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RESUMEN

Salmonella enterica es una de las bacterias mas estudiadas de la microbiologia, y su estudio ha dado
lugar a una nueva rama, la microbiologia celular. Esto porque el descubrimiento de sus mecanismos
de virulencia ha mostrado como ocurren diversos procesos celulares durante la invasion celular y en la
sobrevivencia intracelular de este patdgeno, con lo cual hemos aprendido de rutas de sefalizacion que
no se sabia como ocurrian en células eucariotes. De tal forma, S. enterica es un paradigma para muchos
microbidlogos clasicos y celulares. Sin embargo, en la pasada década ha habido nuevos estudios que
nos hacen replantear algunos de los paradigmas. El objetivo de esta revision es actualizar la
informacion sobre los recientes avances en esta bacteria. El avance en los ultimos afios es asombroso,

al punto de cambiar muchas de las ideas que se tenian en este campo.

Palabras clave: Salmonella; mecanismo de invasion; sistema de secrecion tipo III; células epiteliales;

vacuola contenedora de Salmonella; autofagia.

ABSTRACT

Salmonella enterica is one of the best characterized bacteria in microbiology. Its study has given birth
to a new scientific branch called cellular microbiology. This because the discovery of this bacterium

virulence mechanisms has shown how several cellular processes occur during the invasion mechanism
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and in the intercellular survival of this pathogen, with these we have learned about signal transduction

pathways that were previously unknown in eukaryotic cells. In this way, S. enterica is a paradigm for

many classic and cellular microbiologists. The aim of this review is to give an update on the recent

advances of this bacterium. The recent advances are astonishing, to the point of changing ideas in this

field.

Keywords: Salmonella; invasion mechanism; type III secretion system; epithelial cells; Salmonella-

containing vacuole; autophagy.

INTRODUCCION

Las infecciones por Salmonella no tifoidea
(SNT) pueden causar padecimientos graves o
mortales en grupos susceptibles, como nifios,
adultos mayores y personas
inmunocomprometidas y es considerada por la
Organizacion Mundial de la Salud como uno de
los 4 principales causantes de enfermedades
diarreicas en el mundo [1, 2, 3]. Esta bacteria 'y
sus  mecanismos de  virulencia  son
paradigmaticos en el conocimiento general de
las vias de invasion bacterianas, ya que
marcaron el inicio de una nueva rama de la
microbiologia, la “microbiologia celular” [2].
Esta revision tiene la finalidad de actualizar la
informacion sobre los mecanismos de invasion
de Salmonella enterica, en particular la

invasion a células epiteliales.

Generalidades de Salmonella

El género Salmonella pertenece al filo de las
Proteobacterias, a la clase de las
Gammaproteobacterias y a la familia
Enterobacteriaceae. Fue originalmente aislada a

partir de bazo y ganglios mesentéricos de una
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persona que fallecié debido a esta afeccion en
1880 [3, 4]. Son bacterias Gram-negativas con
forma de bacilo de 1-2 um de largo por 0.5 pm
de ancho. Al poseer flagelos peritricos la
mayoria son moviles, casi nunca fermentan la
lactosa o sacarosa y producen acido sulthidrico
(H2S). Son resistentes a productos quimicos
como el verde brillante, el tetrationato de sodio
y el desoxicolato de sodio, facilitando su
aislamiento e identificacion [4]. La
clasificacion taxondmica mas reciente divide el
género Salmonella en dos especies, S. enterica
y S. bongori. ldentificar los serotipos es
esencial para conocer los reservorios o los
alimentos que sirven de vehiculo, evaluar su
gravedad, resistencias, deteccién de brotes e

infecciones esporadicas [5].

Epidemiologia en México y el Mundo

En un anélisis reciente sobre la incidencia de
esta bacteria en todo el Mundo se describe que
en el 2021 hubo 153 millones de casos, 91.28%
por la ingestion de alimentos contaminados y
8.72% por otras causas, de estos hubo 57,000

muertes ocasionadas por Salmonella no tifoidea
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(SNT) [6, 7]. Mientras que en Europa ha habido
un aumento, en EEUU y México se ha
observado una disminucion en la incidencia.
Entre 1968 y 2018 se identificaron 216
serotipos diferentes de S. enterica en el pais,
siendo los mas prevalentes: Enteritidis,
Typhimurium, Anatum, Agona y Meleagridis
[7, 8]. Entre el 2010 y el 2021 el Sistema
Nacional de Vigilancia Epidemiologica de la
Direccion  General de  Epidemiologia
(SINAVE-DGE) reportd 975,321 casos por
consumir alimentos de origen vegetal y los
estados con mayor incidencia son Chiapas y
Veracruz [6]. De acuerdo con el SINAVE-DGE
en 2019, las SNT muestran una incidencia
estacional, con un aumento en los meses de
mayo y junio, alcanzando un maximo en julio y
declinando a partir de agosto [7]. Esto se puede
deber a las altas temperaturas y a la escasez de
agua. En este sentido, seria ideal realizar
estudios gendmicos para complementar el
monitoreo y favorecer la prevencion y el
control de microorganismos que generan brotes
epidemioldgicos, por lo que, este tipo de
estudios estdn revolucionando la vigilancia
epidemioldgica y deberian tener un mayor uso
[8, 9]. A este respecto, y con los analisis que se
han hecho recientemente, se sabe que la
secuencia tipo (ST, por sus siglas en inglés)
predominante en México es la ST213, mientras
que a nivel mundial predomina la ST19 [9].
Este ST

Typhimurium ST213 aisladas en América del

indica que “las cepas de S.
Norte tienen caracteristicas notables como la
falta del plasmido pSTV (también Ilamado

pSLT, ver mas adelante) asociado a la
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virulencia, que se distribuye ampliamente en el

serovar Typhimurium; la presencia
predominante de plasmidos pertenecientes a la
familia IncC; y un perfil multirresistente
(MDR),

cefalosporinas

incluida la resistencia a las

(antibidticos) de tercera
generacion como la ceftriaxona, el tratamiento
de eleccion para la gastroenteritis aguda o las
infecciones invasivas complicadas” [9]. Hasta
donde sabemos, tanto la COFEPRIS como el
SENASICA contintian realizando este tipo de
estudios y esperemos pronto haya la difusion de

sus resultados.

Sintomas clinicos

La gastroenteritis es la forma mas comun de la
salmonelosis causada por las SNT. Se adquiere
por via oral y los alimentos de origen animal
son la principal fuente de aislamiento (42.6%).
La bacteria afecta al intestino delgado (en el
ileon) y la primera porcion del intestino grueso
(particularmente el ciego). Generando sintomas
como nauseas, vomito, diarrea acuosa, fiebre,
espasmos intestinales, cefalea, mialgias y
artralgias después de 6 a 48 horas del consumo
de alimento o agua contaminados [3, 4, 8]. Por
otro lado, Salmonella Typhi causa fiebre
tifoidea. Tras un periodo de incubacién de 10 a
14 dias, el paciente desarrolla fiebre de 39 a 40
°C, bradicardia, cefalea intensa, estrefiimiento,
dolor abdominal, nausea, vomito, anorexia,
mialgias, tos, malestar ~ general vy
ocasionalmente diarrea con moco y sangre [4].
Algunas complicaciones como hemorragias

gastrointestinales, perforacion intestinal y la
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encefalopatia tifoidea, seguido de la muerte
afectan el 10% al 15% de los pacientes no
tratados [10]. S. Paratyphi causa la fiebre
paratifoidea, con un cuadro clinico mas leve. La
tasa de letalidad de la fiebre tifoidea oscila entre
el 1% y el 4%; siendo diez veces mayor en
menores de cuatro anos. En casos no tratados,
las tasas de letalidad pueden aumentar hasta el
10-20% [10]. Las infecciones invasivas por
SNT

poblaciones inmunodeprimidas, causan una

son especialmente importantes en
mortalidad del 20-30% en menores de cinco
anos [1]. Lo

comprometido el sistema inmune en estas

anterior pues al estar
personas, permite que la bacteria pueda no solo
ingresar facilmente sino su fécil diseminacion
de forma sistémica. Hay que considerar que
desde 2017 la Organizacion Mundial de la
Salud incluy6 a Salmonella como un patdégeno
de alta prioridad por su multidrogorresistencia
(MDR) [11], en especial en paises de ingresos
medianos y bajos. Por tanto, es de extrema
relevancia no solo entender cémo actia este
patdgeno, sino también estudiar y prevenir la

diseminacion de especies con MDR.

Mecanismo de virulencia

Para la colonizacion del intestino S.
Typhimurium utiliza diversos factores de
virulencia, como flagelos, adhesinas, sistemas
de secrecion tipo III (T3SS, por sus siglas en
inglés) y efectores afines, para invadir las
células intestinales y evadir las respuestas
huésped [2]. A continuacion, se describe el

principal y mas estudiado mecanismo de
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patogenicidad de Salmonella, la invasion
celular. Esta bacteria es capaz de invadir a las
células epiteliales por dos vias: el mecanismo
de “disparo” (“trigger”) y el mecanismo de
“zipper”, siendo el primero el mas eficiente,
conocido y estudiado. A continuacion, se

describen ambos.

Mecanismo de invasion tipo trigger

Tras la ingesta de las bacterias, estas enfrentan
la acidez estomacal y llegan al intestino
delgado. El mecanismo de “trigger” se llama asi
porque asemeja a “disparar” proteinas de la
bacteria a la célula huésped y el cambio
observado en la célula es tan dramatico que
asemeja el resultado literal de un disparo [12].
Este mecanismo es mediado por el T3SS
codificado en la isla de patogenicidad 1 (T3SS-
1 o SPI-1) [13, 14]. Brevemente, los genes de
virulencia de Salmonella implicados en la
patogénesis estan codificados en regiones
SPI [15]. Las SPI's se

caracterizan por tener un contenido de DNA

denominadas

diferente al resto del genoma (en el porcentaje
de G+C y el uso de codones), estan flanqueadas
por repeticiones directas, codifican genes de
factores de movilidad como integrasas,
transposasas y elementos de insercion y pueden
representar regiones inestables de DNA [16].
Se ha postulado que estos genes fueron
adquiridos por transferencia horizontal de
genes y que han contribuido en la evolucion de
[15]. Hasta

identificado 23 SPI’s en los distintos serotipos

Salmonella ahora se han

de esta bacteria, 12 de ellas presentes en S.
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Typhimurium (SPI-1 ala 6,9, 11 ala 14 y 16)
[17]. De éstas, la SPI-1 ha sido la mas
estudiada, es necesaria para la virulencia y
presenta un papel activo en la invasion [citado
por 15]. Los T3SS también son conocidos como
“jeringas moleculares” o “complejos de
agujas”, porque asemejan una aguja por medio
de la cual pasan, o se translocan, proteinas de
la bacteria hacia el citosol de la célula huésped
(Figura 1). Estas proteinas tienen diferentes
efectos en la célula huésped por este motivo se
acuié el nombre de proteinas “efectoras” o
“efectores”. El complejo de aguja del T3SS
consta de una base cilindrica de anillos similar
a la del flagelo [18]. La base inicia en el aparato
de exportacion, compuesto por las proteinas
InvA, SpaP, SpaQ, SpaR y SpaS (Figura 1).
Tres proteinas conforman la base del aparato de
secrecion: InvG, PrgH y PrgK. La proteina Prgl
compone la aguja y su longitud es controlada
por InvJ. Por otro lado, PrgJ forma una varilla
dentro del cuerpo basal. La punta de la aguja
esta cubierta por SipD [19, 20]. Al entrar en
contacto con la célula huésped, SipD forma una
plataforma para el translocon compuesto por
SipB y SipC, a través del cual se translocan
efectores al interior de la célula huésped [20,
21]. A continuacion, varios efectores originan
cambios en el citoesqueleto de la célula
huésped. Entre estos estd SopB (o SigD en
algunas cepas), codificado en la SPI-5 [22, 23],
la cual altera la membrana, al activar una Rho-
cinasa que lleva a reordenamientos de actina
[24]. También recluta a AnxA2, como una
plataforma para estos reordenamientos. Este

efector también influye en la capacidad de la
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bacteria de transformar las células epiteliales
asociadas al foliculo en células M, a través de
la activacion de la sefalizacion de Wnt/B-
catenina. La induccion de la sefializacion de
Wnt conduce a la activacion del ligando del
receptor-activador de NF-kB (RANKL, por sus
siglas en inglés) y de su receptor RANK,
necesarios para el desarrollo de las células M y

la invasion de Salmonella [24].

El reordenamiento del citoesqueleto también es
ocasionado por los efectores SopE y SopE2,
esto tras activar a las GTPasas tipo Rho Racl y
Cdc42, a través de la actividad de factor
intercambiador de nucleotidos de guanina
(GEF, por sus siglas en inglés). SopE y SopE2
desencadenan la polimerizacion localizada de
la actina al activar factores promotores de la
nucleacion, como el complejo regulador
WAVE (WRC, por sus siglas en inglés), el cual
activa proteinas relacionadas a la actina
(Arp2/3, por sus siglas en inglés). WAVE es la
principal maquinaria de nucleacion de actina, e
impulsa la formacion de redes ramificadas de
actina que forman el “ruffle”, el ondulamiento
caracteristico en la membrana de la célula
(Figuras 2 y 3) asociado a la entrada de
Salmonella [25, 26]. La interaccion de las
GTPasas Racl y Arfl es necesaria para la
actividad del WRC, lo reclutan a la membrana
y activan Arp2/3 [25]. Salmonella es capaz de
explotar las redes regulatorias del huésped para
activar a Arfl y el WRC [27]. Arfl es reclutado
a la membrana plasmatica por el GEF celular
que apertura el sitio de unién al nucledtido Arf
(ARNO, por sus siglas en inglés). ARNO se
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Figura 1. Diagrama del T3SS-1 de Salmonella Typhimurium. Este sistema de secrecion esta
compuesto por una base cilindrica de multiples anillos. La proteina Prgl forma la aguja, PrgJ la varilla
interna dentro del cuerpo basal, en la punta de la aguja SipD que interactia con SipB y SipC, las cuales
forman el translocon para formar un canal por el cual seran translocados los efectores al interior de la

célula huésped. Las proteinas que forman cada parte del sistema se sefialan por lineas o encerradas en

ovalos. Tomada y modificada de [20].

mantiene autoinhibido en el citoplasma, pero
Arf6 unido a GTP y fosfolipidos 4cidos como
el fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato
[PI(3,4,5)P3] lo activan [28]. La produccion de
PI(3,4,5)P; es activada por SopB, pero Arf6 es
activada por los GEF celulares BRAG y EFA6
[29]. Estos factores del huésped se activan a
través de la interaccion con el fosfatidilinositol
4,5-bifosfato [P1(4,5)P2] (Figuras 2 y 3) [25].

La internalizacion bacteriana también es
promovida por SipA y SipC. Por un lado, SipA
inhibe la despolimerizacion de la actina y
aumenta su agrupamiento; mientras que SipC la
agrupa y nuclea e interactia con los filamentos
intermedios. Tras la entrada de la bacteria, se

restablece la estructura del -citoesqueleto,

(€0 OO

6

GTPasas como Racl y Arfl son desactivadas
por proteinas activadoras de GTPasas (GAP,
por sus siglas en inglés). Sa/monella codifica su
propia GAP, el efector SptP, que al ser
translocada devuelve a la célula al estado de
reposo (Figura 3) [24, 25].

Se ha sugerido que el ensamblaje de actina
impulsado por el WRC requiere ciclos de
activacion e inactivacion de Arf (Figura 3) [31].
Por lo tanto, la alteracion de la membrana
Salmonella

inducida por representa una

fascinante interaccion entre las proteinas
reguladoras tanto del huésped como del
patdgeno, los mecanismos de control positivo y

negativo, y las GTPasas Arfy Racl [25].
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Figura 2. Modelo de colonizacion e invasion de S. Typhimurium a células epiteliales del intestino
humano. Tras llegar al epitelio intestinal (a) Salmonella secreta efectores que le permiten colonizar
células M (b) y células epiteliales (¢). En el citoplasma la bacteria se localiza dentro de la SCV (e) que
posteriormente la conduce a la submucosa (f). Alternativamente la bacteria puede internalizarse a
través de las células dendriticas (d), o de los fagocitos o neutrofilos (g). Tomado y modificado de [30].

Figura 3. Vias de sefalizacion del huésped manipuladas por Salmonella durante la invasion de células
epiteliales. En la SCV, y en la membrana plasmatica, SopB recluta proteinas y enzimas que inducen el
reordenamiento del citoesqueleto de actina, como Rab5 y la PI-3-K, para generar PI-(3,4,5)-Ps.
También recluta a la proteina AnxA2 a la membrana, la cual funciona como plataforma para los
reordenamientos de actina, ademas, este efector activa los reordenamientos de actina dependientes de
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la Rho-cinasa. Por otro lado, Arf6 es activado por diferentes GEF como EFA6 y BRAG que estimulan
el intercambio de GDP unido a Arf6 por GTP. Arf6 activa, junto con PI-(3,4,5)-P3, recluta al GEF
ARNO del huésped que, a su vez, activa a Arfl. En consecuencia, Arfl se ancla a la membrana
plasmatica, donde junto a Racl activado por SopE trabajan para reclutar y activar al complejo WAVE
para inducir la polimerizacién de los filamentos de actina dependiente del complejo Arp2/3, para
promover la captacion bacteriana en células no fagociticas. Posteriormente, Arfl puede ser inactivado
por las proteinas activadoras de GTPasas celulares (GAP). Los efectores SipA y SipC promueven la
invasion bacteriana a través de sus funciones de agrupacion de actina. Es posible que SipA sea
degradado (potencialmente por la caspasa 3) para su activacion. Por otro lado, SptP invierte la
activacion de las Rho GTPasas restableciendo la arquitectura de las células epiteliales tras la entrada
bacteriana. Tomada y modificada de [24, 25].

Se cree que el ondulamiento de la membrana Mecanismo de invasion tipo zipper
inducido por Salmonella se debe a la fuerza Ademis del mecanismo de invasion ya
motriz de la internalizacion, pero si se elimina
WRC en cultivos de fibroblastos con RNAI, el

“ruffle” de la membrana desaparece por

mencionado, también se ha demostrado el papel
de las proteinas de la membrana externa (OMP,

por sus siglas en inglés) como moléculas de
completo, pero continua la invasion [26]. El

complejo WASH [26], similar a WRC [25],

promueve la polimerizacion de actina

adhesion y factores de virulencia en diferentes
bacterias. En Salmonella, estas proteinas

desencadenan la respuesta inmune innata y

dependiente de Arp2/3 en endosomas y adaptativa. Se ha demostrado que Rck y PagN,

lisosomas. Sin embargo, WASH se acumula en ambas OMP’s de Salmonella, pueden inducir la

los sitios de entrada de Salmonella en los invasion celular [12]. Rck promueve la

fibroblastos, y su eliminacién da lugar a una adhesion e internalizacion de perlas recubiertas

alteracion en la invasion de Salmonella [26]. o de cepas de E. coli no invasivas que la

Faltaria determinar si WASH tiene una funcion expresan en su superficie. Su unién es inhibida

similar en la invasidon de Salmonella asi como Rek

por soluble e induce discretos

los efectores que revierten su activacion [25]. reordenamientos de la membrana. Estos

En resumen, los genes de SPI-1 desempefian un hallazgos demuestran que Rck induce un
papel importante en el contacto de Salmonella mecanismo de entrada tipo zipper (Figura 2);
con las células del huésped, en su invasion y asi, Salmonella es capaz de inducir mecanismos
colonizacién. Sin embargo, tienen mas zipper'y trigger. El proceso tipo zipper requiere
funciones en la respuesta inmunitaria de las la activacion de la proteina tirosin-cinasa y de
células del huésped [20, 32]. Esta revision la fosfoinositol 3-cinasa de clase I, que activan
abordard mas adelante un poco de la respuesta a Akt, Racl y Cdc42, promoviendo el complejo
inmune del huésped. Arp2/3 y polimerizando la actina [12]. Ademas,

se ha identificado al factor de crecimiento

8
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epidérmico como el receptor necesario para la
adhesion e internalizacion por Rck [33]. Por
otro lado, PagN es una OMP conservada en
Salmonella [34]. Utiliza proteoglicanos de
heparina para invadir células de mamiferos [35]
y su sobreexpresion en una cepa de E. coli no
invasiva induce la invasion [12] con la integrina
Bl que actia como correceptor. Esto se
demostrd al inhibir la invasion en células pgsA-
745 con un anticuerpo anti-integrina 1 [36].
También se demostrd que la fosforilacion de la
tirosina y la PI-3-K de clase I son cruciales para
la internalizacion dependiente de PagN. Asi,
PagN de S. Typhimurium induce la invasion
celular a través de un mecanismo tipo zipper
[36].

Se ha planteado que Rck y PagN permiten la
invasion de Salmonella en los enterocitos por el
lado basolateral [37]. Es posible que la invasion
inicial de Salmonella por el lado apical induzca
una redistribucion de HSPG (proteoglicanos de
heparano sulfato), integrinas 1 y EGFR en la
superficie celular, permitiendo la invasion
mediada por PagN y Rck [36]. El siguiente paso
sera investigar estas hipdtesis con modelos de
organoides como cultivo in vitro del epitelio

intestinal primario [36].

Reordenamiento del citoesqueleto e

inflamacion del intestino

La inflamacién en el tracto intestinal da una
ventaja al crecimiento de las SNT, mejorando
la transmision bacteriana. Los efectores de SPI-
1 o regulados por ésta (SopE, SopE2, SopB,
SipA, SipC y SopA) contribuyen a Ia

9
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inflamacion intestinal (Figura 4) estimulando la
produccion de la citocina IL-8 a través de las
vias de la proteina cinasa activada por
mitégenos (MAPK, por sus siglas en inglés) y
NF-kB, desestabilizando las uniones estrechas
y estimulando la migracion transepitelial de los
neutrofilos hacia la luz intestinal [38]. Los
receptores tipo Toll (TLR) se activan tras la
deteccion del LPS, que activa los macrofagos y
el aumento de su destruccion por el fagosoma,
asi como la activacion de los genes de las
caspasas inflamatorias [39]. La inflamacion
también es inducida por las caspasas 1,4 y 5 en
células humanas. La entrada al citoplasma de la
proteina flagelar F1iC y de la proteina PrgJ del
T3SS-1 activan a la caspasa 1 en los
macrofagos, liberando las citocinas IL-18 e IL-
1B, promoviendo la liberacion de IL-17 e IL-22
en las células T, amplificando asi la
inflamacion. La proteina del translocon SipB se
inserta en la membrana plasmatica y puede
migrar a las mitocondrias; generando dafios que
podrian contribuir a la activaciéon de la caspasa

1 [24].

Ademas, SopE activa a la caspasa 1 en las

células del estroma, lo que provoca Ila
inflamacién intestinal, como resultado de la
reorganizacion de la actina. Las caspasas 4y 5
pueden tener un papel en la inflamacion y la
restriccion de las SNT, activadas por el LPS
citoplasmico, que puede generarse por la
desestabilizacion de la SCV en las células
epiteliales o por otro mecanismo de transporte

desconocido [24].
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Figura 4. La inflamacion inducida por Salmonella favorece la transmision del patdgeno. La activacion
de las Rho GTPasas por los efectores SopE, SopE2 y SopB induce las vias de MAPK, activando NF-

kB y AP1, lo que estimula la produccion de I1L-8

promoviendo la migracion transepitelial de neutréfilos

hacia el lumen intestinal. SipA activa a la caspasa 3 y es escindida posteriormente por esta proteasa;

promoviendo la migracion de los neutrdfilos. La caspasa 1 es activada por FliC, Prgl y posiblemente
por el efector SipB en los macrofagos, estimulando la liberacion de IL-1f e IL-18. La activacion por
SopE de las Rho GTPasas también activa a la caspasa 1. El LPS intracelular activa a las caspasas 4 y
5, liberando IL-1P e IL-18, que promueven la sintesis de IL-17 e IL-22 por las células T y amplifican
la inflamacion. Estos y otros cambios promueven el crecimiento y la transmision de Salmonella spp.
en el lumen intestinal. Las respuestas MAPK se ven amortiguadas por SptP, SpvC, AvrA, SspHI1 y
GogB, pero la base de esto no se conoce del todo. Tomada y modificada de [24].

En resumen, los efectores del T3SS-1 y otros
determinantes de virulencia no relacionados

con las SPI’s estimulan la inflamacion al

provocar respuestas de sefializacion que
promueven la secrecion de fluidos y la
afluencia de leucocitos, desencadenando

finalmente la colitis que es esencial para el

crecimiento y transmision de la bacteria [24].

@O0

Formacion de la SCV

Este proceso amerita per se una revision aparte,
por lo que solo mencionaremos algunas
caracteristicas de ésta. Una vez dentro del
citoplasma, Salmonella se localiza dentro de
una vacuola denominada vacuola contenedora
de Salmonella (SCV, por sus siglas en inglés).
SCV

marcadores endosomales y pasa de una “SCV

Durante la invasion, la adquiere
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temprana” a una “SCV tardia” permitiendo que

Salmonella  sobreviva 'y se replique
intracelularmente [21]. La fusion membranal
para la formacién y maduracion de la SCV
ocurre por la accion de varios efectores,
destacando SopB, al modular la naturaleza

dinamica de los PI [40].

En la SCV, el T3SS-2 tendra su mayor
contribucion en la supervivencia intracelular de
Salmonella al translocar efectores a la célula.
Las SCV transitan a la membrana basolateral y
liberan a las bacterias a la submucosa. Estas
bacterias se internalizan en fagocitos para
volver a formar una SCV, donde las SPI-2 y
SPI-3 desempefiaran un papel importante. Por
ultimo, los fagocitos infectados pueden
diseminarse por la linfa y la sangre y diseminar
a la bacteria. Alternativamente, las células
dendriticas pueden embeber a las bacterias de la
submucosa y migrar generando una enfermedad

sistémica [41].

Escape de la SCV

Los patogenos intracelulares se clasifican como
vacuolares o citosdlicos en funcion del nicho
que ocupan dentro de las células eucariotas. Los
patdgenos vacuolares sobreviven en un
compartimento unido a la membrana que se
modifica evitando la degradacion por los
lisosomas. Por el contrario, los patdgenos
citosolicos escapan y se replican en el citosol.
Esta clasificacion historica se ha complicado
por las recientes pruebas de que algunos
patégenos, como S. Typhimurium pueden

habitar en ambos entornos [42].
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Para que se generen las poblaciones citosdlicas
es necesario que se formen inflamosomas,
complejos de sefalizacion que reconocen
componentes como el LPS, la flagelina o las
proteinas del T3SS-1, induciendo a las caspasas
1 y 11 (Figura 5) que lleva a la produccion de
citocinas inflamatorias (IL-1a, IL-1p e IL-18),
generando muerte celular [43]. En células
epiteliales, las subpoblaciones intracelulares de
Salmonella, inicialmente en vacuolas acceden
al citosol y proliferan a altas tasas y se
denomina hiperreplicacion [42, 43]. En un
tiempo medio de duplicacion de >95 min se
observd que algunas bacterias se replicaban a
un ritmo mucho mayor, con un tiempo de ~20
min. La incidencia de estas bacterias
hiperreplicantes que alcanza una tasa de >50
bacterias por célula aumento, representando el
11 £ 4.2% de las células infectadas a las 10 h
p.i. (post infeccion) La microscopia confocal
indico que muchas de estas bacterias no se
encontraban en una SCV madura, y otros
experimentos demostraron que al menos un
tercio de las bacterias hiperreplicantes eran
[44].

citosdlicas En el epitelio intestinal

Salmonella citosolica experimenta
hiperreplicaciéon que conduce a una expulsion
inducida de enterocitos infectados [45]. Este
proceso in vivo esta regulado por componentes
del

inhibidoras de apoptosis neuronal 1-6 (NAIP1-

inflamosoma, como las proteinas
6), la proteina 4 que contiene el dominio CARD
de la familia NLR (NLCR4) y las caspasas 1/11
[46]. En pruebas in vivo el nimero de bacterias
citosolicas hiperreplicantes se mantiene en una

media de 30-40 por célula infectada, en lugar de
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las més de 100 observadas en la mayoria de los

modelos in vitro [47].

Es importante enfatizar que S. Typhimurium
utiliza el T3SS-1 para danar a la SCV.
Curiosamente, este dafio puede ser reparado por
las proteinas de autofagia [49]. Métodos como
la permeabilizacion selectiva con digitonina
pueden identificar esta subpoblacion. Asi, las
bacterias en la SCV pueden tomar uno de los
dos caminos: (1) permanecer en la SCV vy
replicarse lentamente; o bien (2) salir y

replicarse rapidamente en el citosol (Figura 5).

La salida de las bacterias de la SCV al citosol
depende de la pérdida de integridad en la
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membrana vacuolar. A diferencia de muchos
patogenos Gram-positivos, los Gram-negativos
carecen de toxinas formadoras de poros, aunque
pueden producir deacilasas y otras lipasas que
alteran la bicapa lipidica [50]. Otro mecanismo
de dafio a la membrana es causado por la
insercion del translocon en la membrana
eucariota [51]. La perforacion de la membrana
vacuolar puede provocar dafios en ausencia de
cualquier efector [52]. Ademas, distintas
proteinas del translocon de varios T3SS afectan
la estabilidad de la membrana y el destino de las
bacterias intracelulares. El dafio a la membrana
de la SCV asociado al T3SS-1 ha sido
corroborado por otros estudios [53].

J'n W.VO ¢ Bacterias

persistentes?

" Poblaciones W
| = = - citosdlicas

NAIP1-6
NLCR4 I‘

Caspasas 1-11 L

i A N 7a
IR

b & | ® ) Q Autofagosoma

B> T388-1 activo

@ T3SS-2 activo

g Piroptosis

Figura 5. Poblaciones citosdlicas e intravacuolares de Salmonella y muerte celular como respuesta del
huésped. La expulsion de las bacterias intravacuolares es inducida por las proteinas NAIP 1-6, NLCR4
y las caspasas 1-11. En los modelos in vivo existe un menor numero de bacterias hiperreplicantes por
célula que en modelos in vitro, probablemente por bacterias intravacuolares persistentes. La célula

epitelial altamente infectada sufre una lisis de tipo inflamatoria inducida por la activacion de la caspasa
1, la cual a su vez estimula la liberacion de la IL-18. Alternativamente, la exclusion de células
altamente infectadas también se puede llevar a cabo por la via caspasa 1/NAIP/NLRC4. Tomada y

modificada de [48].
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La hiperreplicacion de las bacterias conduce a
la destruccion de la célula epitelial infectada y
a lisis celular inflamatoria (piroptosis),
inducida por la caspasa 1 e IL-18 [43]. Se ha
especulado que S. Typhimurium “controla” y
atentia la maquinaria del inflamosoma, para
atenuar su crecimiento intracelular preservando
la integridad de la célula infectada y asegurando
la replicacion y transmisibilidad. Por otro lado,
la extrusion de células fuertemente infectadas y
la persistencia en algunas células de la barrera
epitelial parece ser doblemente beneficiosa al
liberar bacterias al lumen intestinal,
aumentando la reinfeccion y propagacion. Sin
interaccion de las bacterias
del

inflamosoma sigue sin ser clara. Las células

embargo, la

citosolicas con los componentes
epiteliales utilizan la caspasa 11 para responder
al LPS en el citosol, pero la fuente exacta de

este componente in vivo es desconocida [43].

Muerte celular

El epitelio intestinal se renueva cada 3 a 5 dias.
Las células epiteliales se desprenden en la punta
de las vellosidades en el intestino delgado o la
superficie del colon, desde una region
denominada "zona de exclusion" [54]. Estas
células epiteliales mueren por anoikis, una
Las

Salmonella citosolicas inducen la muerte de las

forma apoptotica de muerte celular.

células epiteliales [55], liberando bacterias al
lumen. La distincion clave entre la extrusion
homeostatica y la inducida por Salmonella es el
tipo de muerte celular: apoptosis o piroptosis,
respectivamente (Figura 5) [42]. La exclusion
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epitelial inducida por Salmonella se asocia con
la pérdida de la integridad de la membrana
plasmatica y la liberacion de la citocina
proinflamatoria IL-18 [56]. Asi mismo, la
induccion de piroptosis dependiente de la
caspasa 11 en los macrofagos de ratdon requiere
también de proteinas de union a guanilato, que
promueven la lisis de las wvacuolas con
patogenos [57]. La proteina de unidon a
guanilato-1 se expresa en las c€lulas epiteliales
intestinales y regula la apoptosis, pero se
desconoce si es necesaria para la piroptosis
inducida por Salmonella. De igual manera, un
mecanismo dependiente de la caspasa
I/NAIP/NLRC4 media la exclusion de los
enterocitos infectados por Salmonella [46]. Por
lo tanto, se requieren al menos de dos vias
mediadas por el inflamosoma para la expulsion
de las células infectadas con Salmonella

citosolica [42].

Poblacion en latencia

Recientemente se ha identificado otra
subpoblacion de S. Typhimurium en células
epiteliales, ésta presenta un fenotipo distinto al
de las subpoblaciones vacuolares o citosolicas
Esta

subpoblacion entra en un estado de latencia en

documentadas anteriormente.
un compartimento vacuolar distinto a la SCV
expresando factores de virulencia de la SPI-2.
En este sentido, los efectores del T3SS-2 y la
proteasa Lon son indispensables para su
generacion, mientras que las enzimas SpoT y
RelA la regulan negativamente. Este hecho
cobra gran relevancia

porque podria
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proporcionarle a S. Typhimurium una estrategia
alternativa para la patogenicidad y su

persistencia [58].

Ensenanzas obtenidas de S. enterica

Como se menciono al inicio de esta revision, la
manera en que esta bacteria modifica las vias de
sefnalizacion de las células a las que infecta
[59]. Con mutantes auxdtrofas a aminoacidos y
a otros compuestos se empezd a entender que
estos no son sintetizados por el hospedero y
sentaron las bases para el uso de estas mutantes
como potenciales vacunas. También con S.
enterica se observé por primera vez que invadia
por un proceso de macropinocitosis, que podia
sobrevivir y permanecer en una vacuola, lo que
después se observd con otras bacterias
intracelulares. El estudio de los efectores ha
permitido disectar diversas sefiales y ain hay
estudios que van descubriendo mas actividades
y nuevos efectores. También ha permitido
comprender y dar avances en la respuesta
inmune innata y adaptativa que este patdogeno
despierta. El aprendizaje de como funcionan los
T3SS de Salmonella ha sido tal que incluso se
ha propuesto su uso para acarrear compuestos
anti-cancerigenos, lo cual

parece muy

prometedor [60].

CONCLUSIONES

Los recientes estudios de los mecanismos de
patogenicidad de Salmonella nos muestran que
este patdogeno aln tiene mucho que ensefiarnos
en las areas de la microbiologia y la biologia

celular. Este conocimiento permitira proponer
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estrategias que impidan, por ejemplo, la
expresion de los diversos factores de virulencia
y el desarrollo y uso de compuestos anti-
virulencia de origen natural o sintético. Estos,
ademés de usarse en el tratamiento, pueden
tener un uso profilactico como aditivos en
alimentos. En cuanto a la genotipificacion o
secuenciacion genodmica, ésta permitira definir
con mas precision los ST presentes en la
poblacién tanto animal como humana, lo cual
permitira definir como se estan distribuyendo
los aislados MDR. A pesar de estos avances,
aun hay preguntas por contestar; por ejemplo
(como actian cada uno de los efectores y qué
usos se le pueden dar? ;jen qué orden actian los
mismos tanto para la invasion como para la
sobrevivencia? ;comparten el mecanismo de
virulencia todas las serovariedades de esta
bacteria? De tal forma, es seguro que veremos

ain mas avances en los proximos afos.
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