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RESUMEN. Salmonella es un bacilo Gram negativo que se compor-
ta como patogeno intracelular facultativo. Su habitat es el aparato
gastrointestinal de los animalesy el hombre, nunca como microbio-
ta normal. Se encuentra asociada a problemas gastrointestinales,
septicémicos y aborto gracias a su capacidad de invasion celular y
sobrevivencia intrafagocitica. Actual mente se sabe que Salmonella
cuenta con cinco islas de patogenicidad. Varios genes involucrados
en lainvasion, apoptosis de macréfagos y activacion de cascadas de
fosforilacion dependientes de MAP cinasas se encuentran en el cen-
tisoma 63, formando laisla de patogenicidad 1 (SPI-1). Los genes
localizados en las islas SPI-2 y SPI-3 regulan la supervivenciay re-
plicacion bacteriana en los compartimientos intracel ulares de fago-
citosy células epiteliales. Laisla SPI-4 codifica un supuesto sistema
de secrecion tipo | y se cree que participa en la adaptacién en am-
bientes intracelulares. Finalmente laisla SPI-5 codifica para factores
involucrados en la secrecion fluida y reaccién inflamatoria en la
mucosa intestinal. Debido a una regulacion coordinaday precisa de
los genes de virulencia Salmonella logra adaptarse a cambios am-
bientales que se |e presentan durante el proceso infeccioso.

Palabras clave: Salmonella, enteritis, invasion, islas de patogenici-
dad, sistema de secrecion tipo |11, supervivencia intrafagocitica.

INTRODUCCION

Para el desarrollo de una enfermedad bacteriana es ne-
cesaria lalocalizacion de la bacteria en un ambiente ade-
cuado para su establecimiento, replicacion y expresion de
sus factores de virulencia. Durante el proceso infeccioso se
presenta una interaccion entre hospedero-microorganismo,
la cual cada dia se comprende mejor, debido a los avances
en el estudio sobre patogénesis molecular, al desarrollar
técnicas como la PCR y la secuenciacién del ADN entre
muchas otras. Dentro de los pasos que se presentan en el
proceso infeccioso se pueden mencionar: adhesion, inva-
sién, replicacion, resistencia a los mecanismos de defensa
y dafio al hospedero. L a bacteria experimenta severos cam-
bios ambientales cuando entra al hospedero por via oral
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ABSTRACT. Salmonella is a Gram negative bacillus that behaves
like a facultative intracellular pathogen. Its environment is the hu-
man and animal gastrointestinal tracts, it is never found like a nor-
mal microbiota. It is associated with gastrointestinal problems, sep-
ticaemic disease and abortion, due to its cellular invasion capacity
and its intraphagocytic survival. Nowadays, it is known that Salmo-
nella contains five pathogenicity islands. Several genes involved in
the cellular invasion of nonphagocytic cells such as epithelial cells,
apoptosis of macrophages, activation of routes of MAP kinases and
transcription factors are located in centisome 63, constituting the
pathogenicity island 1 (SPI-1). The SPI-2 and SPI-3 islands control
the intracellular survival and replication. The SPI-4 island encodes a
putative type | secretion system and its believed that it participates
in the intracellular survival. Finally, the SPI-5 island encodes for
factors involved in the fluid secretion and inflammatory reaction in
the intestinal mucosa. Due to a coordinated and precise regulation
of the Salmonella genes, it allows for adaptation to environmental
changes that occur during an inflammatory process.

Key words: Salmonella, enteritis, invasion, pathogenicity islands,
type Il secretion system, intracellular survival.

como por gjemplo: pH acido, aumento de temperatura, baja
tension de oxigeno y alta osmolaridad y responde a estos
cambios modulando la expresion de sus genes.

Salmonella es un bacilo Gram negativo que se comporta
como patdgeno intracelular facultativo, se divide en dos es-
pecies Salmonella bongori y Salmonella enterica, tomando
en cuenta sus caracteristicas bioguimicas generales. Esta Ul-
tima se subdivide en seis subespecies. enterica, salamae,
arizonae, diarizonae, indica y houtenae; las salmonelas de
mayor importancia médica pertenecen a las subespecies en-
tericay arizonae y son consideradas serovars. Por lo que la
nomenclatura que se esta manejando actual mente es Salmo-
nella enterica serovar Typhi, S. enterica serovar Paratyphi,
S. enterica serovar Typhimurium,17:9497.98

Segun el esquema cléasico de Kauffman-White basado
en antigenos somaticos, flagelares y ocasional mente capsu-
lar (Vi), las saimonelas se clasifican en més de 2,500 sero-
tipos, que pueden ser mdviles o inmdviles. Hay situaciones
epidemiol égicas en las que es preciso afinar ain mas la di-
ferenciacion dentro del serotipo correspondiente, paratal
fin se utiliza la fagotipificacién, sobre todo para las cepas
causantes de epidemias en el hombre. 1”113

Uno de los patdgenos entéricos més frecuentes tanto en
paises desarrollados como subdesarrollados es Salmonella
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spp, lacual dependiendo de su especie, tamafio del indculo,
factores de virulencia expresados por la cepa, hospedero
involucrado, estado inmunoldgico del paciente e interven-
cion médica puede ocasionar desde unainfeccion gastroin-
testinal media a severa hasta una infeccién sistémica que
compromete la vida del paciente. La salmonelosis es una
infeccion de importancia tanto en salud pablica como en
salud animal debido al impacto econémico que ocasiona;
es una enfermedad aguda, de distribucién mundial, trans-
mitida por los alimentos. Se estima que se presentan mas
de 16 millones de casos de fiebre tifoidea por afio con
aproximadamente 6,000,000 casos fatales y 1,300 millones
de casos de gastroenteritis con una mortalidad que alcanza
los 3 millones.5477% En México en 1998 se notificaron
215,155 casos de salmonel osis siendo 10s estados mas afec-
tados Tabasco, Coahuila, Chiapasy Quintana Roo.2361 Sal-
monella es el género bacteriano que ocasiona mayores pér-
didas alaindustria avicola, asi como problemas de salud
publica para el consumidor.56:116.134

MECANISMOS DE ADHERENCIA

La supervivencia de un microorganismo en un nicho
determinado depende de su habilidad para adherirse, las
adhesinas de la bacteria tienen una estructura que les
permite reconocer moléculas presentes en las células del
hospedero Ilamadas receptores, con una estereoquimica
especifica. Esta union determina los hospederosy el or-

Tabla 1. Fimbrias que se han reportado en Salmonella.

ganotropismo de las bacterias; ademas, las adhesinas tie-
nen la capacidad de activar alos linfocitos B y neutrofi-
los, 1o que resulta en una variedad de respuestas biol 6gi-
cas incluyendo proliferacion celular y secrecion de
citocinas.?’.74

En las bacterias, se puede encontrar una amplia variedad
de adhesinas, las cuales se dividen en dos grandes grupos:
adhesinas fimbriales y adhesinas afimbriales, como la he-
maglutinina filamentosa de Bordetella pertussis y el anti-
geno pH6 de Yersinia pestis, AfaD, Afak en E. coli y pro-
teina M de Streptococcus. En general, las adhesinas de
bacterias Gram negativas son: fimbria, fibrilla, flagelo, li-
popolisacérido (LPS) y capsula.

La presencia de capsulay flagelo en Salmonella depen-
de de la especie en cuestidn, solamente S. enterica serovar
Typhi, S. enterica serovar Paratyphi Cy S. enterica serovar
Dublin presentan cépsulay todas las salmonelas se consi-
deran moviles a excepcién de S. enterica serovar Gallina-
rum. Estudios recientes muestran que S. enterica serovar
Pullorum tiene motilidad en agar semisolido o en agar He-
ktden incluso en estudios de microscopia electronica se ha
observado un flagelo pequefio y deformado.”

Es comun el aislamiento de una bacteria que exprese
multiples tipos de fimbria, Salmonella expresa una amplia
variedad de fimbrias con diferente especificidad de union
(Tabla 1).92124.120

Después de la entrada a hospedero, un patdégeno bacte-
riano puede adherirse tanto directamente ala superficiedela

Fimbria Serovares Dimension ~ Adhesina  Subunidad mayor Masa molecular (kDa) Receptor
Tipo 1 (Sef21) Varios 8nm FimH Fim 21 Manosa, fibronectina,
laminina

Tipo 2 S. gallinarum® 8 nm Ausente

S. pullorune
Tipo 3 S. typhimuriumy otras? MrkD-like ? Colageno tipo V
SEF17 Varios 4nm AgfA? 17 fibronectina
SEF14 Grupo D y otras? Delgado SefA SEF 14 ?
SEF18 Todos 2nm SefD SEF 18 ?
Pefadherencia S.enterica serovar PefA 15 ?
a enterocitos Typhimurium
LPFeAdherencia S. typhimurium LpfE Manosa

a células M S. gallinarum®

BFP (bundle-forming pilus) no ha podido ser confirmado in vivo

aAgfA (thin agregative fimbria)

bPef (fimbria encoded plasmid) adherencia a enterocitos
°LPF (long polar fimbria)

dSalmonella enterica serovar Gallinarum

¢Salmonella enterica serovar Pullorum
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célula hospedera o ala matriz extracelular, cuando € tejido
esta dafiado la matriz extracelular subyacente es expuesta,
SEF17 se encarga de mediar la adherencia a una gran varie-
dad de matrices extracelulares y proteinas séricas, incluyen-
do fibronectina, lamininay plasmindgeno.'?

Se han descrito diferentes operones en cada una de las va-
riedades de S. enterica, cada uno de ellos participaen la adhe-
sion adiferentes tipos celulares. Los genes de cada operén se
expresan cuando en € hospedero las condiciones fisico-qui-
micas son las adecuadas, como la temperatura, pH, osmolari-
dad y disponibilidad de nutrimentos.268%129 E| operén |pfAB-
CDE se encuentralocalizado en e centisoma 80 de S, enterica
serovar Typhimurium y esté flanqueado por secuencias simi-
laresalas descritasen E. coli K12y O157:H7, sugiriendo que
dicho operén puede haber sido adquirido por transferenciaho-
rizontal durante laevolucion.’

Lainteraccion de un patdgeno con una célula hospedera
usualmente provoca la activacion de caminos de sefializa-
cion de la célula hospedera, ya sea de manera directa por
componentes bacterianos o por estimulacion de factores
activadores del hospedero, como las citocinas inflamato-
rias. Tales activaciones pueden alterar la superficie de la
célula hospedera, proveyendo asi a patdgeno con recepto-
res de adhesinas alternos.

Esta idea fundamental hallevado a una gran cantidad de
investigaciones para comprender como |os patégenos bacte-
rianos se adhieren a las células hospederas. Consecuente-
mente hemos aprendido en gran parte sobre la biogénesis de
las adhesinas, su regulacion y en una menor proporcion la
identidad de |os receptores. El receptor del hospedero que
una adhesina reconoce, determinala especificidad del tejido
por esa adhesinay la colonizacién o persistencia bacteriana.

MECANISMOS DE INVASION

Después de laingestion de agua y alimento contamina-
do, Salmonella inicia su ciclo de infeccion invadiendo al
hospedero através de tgjido linfoide, incluyendo las placas
de Peyer y tonsilas cecales en las aves. Se adhiere apical-
mente a las células epiteliales del ileony alas células M
que debido a la ausencia del borde de cepillo asi como de
glicocalix, representan una puerta de entrada ideal paralas
enterobacteri as_46,75,76,83,121,l46

M uchos microorgani smos patégenos son capaces de en-
trar y sobrevivir dentro de las células eucariéticas. Salmo-
nella dirige su arribo a células hospederas que no son nor-
mal mente fagociticas como la superficie de la capa mucosa
de células epiteliales. Presumiblemente, esta técnica de in-
vasion asegura un nicho celular protegido para que el mi-
crobio se replique o persista.

Salmonella invade las células del hospedero por un me-
canismo conocido como disparo (trigger). La bacteria en-
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via sefidles a las células epiteliales que inducen rearreglos
del citoesqueleto dando lugar a la formacion de ondula-
miento (ruffling) en su superficie, como respuesta a con-
tacto. Se reconocen varias proteinas efectoras de la SPI-1,
involucradas en los rearreglos del citoesqueleto: SipA,
SopE, SopE2 y SopB.3440:5

SipA es una proteina de unién a actina, que inhibe la
despolimerizacion de F-actinay activa T-plasmina, su cha
perona es SicA (SipE en S. enterica serovar Typhi).*2147

SopE se comporta como GEF (guanine exchange factor)
en las proteinas RhoGTPasas: CDC42 y Rac induciendo
ruffling de lamembrana, que permite lainternacién de Sal-
monella ademés estimula MAP cinasas (Mitogen-activated
protein), Erk (quinasa reguladora por sefiales extracelula-
res), JNK (quinasa terminal) y p38.3865 Es codificada por
un fago temperado defectuoso de la familia P2, localizado
en el centisoma 60 del cromosoma de Salmonella; andlisis
de la secuencia del ADN aledanas a sopE, revelaron mar-
cos abiertos de lectura (ORF) con secuencias significativa-
mente similares a la cola de fagos y recombinasas sitio es-
pecifico.56:102

La proteina SopE2 muestra un 69% de homologia con la
secuencia de SopE, activaa CDC42, lacua actliacon lafa
miliade proteinas del sindrome de Wiskott-Aldrich (WASP)
para activar al complejo Arp2/3, compuesto de 7 subunida
des, incluyendo dos proteinas relacionadas con actinay la
proteina p41-Arc. Este complejo inicia la polimerizacion de
actinay ramifica filamentos de actina.#1%21% E| gen respon-
sable de codificar dicha proteina se encuentra localizado en
el centisoma 40-42. SopB (Salmonella outer protein), como
se conoce para S. enterica serovar Dublin, 0 SigD (Salmone-
[la invasion genes) para S. enterica serovar Typhimurium,
por su actividad de inositol fosfato fosfatasa, también reor-
ganiza el citoesqueleto de actina.

La proteina SptP (Salmonella protein tirosin phosphata-
se) esunatirosin fosfatasa, que independientemente de esta
actividad, se comporta como GAP (GTPasa activating pro-
tein), es decir, cambia Rac-GTP aRac-GDP, con lo que evi-
tael ruffling estimulado por SopE ademas antagonizala ac-
tivacion de JNK; su porcién amino-terminal comparte
secuencias similares con Y opE, en su porcién carboxi-ter-
minal es semejante a YopH asi como al dominio catalitico
de algunas tirosin fosfatasas de células eucarioti-
Cas_28,37,38,82

Salmonella puede invadir varias lineas celulares y se
considera que puede estimular més de un camino de trans-
duccidn de sefiales para promover su entrada a las células
del hospedero. En células HelL ay en fibroblastos de ratén
B82 |la bacteria estimula ala fosfolipasa C, que cataliza la
escision del fosfatidilinositol 4-5 bifosfato (PIP,) de mem-
brana, generando inositol 1,4-5 trifosfato (IP,) y diacilgli-
cerol (DAG). IP, induce laliberacién del Ca?* almacenado
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en el reticulo endoplasmico (RE). El calcioy el fosfoinosi-
tol afectan proteinas de unién a actina, muchas de las cua-
les (alfa-actinina, talina, tubulina, tropomiosinay ezrina)
son recluidas en el sitio de entrada de la bacteria. EI DAG
junto con el Ca?* activan ala proteina quinasa C (PKC), €
Ca?*junto con la PK C sirven para activar aotras enzimasy
finalmente a factores de transcripcion. El evento involucra
CDC42y Racl pero no Rho'?3946.65122 | as citocalasinas B
y D, que evitan la polimerizacién de los microfilamentos
de actina previenen la entrada de Salmonella, mientras que
los inhibidores de la tirosin cinasas no bloquean la entra-
da.24'30'34

Por el contrario, lafosfolipasa C no juega un papel im-
portante en la entrada de Salmonella a las células Henle-
407, en donde la infeccion desencadena MAP cinasas,
que a su vez activan a la fosfolipasa A, (PLA,) que da
como resultado la produccién de acido araquidénico
(AA), que es convertido en leucotrienos D, (LTD,) por

varias enzimas, incluyendo 5-lipooxigenasas (5-LO).
LTD,, directa o indirectamente activa los canales de cal-
cio, lo que causa la entrada del cation, que trae como con-
secuenciarearreglos del citoesgueleto. El aumento de cal-
cio estimula la secreciéon de cloro y por lo tanto se
produce diarrea, ya que el agua lo acompaiia.3*>* Lain-
ternacion es rapida, Salmonella se observa dentro de va-
cuolas en las células fagociticas y no fagociticas (SCV),
posteriormente la superficie celular vuelve a la normali-
dad gracias al efecto de SptP. (Fig. 1).

Claramente Salmonella dispara un flujo de Ca?* en culti-
vos de células epiteliales, las cepas que contienen mutacio-
nes en genes de invasién bacteriana ya no causan flujo de
Ca?* intracelular ni reacomodo de actina. Adicionalmente
los agentes quelantes de Ca?* intracelular bloguean la en-
trada de salmonela en cultivos de células epiteliales. '’ Las
proteinas efectoras SipB, SipC y SipD comparten dominio
hidrofobico presente en la familia RTX (toxina formadora

Figura 1. Cascada de sefializacién de
Salmonella.
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de poro) se comportan como translocasas y son las respon-
sables de formar poros en lamembrana de | as célul as euca-
riéticas. SipC se transloca junto con SipB de manera inv-
dependiente. SipD ademas regula el sistema de secrecion
tipo Il (SSTII1) de manerasimilar aYopN /LcrE de Yersi-
nia, ya que su mutacién produce un aumento en la secre-
cion de proteinas efectoras.18:29.91

L as proteinas efectoras pueden ser consideradas como
toxinas debido a que de alguna manera afectan ala célula
eucaridtica, sin embargo a diferencia de éstas, carecen de
receptores de union por lo que son incapaces de tener acce-
so directo a su sitio de accion si no es por la contribucion
del SSTIII. Todo parece indicar que la penetracion de Sal-
monella ala mucosa intestinal es esencial para causar in-
feccion letal, el hecho de bloquear la penetracion a la mu-
cosa intestinal al mutar genes involucrados en invasion,
permite obtener cepas atenuadas que pudieran ser utiliza-
dos como posibles inmunégenos.

Salmonella produce efectos citotdxicos que resultan en
ladestruccién de las células M y lainvasion de enterocitos
adyacentes tanto por la cara apical como por la basolateral,
induce apoptosis de macrofagos activados mediante la pro-
teina efectora SipB (Salmonella invasion protein) y fagoci-
tosis inducida en macréfagos no activados, para poder ser
transportada a higado y bazo.1320.70.103 SipB se asocia con
la proteasa proapoptética caspasa | (ICE) que activa alas
citocinas proinflamatorias IL-1f e IL-18. El fenotipo cito-
toxico es dependiente de la fase de crecimiento bacteriano.
Lundberg, demostré que cultivos bacterianos en lafase lo-
garitmica de crecimiento son citotoxicos, mientras que en
lafase estacionariano lo son. Recientemente, Santos repor-
ta que los cultivos en fase estacionaria también son cito-
toxicos de manera SipB-independiente, después de 12-18
horas postinfeccién, dicho evento es dependiente de OmpR
y SPI-2 y permite la diseminacion de Salmonella por endo-
citosis de cuerpos apoptoéticos, 95119139

Salmonella enterica serovar Typhimurium puede lle-
gar ahigado y a bazo por una ruta alterna, que no requie-
re colonizacion intestinal o invasion de células epiteliales
intestinales, la bacteria es |levada directamente del lumen
intestinal a circulacién, bazo e higado por fagocitos que
expresan CD18.20:137

Los modelos de cultivos celulares in vitro han sido de
gran utilidad para comprender la interaccién entre Salmo-
nellay las células eucaridticas, laidentificacion de los ge-
nes involucrados en el proceso infeccioso asi como los fac-
tores que regulan estos genes. Se tienen reportes del
empleo de células Hel a, Henle-407, CHO, Hep-2, VERO,
BAT, MDCK; lineas celulares de adenocarcinoma huma-
no: Caco-2, HT29 y T8436:52 también se han utilizado Ii-
neas de macréfagos J774, RAW 264.7.131% Para conocer
el porcentgje de invasion de la cepa silvestre FVA1l de S,
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enterica serovar Gallinarum utilizamos células BAT y
HelL ay macréfagos J774 para conocer €l porcentgje de fa-
gocitosis, muerte celular y deteccion de la condensacion de
la cromatina postinfeccion.®3

Debido alaausencia de una barrera mucosa, factoresin-
munes del hospedero como anticuerposy citocinas, células
inflamatorias asi como mediadores de la inflamacion en el
modelo de lineas celulares, se recomiendan modelos in
vivo. El uso de embrién de pollo en investigacién biol égica
representa un instrumento valioso, con lafinalidad de recu-
perar la patogenicidad de las cepas de S. enterica serovar
Gallinarum, inoculamos embriones de pollo libres de pat6-
genos especificos de 8 dias de edad, via saco vitelino. Los
embriones inoculados presentaron congestion, hemorra-
gias, liquido amnidtico turbio, licuefaccion de la yema,
enanismo y olor putrefacto lo que se traduce como dafio
ocasionado por la infeccién de Salmonella. En los embrio-
nes inoculados con las cepas de S. enterica serovar Galli-
narum FVA1ly U2, reportadas en trabajos anteriores como
las més patdgenas el darfio visible fue mayor.33132.134 Sg g
giere el uso de embriones de pollo para recuperar la pato-
genicidad de las cepas de Salmonella que han estado liofi-
lizadas o congeladas por periodos mayores de dos afios,
inclusive se sugiere el uso del embrion de pollo, en trabajos
futuros, para evaluar cepas de Salmonella mutadas en ge-
nes involucrados en patogenicidad.

Utilizando asas ligadas de raton Clark, demuestran que
las células M juegan un papel importante en la patogéne-
sis de la salmonelosis murina, ya que en etapas tempranas
delainfeccion estas células son los sitios primarios de in-
vasion bacteriana, sin embargo al utilizar mutantes en inv
se continla observando rearreglos de la membrana celular
en la célula M, indistinguibles de los producidos por la
cepa silvestre, por 10 que sugieren un mecanismo de inva-
sion inv-independiente.’>6 También se han utilizado asas
ligadas de intestino de pollo y de bovino para conocer la
invasion intestinal y comprobar funciones de las proteinas

efectoras de Salmonella involucradas en el proceso infec-
ci 050_1,119,141,145,146

ENTERITISY DIARREA

L os mecanismos de patogenicidad con que Salmonella
induce diarrea'y septicemia no han sido descritos detallada-
mente, pero parece ser un fendmeno complejo que involucra
diversos factores de virulencia. Se ha demostrado la presen-
ciade enterotoxinaen S. enterica serovar Typhimuriumy S
enterica serovar Typhi similar a las enterotoxina de Vibrio
cholerae (CT) y toxinatermol&bil (LT) de E. coli.

Balcazar amplifico un fragmento del gen que hemos de-
nominado eltA-like, en S. enterica serovar Gallinarum, que
presenta secuencia nucl eotidica homdloga con un fragmen-
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to del gen eltA de ETEC en un 95% y con el gen ctxA de V.
cholerae en un 83%.51° Posteriormente, V ézquez amplifi-
c6 1276 pb, fragmento que corresponde a tamafio de am-
bos genes (eltAB), la secuencia nucleotidica de estos genes
tiene una similitud del 98% con respecto alos genes eltAB
de ETEC y del 79% con €l gen ctxAB, dichos genes fueron
clonados y capaces de expresar unatoxina, la cual fue re-
conocida con anticuerpos anti-CT.134135 Urquiza encontrd
que las proteinas obtenidas del sobrenadante del cultivo y
las proteinas de espacio periplasmético de S. enterica sero-
var Gallinarum FVA-1, tienen actividad enterotoxica, la
cual fue observada mediante elongacion de células
CHO.'%2 |a participacion de la enterotoxina en la produc-
cion de enteritis ha sido propuesta sin ser comprobada, la
disrupcién del gen stn, responsable de codificar la toxina,
no afecta la enteropatogenicidad de S. enterica serovar
Typhimurium y S. enterica serovar Dublin en el ganado.1*2
Se sugiere realizar nuevos ensayos en diferentes modelos
animales, donde se prueben mutantes en stn para corrobo-
rar laimportancia de la enterotoxina.

Actualmente se sabe que la proteina efectora SopB/SigD
(PipC/SigE funciona como su chaperona) tiene actividad
de inositol fosfato fosfatasa, por 1o que genera una gran
cantidad de fosfolipidos de inositol e inositol fosfato con
capacidad de sefialacion, que ademas de participar en los
rearreglos del citoesgueleto, se encuentrainvolucradaen la
secrecion de fase fluida al estimular |a secrecion de clo-
ro.4”.72145 |_a proteina efectora SopD, codificadaen el cen-
tisoma 64 y secretada por el SITIII dela SPI-1, trabaja en
conjunto con SopB.79:102

La proteina PipA (pathogenicity island encoded protein)
contribuye alasecrecién fluiday reaccion inflamatoriaen la
mucosa intestinal, su mutacion muestra marcada disminu-
cién de la respuesta inflamatoria en el modelo de asa ligada
de bovino. Los genes responsables de codificar dichas pro-
teinas, selocalizan en el centisoma 23, segmento del cromo-
soma de Salmonella identificado como la SPI-5.%°

Salmonella induce la migracién de neutréfilos y macré-
fagos (PMN) asi laliberacién de citocinas proinflamatorias
como IL8, GM-CSF, IFNy, TNFo.,, GCP-2 (proteina 2 qui-
miotactica de granulocitos) GRO-o. (gen o relacionado a
crecimiento), GRO-p y GRO-y que reclutan células fagoci-
ticas y estan involucradas en €l proceso diarreico, también
se habla de un quimioatrayente, aln no caracterizado, co-
nocido como PEEC (pathogen-€licited epithelial chemoat-
tractant). En la cara apical y lateral de los enterocitos so-
breexpresa ICAM-1, que colabora en el movimiento
fagocitico de los neutrofilos. Zhang reporta que las protei-
nas efectoras involucradas son SipA, SopA, SopB, SopD y
SopE2.25:51.80.99.143 | 55 cepas de Salmonella con mutacio-
nes que afectan el sistema inv/spa, phoP/PhoQ y hilA son
incapaces de provocar la migracion de PMN al foco de la

infeccion.#”107 |a produccion de citocinas proinflamato-
rias inducida por Salmonella es debida a la activacion de
factores de transcripcion NF-kB y AP-1, como consecuen-
ciade la estimulacién de las MAP cinasas por parte de la
proteina efectora SopE; SopB activa Akt, quinasa serina-
treonina que puede regular la actividad transcripcional de
NF-kB.8>71125 E| incremento de la permeabilidad vascular
gue acompafa la inflamacion en combinacién con la perdi-
dadelaintegridad epitelial delamucosaintestinal provoca
la diarrea, a verse incrementada la salida de liquidos y
electrolitos al lumen intestinal. (Fig. 2).

ISLASDE PATOGENICIDAD

Se han secuenciado los genomas completos de Salmo-
nella enterica serovar Typhi CT18 (4 809 037 bp), Salmo-
nella enterica serovar Typhimurium LT2 (4 857 000 bp) y
Salmonella enterica serovar Paratyphi A cepa ATCC 9150
(4 585 229 bp) lo que ha sido de gran utilidad en estudios
de epidemiologia, especificidad de hospedero y patogéne-
sis al detectar la presencia de pseudogenes, profagos fun-
cionales, islotes de patogenicidad, islas de patogenicidad y
sistemas de secrecion®’%8:111 sin embargo algunos genes
requieren futuras investigaciones debido a que aun se des-
conoce su funcion precisa.

Las islas de patogenicidad se constituyen por un grupo
de genes involucrados en codificar factores especificos de
virulencia, su porcentaje de G-C difiere del promedio del
genoma bacteriano, se presentan repeticiones directas en
sus extremos, portan genes gque codifican factores de movi-
lidad como integrasas, transposasas 0 secuencias de inser-
cion y se encuentran frecuentemente insertadas en loci de
tARN _9,96,97

Salmonella presenta multiples genes involucrados en
lainvasion, localizados en el centisoma 63 que forman la
SPI-1; se trata de un segmento de 35-40 kb que contiene
31 genes que pueden ser divididos en categorias que in-
cluyen: genes que codifican el SSTII1, denominados inv-
spa,*354 genes que codifican proteinas involucradas en la
translocacion de las moléculas efectoras dentro del cito-
plasma de la célula hospedero y genes que codifican las
proteinas efectoras y sus chaperonas, algunas de las cua-
les se mencionaron anteriormente. A diferencia de otras
islas de patogenicidad de S. enterica, SPI-1 no estalocali-
zada inmediatamente adyacente a genes tARN.5°

La SPI-1 se encuentra presente en S. bongori y todas las
serovariedades de S. enterica, probablemente fue adquirida
en la evolucién temprana de S. enterica por transferencia
de genes, de manera horizontal; 1o que se propone a deter-
minar su % de G-C que es del 42-47% mientras que €l del
cromosoma de Salmonella es del 52-54%; ademas el tama-
flo, ordenamiento y orientacion de los genes inv/spa en
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nasas y factores de transcripcion.5866 |_as mutantes en la
SPI-1disminuyen virulenciaen el ratén, cuando la bacteria
es inoculada por via oral y no se ve disminuida su virulen-
ciacuando seinocula por via parenteral, 10 que sugiere que
la SPI-1 funciona en los primeros estadios de la infeccion.
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Infeccion sistémica

2 también codifica para un SSTIII que se activa cuando la
bacteria se encuentraintracel ularmente dentro de unavacuola
Selocaizaen e centisoma 31, situada inmediatamente adya-
centeal gentARN valV, sutamafio esde 40 kb y tiene un por-
centgje de G-C del 44.6%. Consta de 32 genes que regulan la
supervivenciay replicacion bacteriana en los compartimentos
intracel ulares de fagocitos y células epitelial es,58.133

Las funciones moleculares de la SPI-2 no han sido ca-
racterizadas con tanto detalle como las de la SPI-1. Las
mutantes en dicha isla son severamente atenuadas en la
infeccion sistémica al ser inoculadas oral o intraperito-
neal mente.10.68.120
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La SPI-2 esta dividida en dos segmentos, los cuales se
obtuvieron en diferentes eventos de transferencia horizon-
tal: la porcion mas pequefia es de 14.5 kb, contiene un gru-
po de cinco genes ttr involucrados en la reduccion del te-
trationato y 7 ORFs con funcién desconocida, esta presente
en S. bongori y parece que no interviene significativamen-
te en lainfeccion sistémica; la porcion mayor de 25.3 kb,
esta presente Unicamente en S. enterica alberga genes im-
portantes de virulencia, %1919 se qugiere que en S. enteri-
ca serovar Gallinarum y S. enterica serovar Typhi las re-
giones de SPI-2 estéan duplicadas.’®

L os genes que conforman la SPI-2 se pueden dividir de
la siguiente manera:

ssa (secretion system apparatus): representados por
ssaB-E y ssaG-V, cuyos productos conforman el SS-
TI11.67.68

ssr/spiR (secretion system regulator): constituidos por
ssrA y ssrB, que codifica para un sistema regulador de dos
componentes, requerido parala expresion de los genes sse,
ssa y ssc. El gen ssrA estd a su vez regulado por OmpR/
EnvZ, que es responsable de la activacion y represion de
genes en respuesta a cambios de osmolaridad y pH.868%0

ssc (secretion system chaperone): codifican las protei-
nas SscA y SscB. La proteina SscA es similar a SycD, pro-
ducto de icrH de Yersinia pseudotuberculosis, chaperona
de YopB y YopD; SscB es semejante a la proteina Ipal de
Shigella flexneri.8

sse (secretion system effector), representados por |os ge-
nes sseA-sseG. SseB, semejante a EspA, es secretada ala
superficie bacteriana 'y necesaria para prevenir lalocaliza-
cion de NADPH oxidasa, asi como laformacion de radica
les reactivos del oxigeno en la membrana del fagosoma de
macréfagos murinos, en la actualidad no se sabe si este
efecto es debido a la actividad directa de SseB dentro del
macrofago o si SseB se requiere para translocar otras pro-
tefnas dentro de los macr6fagos.8%96:138 |a proteina SseD
es semejante a EspB de E. coli; SseC se comportan como
EspD y YopB, proteinas formadoras de poro requeridas
para latranslocacién. Las condiciones que se han utilizado
in vitro, como el medio minimo con concentraciones limi-
tadas de Mg2*y pH 5, no han sido las 6ptimas para la ex-
presion de estas proteinas en €l medio, por 1o que se reco-
miendan ensayos futuros.8>115 |_a proteina efectora SpiC
también conocida como SsaB interfiere con el tréfico intra-
celular de membranas, inhibiendo lafusién de SCV con los
lisosomas,109.130

Dos proteinas, SspH2 y SspH1 similares a IpaH y
YopM, codificadas por los profagos Gifsy-2 y Gifsy-3 son
secretadas a través del SSTIII de la SPI-2 y contribuyen a
lapatogénesis de |a salmonel osis en becerros. SspH2 es de-
pendiente del regulador SsrA/SsrB, secuencias sspH2-like
se han detectado en lamayoria de | os serotipos examinados

de Salmonella. SspH1 es independiente del regulador
SsrA/SsrB y puede ser translocada por los SSTIII de la
SPI-1 o de la SPI-2 al igual que la proteina SIrP y sdlo se
han detectado en S. enterica serovar Typhimurium,84102

Sorprendentemente, mutantes en SPI-2 de S. enterica
serovar Typhimurium, muestran dificultad para invadir
cultivos de células epiteliales o macréfagos y la cantidad
de SipC, proteina secretada por la SPI-1, disminuye; ade-
mas se observa resistencia alterada a varios agentes anti-
bacterianos.?! Recientemente Uchiya comprueba la sobre-
expresion de IL-10 en macrdfagos infectados, a verse
incrementada, de manera SPI-2 dependiente, la actividad
delaPKA .13

La SPI-3 también es requerida para la supervivenciain-
tracelular en macréfagos, provee productos esenciales para
el crecimiento en condiciones limitadas de Mg?*. Su tama-
fio es 17 kb y tiene un porcentaje de G-C del 39.8-49.3%,
esta localizada en el centisoma 82 inmediatamente adya-
cente al gen tARN selC. Estéa transcripcionalmente contro-
lada por PhoP/PhoQ. Alberga 10 ORFs organizados en 6
unidades transcripcionales, incluye al operén mgtCB que
codificala proteina MgtC (intramacrophage survival pro-
tein) y el transportador de Mg?* de alta afinidad
M gtB_9,59,96

La SPI-4 codifica un supuesto sistema de secrecién tipo
| (SSTI) que media la secrecién de toxinas y se cree que
participa en la adaptacién de Salmonella al ambiente intra-
celular en los macréfagos, es de 27 kb y esta compuesta
por 18 genes localizados en el centisoma 92.

Finalmente, la SPI-5 es de 7.5 kb se encuentra localiza-
daen el gentARN serT, centisoma 20; su porcentaje de G-
C es de 43.6%. Codifica proteinas efectoras involucradas
en lasecrecion fluiday reaccion inflamatoria en la mucosa
intestinal, como SopB (SigD) que ademés de estimular la
secrecion de cloro, se encuentrainvolucrada en el flujo de
macrofagos, parasu secrecion utilizael SSTII delaSPI-1.2
Otras proteinas codificadas en estaisla son: MarT con se-
cuencia similar a ToxR, proteina reguladora de V. chole-
rae, las mutantes se ven afectadas en su capacidad para
producir salmonelosis entérica pero no salmonelosis sisté-
mical**y PipA que es secretaday translocadaviael SSTIII
de SPI-2. sopB, pipC, pipB y pipA, estan contenidos dentro
de lamisma unidad transcripcional cuya expresion esregu-
lada por SsrAB.208 (Fig. 3).

Ninguna de las mutantes en la SPI-5 se alter6 en su cre-
cimiento in vitro o en su capacidad deinvadir células HeLa
comparada con la cepa silvestre. Sin embargo, 1a magnitud
de la respuesta secretora e inflamatoria evocados por las
mutantes en S. enterica serovar Dublin se redujo significa-
tivamente en asas ligadas de bovino. Esto se relaciona con
el decremento en la severidad de la diarrea en becerros in-
fectados con cepas mutadas, sin verse afectada la capaci-
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dad de dichas mutantes para producir salmonelosis sistémi-
ca144

Para Salmonella enterica serovar Typhi CT18, se repor-
tan diez islas de patogenicidad. L as primeras cinco ya fue-
ron mencionadas, la SPI-6 (59kb) contiene al operén de la
fimbria tipo chaperona-usher safA-D y tcsA-R, la SPI-7
(143 kb) codificalasintesis de capsula (Ag Vi), €l profago
SopE y el operdn del pili tipo IVB. SPI-8 (6.8 kb) contiene
dos pseudogenes que codifican bacteriocinasy unaintegra-
sa, SPI-9 (16 kb) porta genes para la secrecion de un SSTI
y una proteina RTX-like, finalmente la SPI-10 (33 kb) con-
tiene al fago 46 y el operon sefA-R.111

Lasislas de patogenicidad contribuyen ala macroevolu-
cion, al desarrollar variantes patogénicas, mientras que el
proceso de rearreglo, delecion y transferencia de islas de
patogenicidad tiene fuerte impacto en la microevolucion y
adaptacién de los microorganismos patdgenos durante el
proceso de infeccidn.®2 Los plasmidos, bacteriéfagos y
otros elementos genéticos méviles juegan un papel impor-
tante en la especialidad y diversidad, por lo que no sera
sorprendente encontrar nuevas recombinaciones.

SUPERVIVENCIA INTRACELULAR

Después de un periodo de adaptacién de 3-4 horas, Sal-
monella tiene la capacidad de replicarse dentro de las SCV,
gue se caracterizan por tener concentraciones limitadas de
Mg?y Fe2*y un pH &cido, la acidificacion dentro del fago-
soma es necesaria parala supervivenciay replicacion intra-
celular. Las SCV son espaciosas, |0 cual permite que los
productos antibacterianos se diluyan, se expresen genes
gue aumentan la supervivenciaintracelular y sus productos
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neutralicen péptidos cationicos. Una proporcion significa-
tiva de macrofagos sufre apoptosis después de la invasion,
situacion contraria se observa en células epitelial es.35122

Lahbiogénesisdelas SCV se caracteriza por una pérdida
répida de marcadores endociticos tempranos EEA1 y re-
ceptor de transferrina (TfR), enriquecimiento progresivo
de ATPasavacuolar (involucradaen la acidificacion del fa-
gosoma) y de algunas glicoproteinas lisosomales (Lgps) de
manera Rab7 dependiente, sin interactuar directamente con
lisosomas. Las SCV adquieren marcadores lisosomales
LAMP1y LAMP2 (proteinas membranales asociadas a li-
sosomas) y fosfatasa &cida lisosomal (LAP), aunque care-
cen de marcadores lisosomal es cuyo blanco depende de se-
flales de manosa 6-fosfato (la mayoria de las enzimas
lisosomales), asi como del propio receptor M6PR, lo cual
sugiere que no existe relacién entre las SCV y los compar-
timentos endosomal es tardios, 1315710

Ademas, para excluir enzimas lisosomales solubles, las
SCV muestran una accesibilidad limitada a endocitosis de
fase fluida.*®%° Las SCV tienen la capacidad de fusionarse
sel ectivamente con vesiculas que acarrean diferentes mar-
cadores, con lafinalidad de establecer un microambiente
fagosomal que permita su supervivencia. Lafusion del fa-
gosoma con endosomas tempranos es estimulada por Rab5
al unirse a SopE. Rab5 activa SNARE el cual recluta a-
SNAP (soluble NSF attachment protein) y NSF (N-ethylna-
leimida—sensitive fusion protein) que se une e hidroliza
ATPYy por lo tanto promueve la fusién con compartimien-
tos endosomal es tempranos.1%

L os marcadores lisosomal es se localizan en extensiones
filamentosas, microtubulo- dependiente, que se conectan a
las SCV; una funcién potencial de estas estructuras es pro-
veer de nutrimentos a las bacterias intracelulares. En €l
centisoma 27 del cromosomade S. enterica serovar Typhi-
murium, entre los genes potB y potC, se localiza un seg-
mento de 1.6 kb que alberga a gen sifA (Salmonella indu-
ced filaments), dependiente de la SPI-2,8571%0 que es
reguerido parala formacién de dichos filamentos; sifA tie-
ne un porcentagje de G-C del 41% y fragmentos flanquea-
dos de 14 pb en repeticion directa, lo cual sugiere que su
incorporacion ocurrié por un mecanismo de recombinacion
siti 0-especifico.585° Recientemente, Hernandez demostrd
que sopB es esencial en el establecimientoy replicacion in-
tracelular de Salmonella, al estar involucrado en la forma-
cion de las SCV; mantiene altos niveles de fosfatidilinosi-
tol trifosfato en la membrana de las mismas, |0 que evade
la unién con los lisosomas y permite la unién con otras
SCV.24’69

Un pléasmido de 85 kDa contribuye a la supervivencia
de S. enterica serovar Gallinarum dentro de los macrofa-
gos.8El locus spv (Salmonella plasmid virulence), de dicho
plasmido contiene cinco genes. spvRABCD; de los cuales
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spvR codifica para un activador transcripcional, de lafami-
liaLysR-MetR, que regulasu propiasintesisy es requerido
paralaexpresion del operén spvABCD. El factor o5 (RpoS)
induce a spvR y ambos acttan en el promotor spvA, indu-
ciendo la expresién de los genes spvABCD, lo cual permite
la sintesis de las proteinas Spv.*860.118 A| no ser degradada
Salmonella en los macréfagos se inhibe el procesamiento y
presentacion de sus antigenos.

Salmonella expresa enzimas que inactivan directamente
radicales reactivos de oxigeno y nitrogeno; como la homo-
cisteina (gen metL), que antagoniza a 6xido nitricoy supe-
réxido dismutasa (sadClIl). Su produccién esta inducida
por el factor 65, el cual también es necesario paralatrans-
cripcion de genes involucrados en la adaptacion a ambien-
tes estresantes, como choque éacido, limitacién de nutri-
mentos, estrés oxidativo, asi como produccion de Agf. La
disrupcion del gen rpoS atentia significativamente la viru-
lencia de Salmonella.t'0

Salmonella produce ademés superoxidodismutasas
(SODs) como Fe-SOD (sodB), Mn-SOD (sodA), Cu, Zn-
SOD (sodC). SodCl esta codificada por un bacteri6fago
Gifsy-2 localizado en el centisoma 24.32136 Otras proteinas
gue son necesarias para sobrevivir bajo estrés oxidativo
son la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, codificada por
2wf. Dps, agente quelante del Fe, evitando su participacion
en la formacion de los radicales reactivos del oxigeno.5?
SspJ (superoxide susceptibility protein) cuyo gen estaloca
lizado entre el centisoma 54.4 y 64.1%" Finalmente protei-
nas efectoras codificadas en la SPI-2 se consideran involu-
craen la proteccion al estallido respiratorio a prevenir la
unién de las vesiculas que contienen NADPH-oxidasa con
las SCV.1%6

ISLOTES DE PATOGENICIDAD

Salmonella requiere de otros genes para su virulencia
como pagC y msgA, los cualesselocalizan en € centisoma 25
del cromosoma de S. enterica serovar Typhimurium; el gen
pagC, PhoP dependiente, codifica parala sintesis de una pro-
teina de membrana externa, las mutantes son invasivas pero
no logran multiplicarse dentro de los macréfagos ni causan in-
feccion letal en @ ratén cuando se administran intraperitoneal -
mente, sugiriendo que la proteina PagC participa en la enfer-
medad sistémica. El gen msgA, PhoP independiente, es
necesario parala sobrevivencia dentro del macréfago y viru-
lenciaen € raton. El operén iviVI-AB (in vivo induced) que se
localizaen el centisoma 7, es otraregion del cromosoma de
Salmonella que se caracteriza por contenidos bajos de G-C,
estaregulada por PhoP'y se considera que estainvolucradaen
laadhesién einvasion alas células del hospedero. A estas se-
cuencias, de menor tamafio que las idas de patogenicidad, al-
gunos autores |as han Ilamado islotes de patogenicidad.>® El

gen sifA, sopD, sspH2 y € operdn I pf mencionados anterior-
mente también se encuentran dentro de esta categoria. 't

REGULACION DE LA EXPRESION DE LOS GENES
CONTENIDOSEN LASISLAS DE PATOGENICIDAD

L as bacterias se tienen que adaptar a cambios ambienta-
les drésticos cuando entran al hospedero, vigjan alo largo
del aparato digestivo y al pasar de un medio extracelular a
uno intracelular, esto lo logran debido a una regulacion co-
ordinada y precisa de sus genes. Para lograr este control,
Salmonella utiliza sistemas reguladores de dos componen-
tes que incluyen un sensor histidina cinasa (proteina trans-
membranal) y un regulador de respuesta que se activa por
fosforilacion y activa o reprime, a nivel transcripcional, la
expresion de un grupo de genes. Asi, PhoQ/PhoP, PmrB/
PmrA, SsrA/SsrB, EnvZ/OmpR y BarA/SirA regulan lain-
vasion bacterianay la supervivenciaintracelular. (Fig. 4).

La regulacion especifica de los genes de la SPI-1 esta
mediada por HilA, regulador transcripcional de lafamilia
de activadores transcripcionales OmpR/ToxR, el gen res-
ponsable de su sintesis esta codificado dentro de la SPI-1.
A su vez, la expresion de hil A esta controlada transcrip-
cionalmente por |os sistemas reguladores de dos compo-
nentes, PhoP/PhoQ y SirA (Salmonella invasion regula-
tor). PhoP reprime a hilA, mientras que SirA activa su
transcripcion. Las sefiales que activan a SirA son, bajas
concentraciones de oxigeno, alta osmolaridad (300 mM)
y pH ligeramente alcalino, por otra parte PhoP se activa
con condiciones limitadas de Mg?*, condiciones que se
ven reflejadas en el lumen intestinal y en el medio intra-
celular, respectivamente. Asi, el crecimiento bajo condi-
ciones de alta osmolaridad, pH alcalino y disminucién en
las concentraciones de oxigeno estimulan la secrecion de
proteinas asociadas al SSTIII dela SPI-1, resultando en el
aumento de los niveles de internacion de la bacteria.

HilA controla la expresién de los genes que codifican
las proteinas del SSTIII, es activador transcripcional del
promotor deinvF, sipC, sipA, y prgH, el promotor de prgH
controlala expresion de orgA-B (oxigen regulated genes) y
prgK.8* InvF proteinas de la familia de reguladores trans-
cripcionales AraC controla la expresion de las proteinas
efectoras.2%84 Cabe sefialar que sipC tiene dos promotores,
uno HilA dependiente, corriente arriba de spaSy otro InvF
dependiente corriente abajo de spaS, SptP también esta
controlado por HilA e InvF.2881.93 SirA también regula la
expresion de SopB, codificada por al SPI-5, InvF es el acti-
vador transcripcional del promotor sigDE.2328

La proteina efectora, hipervariable AvrA (avirulence
factor R) de Salmonella, semejante a AvrRxv de Xantho-
monas capestris pv vesicatoria, agente etiolégico de laen-
fermedad de la hoja manchada del tomate y de la pimienta
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no es controlada por HilA ni InvF, probablemente porque
fue recientemente adquirida. 28102

La expresion de hil A esta constitutivamente reprimida
por una proteina H-NS-like que se une a ADN y modifica
el grado de superenrollamiento, lo cual ocasiona que la
ARN polimerasa no pueda iniciar eficientemente la trans-
cripcion del promotor de hilA. La SPI-1 contiene los genes
hilD (regulador central de los genes de virulencia) y hilC/
sprA/sirC que codifican las proteinas HilD y HilC, miem-
bros de la familia AraC/XylS y que en respuesta a bajas
concentraciones de oxigeno y alta osmolaridad, activan la
transcripcion de hilA a unirse directamente con H-NS o
competir con H-NS por secuencias de ADN.20

L a sobreexpresion de hilD y hilC puede inducir latrans-
cripcion de genes dependientes de invF independientemen-
te de hilA.2028.114

Lundberg demostré que HilA se requiere solamente
parala expresion de prgH mientras que sipB, invA e invF
pueden ser expresados de manera Hil A independiente ya
que HilC es capaz de activar directamente la expresion
invF e invA en ausencia de HilA.%4%

El sistema PhoP/PhoQ, controla la expresion de més de
40 genes de virulencia; algunos de los cuales estan involu-

crados en la supervivencia dentro de los macréfagos, a ac-
tivar a pags (PhoP-activated genes) y reprimir a prgs
(PhoP-repressed genes), ejemplificados por los genes inv/
spa. Los pags incluyen el operén mgtCB y los genes de
SPI-2. PhoP/PhoQ también esta involucrado en laregula-
cion de larespuesta alatolerancia aciday en laregulacion
de la capacidad de resistir alos péptidos catiénicos, modu-
lando al regulador de dos componentes, PmrA/PmrB.
PmrA activa promotores de ciertos pags, incluyendo aqué-
[los cuyos productos alteran el LPS y median resistencia a
péptidos catiénicos, como las polimixinas. Los péptidos
cationicos antibacterianos se unen i6nicamente al grupo
fosforil (cargado negativamente) del lipido A, desestabili-
zando las membranas bacterianas y causando muerte celu-
lar. Los genes pmrE-G y pagP modifican al lipido A, lo
gue trae como consecuencia que no se permitalainsercion
de péptidos cationicos; estos cambios en €l lipido A, tam-
bién producen un lipopolisacarido con menor potencial
proinflamatorio (menor induccion de TNFar). 0
Evidencias recientes indican que el sistema PhoR/PhoB,
el cual regula genes en respuesta a niveles de fésforo, pue-
de reprimir genes de invasion de la SPI-1.%3% Un sistema
de dos componentes que modula la expresion de genes en
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respuesta a condi ciones osméticas, EnvZ/OmpR, probable-
mente también regula genes de virulencia ya que su disrup-
cion disminuye la expresion de genes SPI-1. Mutantes en
phoQ incrementan la dosis letal (DL) en un 50%.122 Ade-
maés la metilacion del ADN juega también un papel impor-
tante en laregulacién de los genes de virulencia de S. ente-
rica serovar Typhimurium ya que mutaciones en damtiene
efectos pleiotrépicos en la expresién de varios genes de vi-
rulencia

Una situacion menos compleja se ha observado parala
regulacion de la SPI-2, en este caso un sistema regulador
de dos componentes SsrA/SsrB, codificado dentro de la
isla, es requerido parala expresion de los genes que codifi-
calas proteinas efectoras, las chaperonasy el SSTIII. El
gen ssrA, esta a su vez regulado por OmpR/EnvZ, respon-
sable también de la regulacion de sifA.8% Una vez que
EnvZ detecta pH bajo y disminucion en la osmolaridad
fosforila a OmpR, el cual se une al promotor de ssrA.
SsrA es un segundo censor de sefiales tardias del compar-
timiento vacuolar, probablemente detecta la disminucién
de fosfato; SsrA fosforilaassrB el cual permite la trans-
cripcion de los genes sse, sscy ssa. La colaboracion entre
estos dos sistemas detectan y responden a ambientes in-
tracel ulares.82086.%0 Asf un pH ligeramente alcalino y ele-
vada osmolaridad inducen la SPI-1 y reprimen a SPI-2
por el contrario un osmolaridad y pH bajos reprimen ala
SPI-1 einducen ala SPI-2.

SISTEMA DE SECRECION TIPO 11 (SSTIII)

Las proteinas liberadas al medio externo deben de pasar
por la membrana interna, el espacio periplasmico y final-
mente la membrana externa paralo cual las bacterias Gram
negativas han desarrollado diferentes sistemas de secrecion
(SSTI-V).

El SSTIII de Salmonella presenta las siguientes caracte-
risticas: la proteina secretada no presenta secuencia sefial
amino-terminal que tenga que ser liberada, varias de las
proteinas efectoras requieren de chaperonas especificas
para su secrecion; para la activacion completa del sistema,
se requiere de una sefial inductora, que generalmente es €l
contacto con la célula del hospedero, lo cual permite la
translocacion de | as proteinas efectoras dentro del citoplas-
ma de la célula huésped. Se han reconocido sistemas ho-
mélogos en otras bacterias patdgenas: Yersinia, Erwinia,
Pseudomonas y EPEC entre otras (Tablas 2 y 3). Cabe
mencionar que varios componentes del SSTII1 son simila-
res alas proteinas Fli/FIh involucradas en la biosintesis del
flagelo.%!

Los componentes estructurales del SSTIII de la SPI-1
pueden ser divididos en categorias que incluyen: ATPasa de
membranainterna, como InvC, que posee secuencias simila

resalasubunidad  de F,F,;* proteinas de membrana inter-
na, ejemplificadas por InvA, SpaP/InvL, SpaQ/InvM y
SpaR/InvN; proteinas de membrana externa, donde se inclu-
ye InvG,# proteina con secuencia similar alafamilia de se-
cretinas formadoras de poro y lipoproteinas como PrgK y
PrgH. InvG, PrgK y PrgH forman la base de una estructura
supramolecular Ilamada complejo aguja, consiste en 4 ani-
[los conectados por un bastén, los anillos inferiores interac-
tlan con la membrana interna, tienen un didmetro de 40 nm
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Tabla 2. Homologia en las proteinas asociadas al SSTIII y el flagelo.
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Salmonella sp SPI-1 Salmonella sp SPI-2 Yersinia sp Shigella sp E. coli Flagelo
InvA SsaV LerD MxiA EscV FIhA
InvB Spa 15 FliH
InvC SsaN YscN Spa47/MxiB EscN Flil
InvE LcrE/YopN MxiC
InvG SpiA YscC MxiD EscC
InvH VirG MxiM
SpaN YscP Spa32
Spa0 Ssa0 YscQ Spa33/Spa0 FIiN
SpaP/InvL SsaR YscR Spa24/SpaP EscR FliP
SpaQ/InvM SsaS YscS Spad/SpaQ EscS FliQ
SpaR/InvN SsaT YscT Spa29/SpaR EscT FIiR
SpaS SsaU YscU Spad0/SpaS EscU FIhB
PrgH MxiG
Prgl SsaH YscF MxiH EscF
PrgJ Mxil
Prgk SsalJ Yscl MxiJ Escl FliF
OrgA MxiK

SsaD YscD EscD

Tabla 3. Homologia en las proteinas efectoras.

Salmonellasp Salmonellasp  Yersiniasp  Shigellasp  E. coli
SPI-1 SPI-2
SipA IpaA
SipB SseC YopB IpaB EspD
SipC IpaC
SipD YopN/LcrE IpaD
SipE IpgC
SptP YopE y YopH
AvrA YopP/YopJ
SopE IpgD
SseB EspA
SseD EspB
InvJ VirA
SpaO IpgF

y un ancho de 20 nm; los anillos superiores interactdan con
lamembranaexternay €l peptidoglicano, tienen un diametro
de 20 nm y un ancho de 18 nm; se extiende a la superfi-
cie formando una estructura que se asemeja a una aguja
de 80 nm de largo y 13 nm de ancho cuyo componente prin-
cipal es Prgl, PrgJ controla su longitud.*1-88128 |nvE permite
el correcto ensamblgje del complgo agujaeinterviene en la
regulacion del proceso de secrecion, disparando 10s eventos
intracelulares que permiten lainvasion.538 InvH serequiere
parala correcta localizacién de InvG'28 (Fig. 5).

La proteina InvA es considerada como una de las més
importantes parael ensamblaje del SSTIII y exportacion de

proteinas efectoras, esto |0 demuestra un sinnimero de en-
sayos utilizando mutantes en el gen invA.16:43-45,78.78,110,112
Laporcién C-terminal de MxiA, pero no lade LcrD puede
complementar los defectos de invasion de mutantes de
invA indicando que esta porcion de MxiA es funcional y
estructuralmente homologa a InvA 1453 Mientras que InvJ
SpaN y SpaO/InvK son de las primeras proteinas efectoras
en secretarse y se cree que permiten la activacion del pro-
ceso de secreci6n,1940.148

InvA es una proteina de membrana interna, involucrada
en laformacion de un canal, su porcién amino-terminal es
hidrofébica, con ocho dominios transmembranales, de por
lo menos 20 aminoacidos, mientras que su porcion car-
boxi-terminal hidrofilica, localizada en €l citoplasma puede
interactuar con otros componentes del sistema. El gen invA
es el primer gen de un operdn gue contiene también los ge-
nesinvB einvC. Al ser mutado €l gen invB, no se afecta el
proceso de invasion, sugiriendo que no se requiere parala
entrada de la bacteriaala célula del huésped.

Lo expuesto anteriormente refleja la complejidad en la
patogenia de Salmonella, la cual ha podido ser dilucidada
gracias a trabajo interminable de cientos de investigadores
y a uso de nuevas técnicas de biologia molecular e inge-
nieriagenética, que diaadia se perfeccionan, |o que permi-
te el disefio de nuevos modelos de investigacion. Esimpor-
tante recalcar la importancia, que comienza a dilucidarse,
del papel que desempefian las células dendriticas en la pa-
togénesis de la salmonelosis, por lo que lo que se sugieren
futuras investigaciones enfocadas hacia el conocimiento de
la participacion e importancia de dichas células en el pro-
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ceso infeccioso. Por otra parte, se puede suponer que la
combinacion especifica de los factores de virulencia deter-
mina las caracteristicas de virulenciay la especificidad de
huésped de Salmonella.

Finalmente, la presencia de Sistemas de Secrecion Tipo

I11 exclusivamente en bacterias patégenas proveen un blan-
co para el desarrollo de agentes terapéuticos que excluyan
alamicrobiota normal. Proteinas del sistema de secrecion
tipo Il asi como cepas mutadas en genes de virulencia son
excelentes candidatos para el desarrollo de nuevas vacu-
nas. Ademas, mutantes atenuadas de Salmonella pueden
expresar antigenos de otros patdégenos y ser liberados a la
céluladel hospedero haciendo uso del SSTIII o enviar pro-
teinas atumores.
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