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Resumen

Shigella, como agente etiologico de la disenteria bacilar, es un
problema importante de salud publica a nivel mundial. Para el esta-
blecimiento de la infeccion este microorganismo emplea las funciones
celulares y de defensa propias del hospedero como son las células
M, los macréfagos y la “endocitosis” en su célula blanco, el ente-
rocito para lograr la replicacion y diseminacion intra e intercelular.
Las proteinas denominada Ipa (por “invasion plasmid antigen”) son
importantes efectoras bacterianas involucradas directamente con el
proceso de invasion celular. Estas proteinas se secretan al exterior
por medio de un sistema denominado Sistema de Secrecion tipo |l
o SSTT. Tanto los genes del SSTT como de las proteinas ipa (ipaB,
ipaC, ipaD, ipaA, e IpgD) estan codificados en los operones mxi /spa
e Ipa, en el plasmido de invasion de Shigella. Existen otros determi-
nantes de virulencia codificados tanto en el pINV (icsA, ipaH) como
en el cromosoma bacteriano (lipopolisacarido o LPS, enterotoxina 1,
toxina Shiga, etc), que cumplen distintos roles durante la invasion.
La transmigracién de polimorfonucleares neutréfilos y la liberacién
de citoquinas proinflamatorias, disgregan la integridad de la barrera
intestinal, facilitan la invasién y determinan el desarrollo clinico
durante la shigelosis.

Palabras clave: Shigella, shigelosis, diarrea, patogénesis, inte-
racciones celulares.

Abstract

Shigella, as an etiological agent of bacillary dysentery, is consi-
dered an important public health problem around the world. To esta-
blish infection, Shigella uses host cellular and defense mechanisms
such as M cells, macrophages and “endocitosis” in the target cell:
the enterocyte, followed by intracellular replication and spreading
into adjacent cells. The invasion plasmid antigen (ipa) proteins are
important bacterial effectors directly involved in the cellular invasion
process. Ipa proteins are excreted by the Secretion System Type IlI
(SSTT). SSTT and ipa genes (ipaB, ipaC, ipaD, ipaA, e IpgD) are en-
coded in the mxi/spa and ipa operons, carried on the Shigella invasion
plasmid (pINV). Virulence factors as icsA and ipaH are encoded on
pINV. Others such as lipopolisacharide (LPS), enterotoxin and Shiga
toxin are encoded in the bacterial chromosome and play different
roles in the invasion process. Transmigration of polymorphonuclear
leucocytes and the release of proinflamammatoy cytokines disrupt the
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intestinal barrier which facilitates the invasion process
and define the clinical symptoms of shigellosis.

Key words: Shigella, shigellosis, diarrhea, patho-
genesis, cellular interactions.

Introduccidn

Shigellasp., como agente etiolégico de la disente-
ria bacilar, es un problema importante de salud publica
a nivel mundial. Aunque los paises desarrollados no
se ven exentos de este problema, la morbi-mortalidad
asociadas a esta infeccion son significativamente mas
altas en los paises en vias de desarrollo. De acuerdo
con un estudio de revisién para el periodo 1966-1997,
se promedian 164,7 millones de casos de shigelosis
por afio alrededor del mundo. De esta cifra, 163,2
millones (99%) corresponden a paises en vias de de-
sarrolloy 1,5 millones (1%) a paises industrializados.
Las poblaciones mas afectadas son nifios menores 5
afios (69% de los casos), con mayor mortalidad en
este grupo etéreo.t*

El género Shigella incluye 4 especies: S. dysen-
teriae, S. boydii, S. flexneri, y S. sonnei. Las especies
mas comunes en paises en vias de desarrollo son S.
flexneriy S. dysenteriae. En paises industrializados,
los brotes epidémicos por esta bacteria se asocian
principalmente a S. sonnei.*:?

La shigelosis inicia como una diarrea acuosa que
puede progresar a deposiciones mucoides y sanguino-
lentas (disenteria) debido a la invasién y replicacién
de Shigellaen las células epiteliales del colon.2® La
via de infeccién para la shigelosis es fecal-oral, pre-
dominantemente por contacto persona a persona, sin
embargo se transmite también por agua y alimentos,
asociado a brotes epidémicos.®1% Algunos estudios
corroboran que Shigellasp. es un agente endémico en
la regién centroamericana (R.Achi et al., manuscrito
en elaboracion), asociado a diarrea severa que puede
requerir hospitalizacion en nifios.®V

Objetivos

El objetivo de esta revision es ofrecer una des-
cripcién actualizada de las distintas interacciones
que ocurren a nivel celular en el proceso de invasion
al epitelio intestinal en la shigelosis en sus distintas
etapas, desde el ingreso por sistema digestivo y la
resistencia al acido de la mucosa gastrica, hasta
la colonizacion del epitelio intestinal por medio de
transmigracion de las células M, fagocitosis e in-
duccion de apoptosis en macréfagos, invasién por la
superficie basolateral del enterocito y diseminacion
intra e intercelular. Los objetivos especificos son
describir la interaccion de los siguientes factores o
determinantes de virulencia: sistemas de resistencia
al acido, proteinas efectoras (Ipa A, Ipa B, ipaC, ipaD,

ipgD), sistema de secrecidn tipo Ill, proteinas para
la diseminacién intra e intercelular (IcsA-VirG, VirA),
genes codificantes en el plasmido de invasién y final-
mente, describir otros factores de virulencia asociados
como el lipopolisacarido y las toxinas (toxina Shiga,
enterotoxinas 1y 2).

Metodologia

Para la presente revisién se realizaron busquedas
de publicaciones en bases de datos bibliograficas
como PubMed y Medline, utilizando como palabras
clave: shigella, secretion system SSTT, shigellosis,
ipaB, ipaC, ipaD, invasion plasmid, shigella enteroto-
xins, shigella pathogenesis, Shiga toxin, entre otras.
Se utilizaron las publicaciones relacionadas con la
patogénesis molecular de Shigella, especificamente
estudios experimentales sobre la caracterizacion y
funcién de distintos factores de virulencia (sistema
de secrecién tipo lll, las proteinas Ipa, enterotoxi-
nas, toxina Shiga) relacionados con el proceso de
invasion al epitelio intestinal. Un criterio para esta
busqueda fue el afio de publicacién, pues se utili-
zaron las referencias bibliograficas a partir del afio
2001 hasta el 2008, con algunas excepciones por
ser articulos considerados como relevantes en este
tema. Se utiliz6 ademas publicaciones del INISA,
producto de nuestras investigaciones en este campo
y literatura especializada en patogénesis molecular
de Shigella.

Resultados

Primeros pasos en el proceso de invasion: Resis-
tencia bacteriana a la acidez gastrica

La ingestion de 10 a 500 células viables
de cualquiera de las 4 especies de Shigella es
suficiente para causar shigelosis en individuos
susceptibles.:%12 Se ha demostrado que Shigella
sp. y Escherichia coli poseen mecanismos que les
confieren resistencia a la acidez,'213 tales como
el de resistencia al 4cido 1, inducido por acidez y
reprimido por glucosa y el mecanismo 2, conocido
como GDAR por sus siglas en inglés (Glutamate
Dependend Acid Resistance), dependiente de des-
carboxilasa de aminoacidos y sistemas antiporter.??
La presencia de estos sistemas puede contribuir
a la tolerancia que Shigella muestra a la acidez
gastrica, lo cual podria explicar al menos parcial-
mente, la baja dosis infectante que caracteriza a
esta bacteria.314

Células M y neutréfilos como la puerta de entrada
Luego de su paso por la mucosa gastrica, Shigella
coloniza el epitelio intestinal en colon y transita a tra-
vés de las células M, que recubren los nédulos linfoides
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del epitelio intestinal. Posteriormente, a bacteria es
fagocitada por los macréfagos residentes, siendo este
proceso facilitado por la secrecion de proteinas efecto-
ras, conocidas como Ipa (siglas de “Invasion Plasmid
Antigen”)_(1,14,15)

Las Ipa estan involucradas directamente en el
proceso de invasién del epitelio intestinal y se secre-
tan al exterior por medio de un sistema denominado
Sistema de Secrecion tipo |11 o SSTT.(:1416) | os genes
que codifican tanto para el SSTT como las proteinas
efectoras (ipaB, ipaC, ipaD, ipaA, e IpgD) se en-
cuentran localizados en los operones mxi (membrane
expression of ipa antigens) /spa (surface presentation
of ipa antigens) e ipa, en una isla de patogenicidad
del plasmido de Shigella, denominado como plasmido
de invasién o pINV. Este plasmido posee otros deter-
minantes de virulencia con diversos roles durante la
invasién.(1,14,16—18)

Fagocitosis e induccién de apoptosis en el ma-
créfago

La fagocitosis de Shigella por parte de los ma-
créfagos residentes en el epitelio intestinal se facilita
por la secrecion de la proteina ipaC, que induce la
fagocitosis mediante la transduccién de una sefial de
ingreso.“? Una vez dentro del macréfago, Shigella
escapa del fagosoma e induce apoptosis o muerte ce-
lular programada de tipo proinflamatorio, siendo este
mecanismo dependiente de la proteina ipaB.?® Esta
proteina activa por protedlisis a la enzima Caspasa-1,
la cual activa el mecanismo de apoptosis y la secrecion
de citoquinas proinflamatorias como la interleukina
1-3 (IL-1-B) y la IL-18.1:1419

Shigella se libera del macréfago apoptético en una
ubicacién que favorece el contacto e invasion de su
célula blanco, el enterocito, por la superficie basolate-
ral. La otra ruta de invasién basolateral del enterocito
es via polimorfonucleares neutréfilos, que migran por
las uniones epiteliales en respuesta a la presencia de
Shigella invasora y a la liberacién de citoquinas como
la IL- 1B. El proceso de transmigracion de estas células
hacia el lumen intestinal contribuye a desestabilizar
la integridad de la barrera epitelial, facilitando asi la
exposicion de la superficie basolateral del enterocito y
el ingreso de Shigella a su célula blanco.®1419

Ingreso por la superficie basolateral de las células
epiteliales

El ingreso de Shigellaal citoplasma del enterocito es
un proceso complejo, que involucra una serie de pasos o
mecanismos de interaccion entre las distintas proteinas
efectoras bacterianas y la célula hospedera.t!7:2?

La primera etapa es de preinteraccion, en la
que las proteinas efectoras se acumulan en el ci-
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toplasma bacteriano y se asocian con chaperonas
para evitar su degradacion por protedlisis, como el
caso de ipaB-C y la chaperona IpgC.0417) E| SSTT
se ensambla en la membrana de la bacteria a 37°C,
para iniciar con la secrecion de proteinas efectoras
hacia el citoplasma del enterocito. *” En una segun-
da etapa, conocida como interaccién, se desarrolla
una plataforma para la transduccién de sefiales. Un
evento de reconocimiento toma lugar en la punta del
SSTT, activando un proceso de secrecién proteica.”
En una tercera etapa ocurre la macropinocitosis de
la bacteria, hay rearreglos localizados y masivos
de la superficie celular del enterocito, caracteriza-
do por la formacién de las estructuras conocidas
como filopodios y lamelipodios. Los rearreglos del
citoesqueleto de actina permiten la formacion de
un “foco de entrada”.*''” Una proteina codificada
en el plasmido de invasién de Shigella, llamada
VirA, es secretada por medio del SSTT, e induce
una desestabilizacion local del citoesqueleto. Esta
desestabilizacion es producida por la activacién de
pequefias guanosina trifosfatasas (GTPasas) de la
familia Rho y por una cascada que involucra a srcy
su sustrato fosforilado, la cortactina, ambos inducen
la nucleacion y el ensamblaje de actina, por medio
del complejo Arp2/3.1:22

En la cuarta y Gltima etapa se da la depolime-
rizacién de actina y cierre del macropinocitoma. La
efectora ipaA, es secretada por medio del SSTT, se
une a un dominio N Terminal de la vinculina e indu-
ce la depolimeracion de actina.®:'” Una vez dentro
del enterocito, la bacteria se multiplica dentro del
citoplasma, nicho que la protege de los componentes
del sistema inmunolégico del espacio extracelular.
La habilidad de Shigella para la diseminacion inter
e intracelular requiere de una proteina de membrana
externa denominada IcsA (VirG), codificada en el
plasmido de invasién y de otra proteina secretada por
SSTT, la cistein proteasa VirA.(1:1419

El proceso de locomocién permite que la bacteria
encuentre la membrana plasmatica eucariota, en don-
de forma protusiones que son endocitadas por las célu-
las adyacentes, permitiendo la formacién de vacuolas
0 endosomas de doble membrana, y la diseminacién
inter celular.”) Luego de la lisis de la doble membra-
na, la cual depende del SSTT y de las efectoras IpaB,
IpaC e IpaD, Shigella se libera en el citoplasma de la
célula adyacente e inicia un nuevo ciclo de replicacién
y diseminacion intra e intercelular.t1:1419

El proceso de invasion intracelular genera una
fuerte respuesta inflamatoria que destruye la integri-
dad de la barrera epitelial intestinal, exponiendo la
submucosa al espacio luminal.*% Conjuntamente
hay debilitamiento de las uniones intercelulares por
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la transmigracién de los PMN al lumen intestinal y
por la alteracién de la composicién proteica entre las
uniones por efecto de la propia bacteria. Estas estra-
tegias permiten a Shigella acceder a su célula blanco
obviando la transitosis mediada por células M.(14
Los leucocitos PMN son los principales efectores que
logran eliminar a la bacteria y delimitar la infeccion.
Adicionalmente, el INF- es esencial en la respuesta
innata de defensa contra Shigella.*:'4

El plasmido de invasion de Shigella

Las interacciones que se desarrollan a nivel ce-
lular en la shigelosis y sus manifestaciones clinicas
son producto de una interaccién compleja entre una
amplia gama de factores de virulencia, muchos de los
cuales estan codificados en su plasmido de invasién
(pINV). EI cromosoma bacteriano también codifica
para genes de virulencia (como LPS, enterotoxina 1),
islas de patogenicidad (SHI-1, SHI-2, SHI-3, SHI-Oy
SRL) y elementos de regulacion y existe una red global
de regulacién que controla la expresion de todos estos
determinantes de virulencia, tanto en el pINV como
en el cromosoma.#

La secuenciacién completa del pINV de distintas
cepas de Shigella, ha revelado que este plasmido
es un mosaico de alrededor de unos 100 genes,
con alta densidad de secuencias de insercion (ele-
mentos IS) y bajo contenido de guanina y citosina
(G+C) en genes de virulencia reconocidos, como la
regiéon mxi-spa e ipa (G+C=30 a 35%) en relacion
con el resto del pINV y el propio cromosoma de
Shigella (G+C=47,6 a 50%).1418 Se ha observado
ademas, una homologia en los genes de virulenciay
secuencias flanqueantes de las islas de patogenici-
dad de Shigella, Yersiniay Pseudomonas syringae,
indicando la posibilidad de un ancestro comudn para
las islas de patogenicidad en los plasmidos de estas
3 bacterias.*® Otros estudios sugieren que Shigella
sp. no es género separado de E. coli, pues ha evo-
lucionado a partir de esta especie, ambas bacterias
poseen una divergencia en sus genomas de sélo el
1,5%.(14.18)

Otros factores de virulencia

Lipopolisacarido (LPS)

El LPS es el mayor componente en la membrana
externa de Shigella, asi como de bacterias Gram nega-
tivas en general y su estructura completa es esencial
para la multiplicacién y la sobrevivencia intracelular
de estos patégenos en su hospedero.®® En el caso
de Shigella, se ha observado que la glicosilacién del
LPS afecta la exposicién del SSTT en la membrana
bacteriana, y de ese modo limita el proceso de invasién
en células intestinales de asas ligadas de conejo.®®

Por otro lado, se ha observado que la ausencia del
antigeno O afecta la motilidad generada por la polime-
rizacion de actina™ y que existe una correlacién entre
la distribucién y longitud del antigeno Oy la habilidad
de cepas de S. flexneri para formar placas y colas de
F-actina, pues afecta la viabilidad de IcsA.?”

Toxinas

Shigella produce varias toxinas, como la toxina
Shiga (Stx) asociada al serotipo Al en S. dysente-
riae. La toxina Shiga o Stx es una exotoxina que
no es secretada por la bacteria, sino que se libera
Unicamente durante la lisis celular y su efecto es
bloquear la sintesis proteica en la célula eucariota.
El receptor conocido para esta toxina se denomina
Globotriaosil 0 Gb3, y se expresa de forma variable
en células del endotelio vascular, encontrandose en
mayor cantidad en el endotelio intestinal y renal.?829
Existen ademaés las toxinas similares a toxina de
Shiga, denominadas Shiga like toxin o SLT 1y 2,
detectadas en Escherichia coli enterohemorragica.®
Algunos estudios han demostrado una asociacion
significativa entre la presencia de genes de intimi-
na (una proteina involucrada en la unién intima de
E. coli enterohemorragica a su célula blanco en el
epitelio intestinal) y la forma SLT 2 en aislamientos
de Shigella de pacientes con colitis hemorragica
y sindrome urémico hemolitico, suponiendo una
actividad sinérgica entre el gen de intimina y la
toxina SLT 2.¢?®

En el desarrollo del Sindrome Urémico Hemolitico
o SUH, enfermedad sistémica que se asocia mas fre-
cuentemente con E.coli enterohemorragica, la toxina
pasa al del intestino al endotelio renal por via vascu-
lar, produciendo dafio celular como necrosis cortical
renal en algunos casos con trombosis y destruccion
de los capilares glomerulares.*3? QOtro 6rgano que
se puede ver afectado en el SUH es el cerebro, con
serias complicaciones como convulsiones, ceguera
cortical y accidente vascular cerebral por trombosis.
Se han descrito ademas, problemas cardiopulmonares
como sindrome de distress respiratorio, fallo cardiaco
congestivo y miocarditis.3®

Shigella produce otras toxinas como la enterotoxina
1, codificada en el cromosoma en los genes setIAy
setlB, y la enterotoxina 2, codificada en un plasmido
de 63 kDa.1431-33 Ambas enterotoxinas alteran el
transporte de aguay electrolitos en intestino de conejo
tanto in vitro como in vivo.®V

La importancia de la enterotoxina 1 en la virulencia
de Shigella se ha descrito mas recientemente. Esta
toxina parece relacionarse con la fase temprana de
la diarrea acuosa en la shigelosis, expresandose con
mayor frecuencia en S. flexneri 2a. Sin embargo el
mecanismo por el cual inicia la diarrea durante la shi-
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gelosis no estéd aun claramente definido.'432 Estudios
realizados en Malasia han detectado los genes set1A
y setlB en el 42% de los aislamientos de Shigella
provenientes de pacientes con shigelosis disentérica,
mientras que en Espafia se ha registrado hasta un
60,78% en casos de diarrea del viajero.®1-3%

Por otra parte, la enterotoxina 2 fue descrita ini-
cialmente en aislamientos de en E. coli enteroinvasora
(EIEC) y se ha detectado en mas del 80% de los se-
rotipos de Shigella analizados.3?

Conclusion

Shigella, como patégeno de humanos, es un agen-
te importante de enfermedad diarreica y disenteria
que muestra una alta capacidad de adaptacion. Para
establecer una infeccion exitosa, Shigella utiliza los
mecanismos celulares y de defensa de su hospedero,
asi como diferentes tipos de efectores bacterianos
(proteinas ipa BCDA, ipgD, icsA-virG, virA, entre otras)
secretados por medio del Sistema de Secrecién tipo
Il (SSTT) que promueven su ingreso y sobrevivencia
dentro de la célula hospedera, asi como su replicacion
y diseminacion intra e intercelular. Los operones mxi,
spa e ipa, que codifican para el SSTT y las proteinas
ipa, se encuentran codificados en el plasmido de
invasion de Shigella y se transcriben al contacto de
la bacteria con el enterocito. Existen ademas otros
factores de virulencia, como el lipopolisacéarido (LPS)
y toxinas como la toxina Shiga, que cumplen un papel
importante en este proceso infeccioso.

En esta revisién, se han resumido algunas de las
caracteristicas mas relevantes del proceso de invasién
celular, lo que permite mayor comprension de las inte-
racciones celulares que se desarrollan en la shigelosis.
El estudio molecular de la patogénesis de Shigella se
ha acelerado en los Gltimos afios, sin embargo, aunque
es mucha la informacién disponible bajo este enfoque,
aumentan las preguntas sin respuestas claras que
ameritan mas investigaciones. Numerosos estudios
evidencian la presencia de este agente en comunidad,
en poblacién pediatrica hospitalizada por diarreay en
muestras de agua y alimentos. Al compararlo con otros
paises como EEUU, que registra a la shigelosis como
la tercera causa de enfermedad transmitida por ali-
mentos, para el periodo 1996-2006 se podria postular
que, al menos para la regién centroamericana, la via de
transmisién por alimentos y aguas contaminados puede
ser también importante y por lo tanto, se considera
relevante el continuar investigaciones en este campo.
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