,3
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kb, esta insertada en el gen para tRNA>®, esta flanqueada por repeticiones directas y

tiene el gen codificante para una integrasa de bacteriéfago.

Células intestinales Mucus Vibrio cholerae

P
Neuraminida{a “h\_\\\.\\_\,\
.

Captacién

=&,

/’

Acido sidlico libre

Receptor gangliésido
GM1 expuesto

Figura 15. Actuacion de la neuraminidasa NanH sobre
los polisialogangliosidos del intestino. Adaptada de
Haines-Menges et al. (2015).

La produccién de quitinasa presumiblemente tiene relevancia en la fase de ambiente
acuatico. V. cholerae se encuentra normalmente en asociacién con particulas quitinosas

y la secrecidon de una quitinasa puede facilitar el anclaje y la adquisicidn de nutrientes.

4. La toxina colera

La toxina colera (CT) es el factor de virulencia responsable de las diarreas masivas que
produce la infeccidon con V. cholerae. Para causar la enfermedad, el cdlera, la toxina debe

atravesar la barrera epitelial intestinal, que es bastante impermeable a macromoléculas.

4.1. Estructura y funcion

La toxina cdlera (CT) es una de las toxinas bacterianas mas estudiadas, genéticamente,
estructuralmente y en su modo de accion. CT estd compuesta de dos subunidades, Ay
B, codificadas por dos ORF separadas pero solapantes que se localizan dentro del operdn
ctxA,B. Cinco subunidades B forman una estructura en anillo, en cuyo interior se encaja

la subunidad A.
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En la toxina madura, la subunidad A se cT
Une GM1
Fa Bucle flexibl
encuentra rota proteoliticamente en las Pua dutvy
— : AlyA2
cadenas Al y A2, que se mantienen juntas por B A AR A
Cadena A1 '\\r \1 ,\, -
un puente disulfuro, presente en una region \\XA4 2§
N .\“ ) Cadena A2
O

flexible en cuanto a conformacién, e

interacciones no covalentes. El extremo C-  subunidades

terminal de la cadena A2 se inserta en el anillo

* KDEL

formado por las subunidades B y esto hace que
Figura 16. Estructura cristalina de

la toxina colera (CT). Adaptada de
extremo C-terminal de la cadena A2 contiene la  Lencer & Tsai (2003). Destacan las
subunidades A1, A2 y B, asi como el
motivo KDEL y el puente disulfuro

que es el motivo KDEL (Figura 16). entre subunidades A.

el complejo permanezca unido. Ademas, el

sefial de retencion en el reticulo endoplasmico,

La cadena Al es la que entra en el citosol y causa la enfermedad. Una vez en el citosol
del enterocito, esta proteina se dirige hacia la membrana basal, donde se localiza su
blanco, la adenilato ciclasa. El fragmento A1 ADP-ribosila el componente regulador Ns
(Gs) de la adenilato ciclasa. La ribosilacién de Ns hace que éste se mantenga en un
estado de activacién continuo, lo que conduce a la produccion de grandes niveles
intracelulares de cAMP, lo que a su vez activa a la protein-quinasa A, que fosforila y, por
tanto, activa una serie de proteinas implicadas en la secrecién de Cl, bicarbonato
(HCO3) y agua.

La subunidad B es una lectina que une el e
dominio oligosacaridico del ganglidsido GM1,

que es el receptor de membrana para la toxina.

El gangliésido GM1 [Gal(B1-3)GalNAc(p1-

4)(NeuAc(a2-3))Gal(B1-4)Glc(B1-1)ceramida], Figura 17. Gangliésido GM1
anclado a la cara externa de la
membrana plasmdtica. Adaptada
sobre la superficie celular de todas las células de  de Williams et al. (1999).

un ganglidsido que se encuentra distribuido

mamiferos. La parte pentasacaridica del GM1 se encuentra expuesta sobre la superficie

celular a la que se ancla por la cola de ceramida (Figura 17).
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4.2. Transporte de la toxina al interior celular

La primera indicacion de que la CT podria ser transportada desde la membrana
plasmatica al reticulo endoplasmatico (RE) se obtuvo con el uso de la droga brefeldina
A. Se encontro que esta droga inhibia completamente la accién de CT. El efecto conocido

de la brefeldina A es el de bloquear el transporte a nivel del aparato de Golgi y el RE.

Asi, se plantea que CT interacciona con la superficie celular a través de su unién al
ganglidsido GM1. La unidn se realiza a través de la subunidad B, hecho que conduce a la

asociacion de CT con balsas lipidicas (“lipid rafts”, microdominios de membrana ricos en

colesterol y glicoesfingolipidos) (Figura 18).
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Tema 19. Género Vibrio

Figura 18. Internalizacion, recorrido y accion de la toxina

cdlera. Adaptada de Clemens et al. (2011)
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Sin embargo, esta interaccién entre el
ganglidsido GM1 y el sitio de unién primario en
las subunidades B no es la Uinica que se produce.
CT posee, ademas, sitios de unidn secundarios
gue unen receptores fucosilados, como algunos

oligosacaridos de Lewis (Figura 19).

A continuacidn, se produce la internalizacién y
la toxina se observa en endosomas que
recircularizan desde el aparato de Golgi al RE.
En este proceso interviene la proteina ERD2,
proteina que une el motivo KDEL, que es una

sefial de retencidn en el RE.

Tema 19. Género Vibrio

CTA

CTB

Receptor
fucosilado

Receptor
fucosilado

O Sitio de unién primario (GM1)

Figura 19. Dibujo esquemadtico de
CT y sus receptores glicanos.
Adaptada de Heim et al. (2019)

La CT llega al RE perfectamente ensamblada. Alli, la subunidad A es reducida, vy la

cadena Al es desensamblada del resto de la toxina, desplegada y transportada al citosol

(Figura 20).
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Figura 20. Retrotranslocacion de la cadena A1l de la
toxina colérica. Adaptada de Lencer & Tsai (2003).
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En el RE, la toxina utiliza la maquinaria encargada de monitorizar y degradar las
proteinas mal plegadas. Este sistema de control de calidad de proteinas, llamado ERAD
(“ER-associated degradation”), se encarga de que las proteinas mal plegadas, presentes
en la via de secrecidn, sean reconocidas, desplegadas y translocadas al citoplasma para
su degradacién por el proteasoma. En la etapa final del proceso, las proteinas son
poliubiquitinadas en el citosol para su direccionamiento hacia el proteasoma. Sin

embargo, CT no sufre esta ultima etapa.

Las subunidades A y B de CT se encuentran plegadas de una forma estable: incluso
después de la rotura y reduccién de la subunidad A, la cadena Al permanece
fuertemente unida a la subunidad B. Para desensamblar la cadena Al del resto de la
toxina, se requiere la intervencion de la isomerasa de puentes disulfuro (PDI, “protein

disulfide isomerase”), localizada en el RE.

En la siguiente etapa, la proteina Erol (una oxidasa asociada a la membrana del RE)

oxida a la PDI, lo que conduce a la liberacién de la cadena Al en su estado desplegado.

El canal que media el paso de la toxina desde el RE al citoplasma no es conocido con
exactitud, pero existen muchas evidencias que apoyan pudiera ser el mismo poro que
transporta proteinas durante el proceso de biosintesis, es decir, Sec61. Un factor como

p97 AAA-ATPasa podria estar ayudando a la propulsién de la cadena A1l hacia el citosol.

Finalmente, una vez en el citoplasma, la cadena Al de CT debe evitar la degradacion por
el proteasoma. La poliubiquitinacidn es el principal mecanismo que marca las proteinas
para ser degradadas en el proteasoma, y la ubiquitinaciéon ocurre en las lisinas.
Curiosamente, la cadena A de la toxina es extremadamente pobre en lisinas. Asi, se
piensa que la escasez de lisinas en la cadena A1, junto con una habilidad para replegarse

de una forma rapida, protegen a la toxina de la degradacién en el citoplasma.
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4.3. CT como diana terapéutica

CT es una diana ideal para el desarrollo de drogas terapéuticas. Se ha descubierto que
moléculas como virstatina inhiben la expresion del gen toxT, el cual codifica para un
factor de transcripcion que activa la expresiéon del gen que codifica para CT, quedando
blogueada la expresion de la CT desde uno de los primeros pasos necesarios para su

produccién.

Este tratamiento tiene una corta ventana temporal de oportunidad, ya que, si la bacteria
se divide demasiado antes de llevar a cabo la inhibicién de la expresién de toxT, se
producirdn grandes cantidades de CT que provocaran su efecto patogénico en el

hospedador.

5. Regulacidon de virulencia

La regulacion de los genes asociados a virulencia en V. cholerae esta muy influenciada
por las condiciones ambientales, bajo pH y baja sal, en las que el microorganismo se va
a enfrentar y va a requerir de estas toxinas. La expresion coordinada de los genes de
virulencia se obtiene a través de la actividad de un sistema en cascada de factores

reguladores.

El activador transcripcional que directamente activa la expresidon de los genes de
virulencia es la proteina ToxT . ToxT es miembro de la familia de activadores
transcripcionales AraC/XylS. ToxT activa la transcripcidn tras unirse a unas secuencias
de 13-pb de DNA, denominadas Toxbox. Una vez unida al DNA, ToxT activa la expresién
de los genes ctxAB y tcpA (y otros), presumiblemente al interaccionar también con la
RNA polimerasa.

Ill

La expresidn de ToxT, a su vez, esta regulada por el “reguléon ToxR”. ToxR posee tres
dominios: un dominio citoplasmatico responsable de la unidn al DNA y la activacion de
la transcripcion, un dominio transmembrana y un dominio peripldsmico de funcion
desconocida. Para su actividad, ToxR, requiere de la presencia de otra proteina, ToxS.

Estas proteinas constan de un dominio situado en el periplasma, ademas del dominio



Microbiologia Clinica Tema 19. Género Vibrio

transmembrana. Aunque todavia no se ha demostrado, su funcidn pudiera ser la de

estabilizar a ToxR y promover su dimerizacién.

Para regular la expresion de ToxT, ToxR actta en conjuncién con un segundo activador
transcripcional, TcpP, que, al igual que ToxR, se encuentra localizada en la membranay
tiene un dominio citoplasmatico de unién a DNA y activaciéon, y un dominio
periplasmatico. TcpP también requiere la presencia de una proteina efectora de unién
a membrana, TcpH, que parece interaccionar con TcpP a través del dominio

periplasmatico.

La transcripcién del operdon que codifica estos dos genes, TcpP y TcpH, es muy
dependiente de factores ambientales, tales como la temperatura y el pH. Ademas, los
niveles de TcpP estan regulados por la interaccidon con TcpH. Asi, en células que carecen
de TcpH, TcpP resulta degradado rdpidamente. TcpP también resulta degradada, aun en
la presencia de TcpH, en condiciones no favorables para el desarrollo de virulencia como

es un pH de 8,5.

TcpP  TepH ToxR__ToxS
I I
(-D
@
ampT
o
CTX
w —| phage structural genes H CtxA ctxB )—
VP|¢ e\/@ l
lcpP !cpH>| tcpA-F ) toxT )| genes acf
@ l @

Regulacion de virulencia en V. cholerae.
Adaptada de Cotter y DiRita (2000)

El operdn toxRS parece estar activo de forma constitutiva, pero la transcripcion de
tcpPH es regulada por dos activadores, AphA y AphB, que estan codificados por dos
genes situados en distintas localizaciones del cromosoma bacteriano. AphA sirve como
el punto de conexion entre la expresion de los genes de virulencia asociado a la baja

densidad de cultivo.
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En las bacterias existen sistemas para detectar la densidad poblacional, que se
denominan “Quorum sensing”. En V. cholerae existen varios de estos sistemas. No
obstante, todos estos sistemas confluyen en un punto central que es HapR, quien a su

vez va a regular la expresién de aphA (Figura 22).

Estos sistemas de “quorum sensing” cuentan con moléculas inductoras, como es Al-2
(un diéster de furanosil-borato). A baja densidad celular, estas moléculas inductoras
estan en bajas concentraciones. En estas condiciones, LuxU es fosforilada por una
quinasa, produciéndose a continuacién una transferencia del grupo fosfato desde LuxU
a LuxO. La forma LuxO-P activa la expresion de cuatro RNAs reguladores llamados Qrrl-
4 (por “quorum-regulatory RNA”). Estos sRNAs, junto con la chaperona Hfq, se unen al
mRNA hapR y lo desestabilizan. El resultado es que, a baja densidad, no se produce la
proteina HapR.
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Figura 22. Regulacion de HapR mediante “quorum

expresion  estable  del  sensing”. Adaptada de Matson et al. (2007). Siglas:
CAI-1 (Cholerae Autoinducer-1), Al-2 (Autoinducer-2),
CqsS (Cholerae quorum-sensing Sensor), qrr (quorum-
traduccion en la proteina  regulatory RNA).

HapR (Figura 22). Esta

mensajero  hapR 'y su

proteina actla inhibiendo los factores de virulencia, dado que la proteina reprime la

transcripcion de aphA.
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Por otro lado, HapR activa la expresién de hapA, un gen que codifica para la
hemaglutinina/proteasa secretada por la bacteria, que es responsable del

desprendimiento de la bacteria del epitelio intestinal.

6. Aplicaciones inmunoldgicas de la toxina

La observacion de que CT actiia como un adyuvante de la respuesta de anticuerpos tras
su administracion por via intravenosa fue descrita en 1972. Posteriormente, en 1984 se
demostré que estos efectos adyuvantes también se observaban tras su administraciéon

por via oral, lo que tiene una importancia destacable para el disefio de vacunas (Figura

23).

Sin embargo, su toxicidad inherente y el desconocimiento de cudl es el mecanismo por
el que desarrolla este efecto inmunoestimulador han desaconsejado hasta este
momento su uso en humanos. Aunque actualmente se estad realizando una intensa
investigacion en esta direccion.

(A) (B) (©)
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GM-1
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Figura 23. Produccion de un adyuvante a partir de la toxina
colera. Adaptada de Brunner et al. (2010). Se descarta la
subunidad CTA y se une el antigeno de interés a la subunidad CTB,
la cual une al receptor GM1 y promueve el reconocimiento del
antigeno por el sistema inmunitario.
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