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Abstract. The genus Salmonella is composed of Gram-negative,
non-spore-forming, rod-shaped bacteria belonging to the
Enterobacteriaceae family. Salmonella has important relevance
at public health level since it is one of the main enteric pathogens
in both developed and developing countries. In this chapter,
we describe the different genetic markers of pathogenicity of
Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium),
which in  humans causes salmonellosis, gastroenteritis
characterized by inflammatory diarrhea, usually originated after
the ingestion of contaminated food or water. In Colombia, S.
Typhimurium is the most prevalent serovar. The last report of the
National Health Institute showed that, of the 23 serovar incidents
in the country, serovar Typhimurium represents 30% of the total
isolations made between 1997 and 2016. The role of the the main
Salmonella virulence-associated genes are described in this
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review. The virulence genes of S. Typhimurium are mostly located
within islands of pathogenicity (SPI). The best studied SPI is the

so called SPI-1. The genes encoded in SPI-1 promote the invasion

of eukaryotic cells, whose regulation is mediated by the HilA

protein encoded in the gene, hilA, present in the same SPI-1. HilA

activates the expression of the genes that code for the synthesis

of a type 3 secretion system (T3SS) responsible for secreting and
injecting effector proteins into the host cell. The expression of hilA

is under the control of a regulation loop, comprised of the HilD,

HilC and RtsA proteins. HilD is the predominant regulator of
this system, while HilC and RtsA are in charge of amplifying the
activation signal. On the other hand, the genes contained in SPI-2

are implicated in causing systemic infections and the intracellular
proliferation of the bacteria. The role of other genetic elements
involved in Salmonella infectious process is also discussed.

Resumen. El género Salmonella estd compuesto de bacterias Gram-
negativas, no esporuladas, en forma de bacilo. Salmonella tiene
importante relevancia a nivel de salud publica ya que es uno de los
principales patdgenos entéricos tanto en paises desarrollados como
en vias de desarrollo. En este capitulo, se describen los diferentes
marcadores genéticos de patogenicidad de Salmonella enterica serovar
Typhimurium (S. Typhimurium), que en humanos causa salmonelosis,
gastroenteritis caracterizada por diarrea inflamatoria, originada
normalmente tras la ingestion de alimentos o agua contaminados. En
Colombia, S. Typhimurium es el serovar mas prevalente. El tltimo
reporte del Instituto Nacional de Salud mostrd que, de los 23 serovares
incidentes en el pais, el serovar Typhimurium representa el 30% del
total de los aislamientos que se realizaron entre los afios 1997 y 2016.
El papel principal de los genes asociados a la virulencia de Sa/monella
sera descrito en esta revision. Los genes de virulencia de S. Typhimurium
estan localizados mayoritariamente dentro de islas de patogenicidad
(SPI). Los genes codificados en la SPI-1 promueven la invasién de
células eucariotas, cuya regulacion estd mediada por la proteina HilA
codificada en el gen, hilA, presente en la misma SPI-1. HilA activa la
expresion de los genes que codifican para la sintesis de un sistema de
secrecion de tipo 3 (T3SS) encargado de secretar e inyectar proteinas
efectoras dentro de la célula hospedadora. La expresion de hilA se
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encuentra bajo el control de un bucle de regulacién, comprendido por
las proteinas HilD, HilC y RtsA. HilD es el regulador predominante
de este sistema, mientras que HilC y RtsA se encargan de amplificar
la sefial de activacion. Por su parte, los genes que contiene la SPI-2,
estan implicados en causar infecciones sistémicas y la proliferacion
intracelular de la bacteria. El papel de otros elementos involucrados en
la infeccion por Salmonella también sera discutido.

Palabras clave: S. Typhimurium, SPI, 4il4, invasion, T3SS-1

Introduccion
El género Salmonella

El género Salmonella, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae,
estd compuesto por bacterias Gram-negativas, no esporuladas, en forma
de bacilo. Estos microorganismos tienen un didmetro de 0,7 a 1,5 pum,
con una longitud de 2 a 5 um, son aerobios facultativos y son motiles
mediante flagelacion peritrica [1,2]. Dentro de sus caracteristicas
bioquimicas, poseen un metabolismo oxidativo y fermentativo.
Producen é4cido y a menudo gas durante la fermentacion de la glucosa
u otros hidratos de carbono, son oxidasa negativos y mayoritariamente
catalasa positivos. Reducen nitratos a nitritos, utilizan citrato como
Gnica fuente de carbono, producen H,S, son ureasas negativos, no
desaminan fenilalanina, y son tetrationato reductasas [3].

El género Salmonella se divide en dos especies Salmonella bongori
y Salmonella enterica. Esta Gltima se subdivide en seis subespecies:
enterica, salamae, arizonae, diarizonae, indica y houtenae [4]. En la
subespecie enterica se encuentran la mayoria de los serovares causantes
de enfermedades en humanos y animales domésticos [4,5]. El nombre
del serovar se escribe en letra regular y la primera letra en mayuscula, por
ejemplo Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium).
Los serovares pertenecientes a las otras subespecies son asignados
por su formula antigénica basada en el esquema White-Kauffmann-Le
Minor, determinados por la composicion de los antigenos somaticos
(O), flagelares (H), o de superficie Vi (K), después del nombre de la
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subespecie. El esquema White-Kauffmann-Le Minor es definido por
The World Health Organization (WHO) en colaboracion con el centro
de referencia e investigacion en Salmonella del Instituto Pasteur.

Salmonella tiene importante relevancia a nivel de salud ptblica ya que es
uno de los principales patdogenos entéricos tanto en paises desarrollados
como en vias de desarrollo. Las dos patologias mas comunes causadas
por Salmonella son la fiebre tifoidea y la salmonelosis. La fiebre tifoidea
es una enfermedad sistémica causada exclusivamente por S. enterica
serovar Typhi y S. enterica serovar Paratyphi A y B, que tienen como
unico hospedador conocido el humano. Las manifestaciones clinicas
incluyen fiebre, dolor abdominal y diarrea. La infeccion puede producir
fallo respiratorio, hepatico y dafio neurologico [6].

La salmonelosis es causada por toda una serie de serovares no tifoideos,
siendo los mas relevantes Typhimurium y Enteritidis, que también
pueden infectar un amplio rango de animales. La salmonelosis es una
enteritis generalmente autolimitante cuyos sintomas son diarrea, fiebre,
vomito y dolor abdominal [7,8]. En Colombia, S. Typhimurium es el
serovar mas prevalente. El tltimo informe del Instituto Nacional de
Salud mostrd que, de los 23 serovares incidentes en el pais, el serovar
Typhimurium representa el 30% del total de los aislamientos que se
realizaron entre los afos 1997 y 2016.

En humanos S. Typhimurium causa salmonelosis normalmente tras la
ingestion de alimentos o agua contaminados. Para causar infeccion,
Salmonella debe superar y manipular las barreras defensivas del
organismo hospedador en sitios especificos a lo largo del curso de la
infeccion. Una vez ingerida, la bacteria debe resistir al ambiente dcido
estomacal y posteriormente colonizar la zona distal del intestino delgado.
Salmonella debe atravesar el moco intestinal antes de adherirse a las
células epiteliales. Dependiendo del serovar, Salmonella puede expresar
un amplio rango de factores de adhesion, tales como Fim (fimbria de
tipo 1), Lpf (long polar fimbria) o Tafi (thin aggregative fimbriae) [9].
La adhesina de la fimbria de tipo 1, FimH, media la union a células
epiteliales y ayuda a inducir la captacion dependiente de actina en células
dendriticas de ratones y en células HeLa, indicando que también puede
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promover invasion [10,11]. El paso de la bacteria a través de la pared
intestinal se cree que es por transcitosis, se define como la invasion de
enterocitos o células M en el lado apical, migracion al lado basolateral
y la exocitosis dentro del espacio intersticial de la lamina propia [12].
En la 1amina propia, el escenario puede variar dependiendo del serovar
de Salmonella y del hospedador. En humanos, S. Typhimurium induce
la produccioén de citoquinas y la migracion de neutrofilos a través del
epitelio intestinal causando diarrea intestinal [13].

Estructura del genoma de Salmonella enterica serovar Typhimurium

S. Typhimurium contiene un cromosoma de 4857 kilobases (kb) y el
plasmido de virulencia pSLT de 94 kb [ 14]. Algunas cepas, como la SL.1344
utilizada ampliamente en investigacion, también contiene los plasmidos
pCollB9 [15] y pRSF1010 [15, 16]. Salmonella contiene profagos
funcionales: Gifsy 1 y 2, conocidos por jugar un papel durante la invasion
celular; Fels-1 y 2, SopE®, entre otros [17]. En la Figura 1 se encuentra
resumida la estructura del genoma de S. Typhimurium de la cepa SL.1344.

En el genoma de S. Typhimurium hay un elevado ntimero de genes
que codifican para factores de virulencia necesarios durante el proceso
infectivo. Estos genes de virulencia estan localizados mayoritariamente
dentro de islas de patogenicidad (SPI, del inglés Salmonella pathogenicity
island). Un niimero elevado de SPI’s ha sido identificado en diferentes
aislamientos de Salmonella. Cinco SPI (SPI1-5) se encuentran mas
ampliamente distribuidas, han sido presumiblemente adquiridas a lo largo
de diferentes procesos evolutivos por medio de la transferencia horizontal
de genes (HTG, del inglés horizontal transfer genes), y su presencia se
ha estabilizado en el genoma gracias a la adaptacion de mecanismos de
regulacion de la expresion génica [18]. Estas SPI se caracterizan porque
su porcentaje de G-C difiere del promedio del genoma bacteriano (53%),
presentan repeticiones directas en sus extremos, portan genes que codifican
factores de movilidad como integrasas, transposasas o secuencias de
insercion y se encuentran frecuentemente insertadas en el loci de ARNt
(ARN de transferencia) [19-21]. Ademas, también se encuentran genes
de virulencia en otras localizaciones concretas del cromosoma, como
profagos y el plasmido pSLT.
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Figura 1. Estructura del genoma del S. Typhimurium (SL1344).

Un cromosoma y tres plasmidos. En el cromosoma se representan las cinco islas
de patogenicidad con su respectiva funcion entre paréntesis; y los ocho profagos.
Fuente: Elaboracion propia.

Isla de patogenicidad 1 (SPI-1)

La SPI-1 es la mejor caracterizada de las cinco islas. Presenta
aproximadamente 40 kb y estd localizada en el centisoma 63 del
cromosoma de S. Typhimurium. Esta isla estd flanqueada por fhl4 y
mutS, tiene un 42% de G-C y no se encuentra asociada a un gen ARNt
[22]. Contiene 31 genes que codifican para varios componentes de un
sistema de secrecion tipo III (T3SS, del inglés #ype three secretion
system), proteinas reguladoras del T3SS y proteinas efectoras [22]. El
fenotipo de virulencia asociado a esta isla depende de la capacidad del
T3SS para secretar proteinas efectoras, codificadas tanto dentro como
fuera de la SPI-1. Una vez en el citoplasma de la célula hospedadora,
estas proteinas efectoras desencadenan el proceso de invasion de
Salmonella en células no fagociticas, por medio de la reordenacion del
citoesqueleto de actina [20]. El translocon del T3SS, una estructura en
forma de poro, se incrusta en la membrana de la célula hospedadora y
permite asi que las proteinas efectoras sean liberadas directamente al
citoplasma [23, 24].
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Proteinas secretadas por el sistema de secrecion
de tipo 111 de la SPI-1

El T3SS presente en Salmonella se caracteriza por: 1) las proteinas
secretadas no presentan secuencia seflal amino-terminal, 2) varias de las
proteinas efectoras requieren de chaperonas especificas parasusecrecion,
3) para la activacion del sistema se requiere de una sefial inductora, que
generalmente es el contacto con la célula del hospedador, permitiendo
la translocacion de las proteinas efectoras dentro del citoplasma de la
célula hospedadora [19]. El reordenamiento del citoesqueleto de la
célula hospedadora inducido por las proteinas efectoras, tiene como fin
ultimo internalizar la bacteria, la cual se mantiene dentro de las SCV
(del inglés Salmonella-containing vacuoles). Las bacterias son capaces
de sobrevivir dentro de las células y pueden llegar a los tejidos mas
profundos, donde inducen una potente respuesta inflamatoria.

Se han reconocido sistemas homologos en otras bacterias patdgenas:
Yersinia, Erwinia, Pseudomonas y Escherichia coli enteropatogena
(EPEC), entre otras. Es importante mencionar que varios componentes
del T3SS son similares a las proteinas Fli/Flh involucradas en la
biosintesis del flagelo. Se han identificado al menos trece proteinas
cuya secrecion es mediada por el T3SS de la SPI-1 (T3SS-1): AvrA,
SipA, SipB, SipC, SipD, SItP, SopA, SopB/SigD, SopD, SopE, SopE2,
SptP y SspH, cada una con una funcién especifica aunque se ha
detectado redundancia funcional entre algunas de ellas [26]. En general,
la principal funcion de estos efectores es inducir el ondulamiento de
la membrana de la célula hospedadora, resultando en la entrada de
la bacteria. Un resumen de la funciéon de cada una de las proteinas
secretadas a través del T3SS codificado en la SPI-1 se encuentra en
la tabla 1. A continuacion se describe con mayor detalle las proteinas
SipA, SipC, SopE y SopE2, que son claves en la invasion y han sido
objeto de estudio en este trabajo.

-SipAy SipC
Las proteinas efectoras SipA y SipC, Salmonella invasion protein,

ejercen un papel importante durante la invasion de Salmonella.
Estas proteinas se unen a la actina y promueven su polimerizacion,
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facilitando la reordenacion del citoesqueleto y, en definitiva, el proceso
de invasion [27-30]. SipA contiene dos dominios funcionales: la region
N-terminal que interviene en el transporte a través del T3SS y el
dominio C-terminal o “actin binding” que se encarga del ensamblaje
de la actina F [31]. Estudios estructurales indican que SipA actiia como
una “grapa molecular” usando sus dos dominios en forma de brazos
para atar los monomeros de actina en hebras de filamentos adyacentes
[32]. Ademas se ha demostrado que protege a los filamentos de
actina de la fragmentacion inducida por la proteina Gelsolina y puede
reincorporar los filamentos rotos por dicha proteina [33]. SipC también
estd involucrada en la agrupacion asi como en la nucleacion de la actina,
gracias a sus dos dominios N y C terminales, que cumplen con las dos
funciones respectivamente [27, 30, 34]. También se ha demostrado que
SipC podria estar modulando el ensamblaje y/o funcion del translocon
[27]. Asi, laactividad combinada de SipA'y SipC promueve la formacion
de filamentos de actina cerca de las bacterias adheridas, y estabiliza
estos filamentos contra los mecanismos de inhibicion de las proteinas
de la célula hospedadora [35].

-SopE y SopE2

SopE, codificada en el fago criptico SopE®, esta presente unicamente
en algunas cepas de S. Typhimurium como SL1344 [36]. SopE2
que muestra una identidad del 69% con SopE, estd codificada por el
gen sopE?2 conservado y presente en cepas patogenas de Salmonella
[37]. Ambas son proteinas efectoras secretadas via T3SS y también
intervienen en la invasion celular, alterando la accion de proteinas de
la célula hospedadora, como la actina, involucradas en la organizacion
del citoesqueleto.
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Tabla 1. Proteinas secretadas a través
del T3SS codificado en la SPI-1-1

Proteina Funcion Referencia

Inhibe la apoptosis en células epiteliales y la

AvrA . . ,
piroptosis en macrofagos.

[38, 39]

Media la invasion de células epiteliales

SipA . . L .
p induciendo la polimerizacion de actina.

[32, 35]

Media la adhesion a las células epiteliales,
SipB piroptosis temprana de macrofagos y autofagia [11,40]
de macrofagos.

Media la adhesion a las células epiteliales, la

SipC agrupacion y nucleacion de la actina. [11, 30]

SipD Media la adhesion a las células epiteliales. [11,41]

SptP Actlyadora de GTPasas (Rac y Cdc42) y [42-44]
tirosina fosfatasa.

SopA Est?mula la transmigracion de leucocitos [45]
polimorfonucleares.
Induce la respuesta proinflamatoria.

. Media el reordenamiento del citoesqueleto de
SopB/Sigh actina, la invasion de las células epiteliales y la [46-48]

formacion SCV.

SopD Promueve la acumulacion de fluidos en la [49]

infeccion intestinal.

Median la invasion promoviendo el
SopE y SopE2 ondulamiento de la membrana y el [36, 50]
reordenamiento del citoesqueleto de actina.

SirP Necesaria en la virulencia de ratones. [51]

SspH1 Necesaria en la virulencia de vacas. [52]

Fuente: Elaboracion propia
Regulacion de la expresion génica de la SPI-1
La regulacion especifica de la expresion de los genes de la SPI-1 esta

mediada por HilA (hyperinvasion locus), regulador transcripcional de
la familia de los activadores transcripcionales OmpR/ToxR [53]. El gen
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responsable de su sintesis, 4ilA, esta codificado en la SPI-1. HilA activa
la expresion de los genes que codifican para la sintesis de un T3SS
funcional. Regula de manera directa la expresion de la maquinaria
de secrecion y varias proteinas efectoras al unirse directamente a
los promotores de los operones prg/org e inv/spa. Ademas, HilA
indirectamente controla la expresion de otras proteinas efectoras al
inducir la expresion de invF, activador transcripcional de la familia AraC,
que junto con su chaperona SicA induce la expresion de genes presentes
tanto en la SPI-1 (operones sic/sip), como fuera de SPI-1 (sopE'y sigD)
[54, 55]. El papel de HilA en la regulacion de la invasion es importante,
como se evidencia por el hecho de que una delecion de hil4 muestra un
fenotipo equivalente a eliminar toda la SPI-1 [56]. HilA también activa
la expresion de genes codificados en otras islas de patogenicidad. Como
es el caso del operdn sii (SPI-4) y el gen sigD (SPI-5). Esta activacion
del gen sii, por union directa de HilA al promotor de siid, promueve
la adherencia a las células epiteliales [57-59]. HilA también interactua
directamente con el promotor del gen sigD (efector de T3SS-1) para
coordinar su expresion bajo condiciones de induccion de los genes de la
SPI-1[59, 60]. Por otro lado, bajo condiciones que inducen la invasion,
HilA reprime la expresion de los genes de la SPI-2 como ssaH y sseL.

La expresion de hilA esta negativamente autorregulada y esta controlada
por la accion combinada de tres activadores transcripcionales de
la familia AraC: HilC, HilD y RtsA [61, 62]. La homologia mas
importante entre estas proteinas estd en su dominio C- terminal, el cual
contiene un dominio de unidén al ADN. En esta region, RtsA tiene un
56% de identidad y 76% de similitud con HilC; 60% de identidad y
75% de similitud con HilD; por su parte, HilC presenta una identidad
del 58% y 72% de similitud con HilD [62]. Los genes que codifican
para HilC y HilD se encuentran en la SPI-1, mientras que RtsA esta
codificada fuera de la SPI-1 en un fragmento de 15 kb localizado cerca
al gen que codifica para el ARN de transferencia, ARNt™Y. Estudios
previos han demostrado que HilC, HilD y RtsA pueden cada uno unirse
al promotor de hil4, y que deleciones en los genes hilC, hilD o rtsA
causan una disminucion en la expresion de 4il4 [56]. Cada uno de estos
reguladores es capaz de autorregularse e inducir la expresion de los
otros reguladores de manera independiente formando un bucle positivo
de regulacion para el control de la expresion de los genes de la SPI-1
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[56]. En el modelo propuesto por Ellermeier y Slauch (2007), HilD
es el activador méas importante de HilA, encabezando la jerarquia de
reguladores y activando la transcripcion de HilC y RtsA. La accion
combinada de los tres activadores puede amplificar la sefial y actuar
como un “interruptor” de la transcripcion de hilA4 [24]. Alternativamente,
los tres reguladores pueden activar la expresion de invF de manera
HilA-independiente a través de la interaccion directa con un promotor
alternativo de invF [62, 63]. Se cree que estos mecanismos conjuntos
e independientes del control de ambas proteinas, HilA e InvF, podria
aumentar la produccioén de proteinas especificas, como las efectoras,
necesarias en grandes cantidades mientras que mantienen baja la
expresion de otros componentes del T3SS-1 [64].

HilD y HilC ejercen un papel importante en la regulacion de la
transcripcion de hilA en respuesta a diferentes condiciones medio
ambientales incluyendo oxigeno, osmolaridad y pH. Por ejemplo,
cuando S. Typhimurium crece en condiciones de baja oxigenacion y alta
osmolaridad, HilD es esencial para la expresion de 4il4, mientras que
la pérdida de AilC tiene solo un pequefio efecto sobre la transcripcion
de hilA [65-67]. Por su parte, RtsA se une directamente al promotor de
hilA independientemente de HilC y HilD. Una mutacion en el gen rts4
es similar a una mutacion en el gen 4ilC, disminuyendo la expresion de
hilA aproximadamente dos veces [62].

Ha existido controversia en relacion al papel de HilD y HilC en la
regulacion transcripcional de 4il4. Inicialmente, andlisis del promotor
de hil4 habian mostrado que en la region -314/-68 se unian proteinas
represoras, como RcsB o proteinas asociadas al nucleoide como H-NS
o Hha, que prevenian que la ARN polimerasa se uniera al promotor
de hil4. Se demostré también que las proteinas HilD y HilC se unian
directamente a la URS (del inglés upstream regulatory sequences) del
promotor de hilA, desplazando o cointeraccionando con las proteinas
represoras, para desreprimir 4il4. Asi HilD y HilC fueron consideradas
desrepresoras y no activadoras de la expresion de hild [61, 67, 68].
Sin embargo, este modelo contrastaba con la funcion principal de
los reguladores de la familia AraC/XylS que es la interaccion con la
ARN polimerasa para activar la transcripcion [68]. Por ello, Boddicker
et al. [69] examinaron el modelo de desrepresion por parte de HilD,
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analizando el efecto de mutaciones en reguladores negativos de la
expresion de hilA como hha, hilE, pag y ams, en presencia y ausencia
de HilD. Encontraron que en cada combinacion de mutantes para los
genes represores de hilA, la expresion de hil4 era muy baja en ausencia
de HilD. Con esto se concluyd que HilD estaba activando directamente
la expresion de hilA uniéndose aguas arriba de su promotor.

HilD y HilC presentan un dominio de unién al ADN y un dominio
activador de la transcripcion muy similares. /n vitro, HilD y HilC se
unen a las mismas regiones localizadas aguas arriba del promotor 4ilA4
[61]. El motivo de unién al ADN de HilD, presenta una forma de “helix-
turn-helix” en el extremo C- terminal dentro de un dominio conservado
de 99 aminodacidos caracteristico de los miembros de la familia AraC/
XyIS [68]. Los genes diana de HilD son AilD, hilA, hilC, rtsA, invF,
genes inv-spa y sic-sip, invR, dsbA, slrP de la SPI-1, ssrAB de la SPI-2y
genes de la SPI-4 [24, 58]. En un estudio reciente de Petrone et al. [70],
donde describen los sitios de union de HilD a lo largo del genoma de
S. Typhimurium usando la técnica del ChIP-seq (del inglés chromatin
immunprecipitation-sequencing), se identificaron 17 regiones de unioén
de HilD. De estas, seis ya habian sido descritas, cuatro en la SPI-1
(hilC, hilD, hilA e invF/invR) y dos fuera de ella (siid y rtsA). De las 11
nuevas dianas descritas, 9 de ellas estan localizadas fuera de la SPI-1.
Esto da una idea del importante cross talk que existe entre la SPI-1 y
genes localizados fuera de ella.

El mecanismo por el cual RtsA se une al ADN para la regulacion de hilA,
aln no se conoce. RtsA puede activar, de manera independiente a HilA e
InvF, el gen dsbA que codifica para una isomerasa de enlaces disulfuros.
La proteina DsbA se encuentra en el periplasma y es necesaria para
la translocacion de las proteinas efectoras dentro del citoplasma de la
célula hospedadora, ya que su ausencia bloquea los T3SS-1 y 2 de S.
Typhimurium [71, 72].

A parte de los tres activadores de la expresion de hil4, HilD, HilC y
RtsA, existen otros factores que estan implicados en la regulacion de la
expresion de los genes de la SPI-1. HilE es un regulador negativo de la
proteina HilD, convirtiéndose en el regulador negativo mas importante
de la expresion de hilA. HilE interacciona de forma directa con HilD
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impidiendo la subsecuente activacion de la expresion de hil4 [73]. El
gen hilE no esta codificado dentro de la SPI-1 sino en el centisoma
98, una region del cromosoma que presenta muchas caracteristicas
propias de una isla de patogenicidad. Una mutacion en AilE lleva a
un incremento en la expresion de /il4 junto con un incremento en la
invasion de Salmonella en condiciones de baja oxigenacion [69]. La
sobreexpresion de HilE reprime de manera importante la transcripcion
de invF pero de manera independiente de hilA [73].

Se ha establecido una correlacion entre la expresion de FliZ y los
reguladores de la SPI-1. FliZ afecta post-traduccionalmente al
activador FIhD,C,, regulador positivo de la expresion del flagelo. De
esta manera, FliZ aumenta indirectamente la expresion de los genes
flagelares de clase 2 que codifican para las proteinas del ensamblaje
flagelar [74]. Se ha descrito que FliZ afecta HilD de manera positiva
[75]. La sobreexpresion de FliZ incrementa la transcripcion de hild y
se ha sugerido que FliZ activa la expresion de 4il4 por medio de un
control post-transcripcional de HilD [75].

El sistema de dos componentes, BarA/SirA, codificado fuera de la SPI-
1, también regula la expresion de hil4A. BarA/SirA regula la expresion
de numerosos genes involucrados en el metabolismo de carbohidratos,
motilidad, formacion de biofilm e invasion [76]. Ellermeier et al. [56]
demostraron que la sobreproduccion de SirA puede inducir la expresion
de una fusion transcripcional hilA-lac s6lo cuando HilD estd presente.
Deleciones en hilC y rtsA no afectan la induccion de la expresion de
hil4 por SirA. Otro sistema de dos componentes implicado en el control
de la expresion de hilA es el codificado por el locus phoPQ que se ha
demostrado que actiia a través de HilE para regular negativamente la
expresion de los genes de la SPI-1 [77]. PhoQ, es un sensor quinasa, que
fosforila el activador transcripcional PhoP en respuesta a bajos niveles de
cationes extracelulares [78]. Dentro del fagosoma del macréfago, donde
la concentracion de cationes divalentes es baja, PhoP fosforilado activa
la expresion de varios genes necesarios para la supervivencia dentro
del macrofago [79]. Una mutacion pho-24, que causa una constitutiva
fosforilacion de PhoP, reduce significativamente la expresion de hilA,
sugiriendo que PhoP~P reprime la expresion de 4ilA [80].
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Isla de patogenicidad 2 (SPI-2)

La SPI-2 también contiene unas 40 kb y esta insertada al lado de valV,
gen que codifica el ARNtY. Esta isla esta dividida en dos segmentos, los
cuales se obtuvieron en diferentes eventos de transferencia horizontal:
la porcién mas pequeiia de 14,5 kb y contenido de G-C de 54%, contiene
el operon #RSBCA involucrado en la reduccion del tetrationato y siete
pautas de lectura abierta (ORF del inglés open reading frame) con
funcién desconocida presentes también en la especie S. bongori y que
al parecer no intervienen significativamente en la infeccion [82]. Este
segmento de funcidon no relacionada con virulencia no se muestra en
la Figura 1. La porcién mayor de 25,3 kb con un contenido de G-C del
43%, esta presente Unicamente en S. enterica, alberga genes importantes
para la supervivencia y replicacion dentro de la célula hospedadora,
tanto en células epiteliales como en macrdéfagos, al encontrarse en el
interior de las SCV. Entre los genes presentes se encuentran aquellos
que codifican para un segundo T3SS, que denominamos T3SS-2 para
diferenciarlo del codificado en la SPI-1 (T-SS-1). Se ha descrito que
mutantes carentes de SPI-2, muestran dificultad para invadir cultivos de
células epiteliales o macrofagos [83].

Los 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 T3SS-2 [84, 85].

- ssc (secretion system chaperone): codifican las proteinas SscA 'y
SscB [86].

- sse (secretion system effector), representados por los genes sseA-
sseG. [86].

- ss7/spiR (secretion system regulator): constituidos por ssr4 y ssrB, que
codifican para un sistema regulador de dos componentes, requerido para
la expresion de los genes sse, ssa y ssc. SsrB es la proteina reguladora.
SsrA, también conocida como SpiR, es la proteina integral de membrana
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con dos dominios transmembrana los cuales definen una amplia region
periplasmatica involucrada en detectar senales desconocidas hasta el
momento [87]. SsrB se une a los promotores que controlan la expresion
de los genes pertenecientes a la SPI-2, desencadenando la correcta
expresion de la maquinaria del T3SS-2 y las proteinas efectoras de esta
isla [88, 89]. El gen ssr4 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 [85, 90, 91].

De manera interesante, HilD es necesaria para la expresion de ssrAB.
Bustamante et al. [92] demostraron que la proteina H-NS (histone-like
nucleoid-structuring) reprime directamente la expresion del operdn
ssrAB 'y que HilD es necesaria para la desrepresion de dicho operdn
en presencia de H-NS. En un reciente estudio, Martinez et al. [93]
determinaron que H-NS reprime la expresion de ss¥4B uniéndose a la
region -55/4287, la cual presenta un alto porcentaje de A-T (69,3%)
tipico de las regiones donde se une H-NS. También demostraron que
en la region -55/+240 es donde se produce la interaccion funcional
entre HilD y HNS previniendo la represion ejercida por H-NS sobre
el operon ssrAB.

Otras islas de patogenicidad

Como ya se comentd, existen cinco SPIs ampliamente distribuidas
entre los aislamientos de S. enterica. Si bien, las dos primeras son las
mas estudiadas a continuacion se detallan algunas caracteristicas de las
restantes SPIs.

La SPI-3 también es requerida para la supervivencia intracelular en
macrofagos, provee de productos esenciales para el crecimiento en
condiciones limitantes de Mg™. Su tamafio es de 17 kb y tiene un
porcentaje de G-C del 39,8-49,3 %, esté localizada en el centisoma 82
inmediatamente adyacente al gen ARNt se/C. Esta transcripcionalmente
controlada por PhoP/PhoQ. Alberga 10 ORFs organizados en seis
unidades transcripcionales, incluye al operon mgtCB que codifica la
proteina MgtC (intramacrophage survival protein) y el transportador
de Mg de alta afinidad MgtB [19, 20].
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La SPI-4 tiene 27 kb y se encuentra adyacente al gen ssb. Esta compuesta
por 18 genes localizados en el centisoma 92. Codifica un supuesto
sistema de secrecion tipo I que media la secrecion de toxinas y se cree
que participa en la adaptacion de Salmonella al ambiente intracelular
en los macrofagos. Contiene un operon llamado siiABCDEF que
presumiblemente interviene en la interaccion inicial con el epitelio
intestinal [57, 94].

La SPI-5 tiene un tamafio de 7.5 kb y se encuentra localizada en el gen
ARNt serT, centisoma 20; su porcentaje de G-C es de 43.6 %. Codifica
proteinas efectoras como SopB (SigD) involucradas en la induccién
de la reaccion inflamatoria en la mucosa intestinal y en la secrecion
de fluidos. Para la secrecion de las proteinas efectoras, la SPI-5 utiliza
el T3SS de la SPI-1 [95]. Otras proteinas codificadas en esta isla son:
MarT con secuencia similar a ToxR, una proteina reguladora de Vibrio
cholerae, y PipA que es secretada y translocada via T3SS de la SPI-
2 [96]. sopB, pipC, pipB y pipA, estan dentro de la misma unidad
transcripcional cuya expresion esta regulada por SsrA/B [90, 97].

Plasmidos y bacteriofagos
- El plasmido pSLT

El plasmido pSLT esta presente exclusivamente en S. Typhimurium con
un tamaio de 94 kb. pSLT presenta una region de 8 kb, spv (Salmonella
plasmid virulence), altamente conservada respecto a otros serovares de
importancia clinica como S. Enteriditis, S. Choleraesuis y S. Dublin,
que también contienen plasmidos virulentos especificos. El locus
spv juega un papel clave en la patogenicidad ya que se ha visto que
la incorporacion de spvRACBD en cepas que han perdido el plasmido
pSLT restaura la capacidad virulenta [20, 98, 99]. No se conoce mucho
acerca de los genes spv, con excepcion de spvR que codifica para un
regulador transcripcional de 33 kDa, que comparte homologia con
los miembros de la familia LysR de activadores transcripcionales, y
de SpvB que es una mono (ADP-ribosil) transferasa con capacidad de
ribosilar la actina [100, 101].
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- Bacteriéfagos

Todos los bacteriéfagos conocidos del género Sa/monella pertenecen al
orden Caudovirales. Anélisis protedmicos permitieron clasificarlos en
cinco grupos: tipo P27 (ST64B), tipo P2 (Fels-2, SopE® y PSP3), tipo
P22 (€34, ES18, P22, ST104 y ST64T), tipo T7 (SP6), los lambdoides
(Gifsy-1, Gifsy-2 y Fels-1) y tres fagos independientes (15, KS7 y
Felix O-1) [102].

Procesos celulares de Salmonella importantes en su patogenicidad
Invasion

El proceso de infeccidon se inicia generalmente por la ingestion de
comida o agua contaminadas, seguidas del paso de la bacteria desde
el estomago hasta el intestino. Alli Salmonella se adhiere e invade
el epitelio intestinal. Para el primer paso, la adhesion, las fimbrias
juegan un papel importante en la eleccion de un linaje celular diana
del hospedador. A continuacion se iniciara el proceso de invasion de la
c¢lula hospedadora.

En general, las bacterias entran en las células eucariotas no fagociticas
por medio de dos mecanismos diferenciados de acuerdo a criterios
morfologicos basados en cambios de la membrana. El mecanismo
de “disparo” (trigger) involucra una reordenamiento importante del
citoesqueleto de la célula hospedadora conocido como “ondulamiento”
de membrana (membrane ruffling). En contraste, en el mecanismo de
“cremallera” (zipper) o “mecanismo de entradamediado porunreceptor”,
las bacterias invasoras estan estrechamente ligadas a la membrana de la
c¢lula hospedadora, y s6lo se llevan a cabo reordenamientos menores
del citoesqueleto por el contacto especifico entre ligandos bacterianos
(invasina) y receptores de la superficie de la célula hospedadora [103].
Salmonella invade a las cé€lulas epiteliales mediante el mecanismo de
“disparo” mediado por el T3SS de la SPI-1 y sus proteinas efectoras. Al
menos 15 efectores pueden ser translocados en la célula hospedadora
por T3SS-1 para inducir la entrada de las bacterias. Los cinco efectores
considerados principales de Salmonella son SopE, SopE2, SopB,
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SipA, y SipC, siendo cada uno capaz de manipular la maquinaria del
citoesqueleto dentro de la célula hospedadora [34]. El reordenamiento
del citoesqueleto de actina iniciado por estos efectores, detectado a los
10-30 minutos, es transitorio ya que al cabo de 2-3 horas después de
la entrada de la bacteria, se observa un citoesqueleto de actina normal
a pesar de la presencia de un gran numero de bacterias intracelulares.
Estas proteinas efectoras translocadas via T3SS-1, también podrian
estar involucradas en otros procesos posteriores a la invasion como
el trafico de membrana, division celular, apoptosis, y produccion de
citoquinas como las quimioquinas [104].

Una vez finalizado el proceso de invasion, Salmonella presente en las
vacuolas SCV utiliza un segundo T3SS codificado por la SPI-2 para
liberar proteinas efectoras adicionales a través de la membrana de las
vacuolas al citoplasma, permitiendo la supervivencia y replicacion de
la bacteria dentro de la célula hospedadora [106]. Salmonella tiene la
capacidad de replicarse dentro de las SCV, que se caracterizan por tener
concentraciones limitantes de Mg™ y Fe™ y un pH acido. De hecho
se ha demostrado que la acidificacion dentro de la SCV es necesaria
para la supervivencia y replicacion intracelular de la bacteria [107]. Las
SCV son espaciosas, permitiendo que los productos antibacterianos
se diluyan. Ademas, se expresan genes que neutralizan a los péptidos
catiénicos. Una proporcidon significativa de los macrofagos sufre
apoptosis después de la invasion, situacion contraria se observa en
células epiteliales [108, 109].

Papel del flagelo y las fimbrias de tipo 1 en la invasion de
Salmonella

El flagelo y las fimbrias de tipo 1 también han sido implicados en la
patogenicidad de Sa/monella. Elflagelo se define como largos filamentos
proteicos helicoidales conectados a motores rotativos integrados dentro
de la membrana que permiten a la bacteria nadar en liquidos (swimming)
y moverse sobre superficies (swarming) [110]. Los flagelos, se cree,
facilitan la patogenicidad al permitir que Sa/monella nade a los sitios de
la invasion [111]. Ademas de la motilidad, el flagelo activa la expresion
de citoquinas proinflamatorias [112] [113].
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Analisis boinformaticos demostraron que el T3SS de la SPI-1 comparte
caracteristicas con el sistema flagelar [114]. Sin embargo, existen
diferencias en cuanto a la finalidad de la secrecion de la proteina en
los dos sistemas. En el caso del flagelo, las proteinas secretadas estan
enfocadas principalmente al ensamblaje del flagelo. El sistema de
secrecion de tipo 3 flagelar (fT3SS) exporta subunidades proteicas
que se ensamblan en un flagelo funcional y factores reguladores que
controlan el proceso de ensamblaje [115].

El alto coste energético de la sintesis del flagelo hace que esté controlado
en respuesta a diversos factores y de acuerdo a las necesidades de la
motilidad de la bacteria. En condiciones de bajos nutrientes, la expresion
génica flagelar se reprime en Salmonella [74, 117]. La expresion y
montaje de los genes flagelares son reprimidos al inicio de la formacion
de biofilm, al inicio de la invasion de las células epiteliales y durante
la supervivencia dentro de los macrofagos [74, 118-121]. Sin embargo,
se ha detectado induccion de la expresion de genes flagelares tras la
invasion de las células epiteliales, entre cuatro y seis horas después de
la entrada en la célula hospedadora [118, 121].

Por su parte, las fimbrias de tipo 1 son apéndices en forma de filamento
que llevan adhesinas especificas que interaccionan sobre la superficie
de las células eucariotas [ 122]. Las fimbrias de tipo 1 estan involucradas
en patogenicidad ya que facilitan la union de Salmonella a las células
epiteliales del intestino [123]. Multiples estudios han demostrado que
existe una estrecha relacion entre el T3SS de la SPI-1, el flagelo y las
fimbrias de tipo [62, 77, 124, 125]. El regulador principal de los genes
flagelares es el complejo FIhD,C, que activa dos reguladores adicionales,
FliA y FliZ, que estan codificados dentro del operon fliAZ [110]. FliA
es un factor sigma alternativo especifico del flagelo, esencial para la
expresion de los genes del motor, el filamento y la chemotaxis. FliZ es
un activador post-transcripcional de FIhD,C, [126]. F1iZ también activa
HilD y reprime FimZ post-transcripcionalmente [67, 72, 124, 127, 128,
129]. Por otro lado, RtsB codificado dentro del mismo operdn de RtsA,
proteina que forma el bucle positivo con HilC y HilA en la regulacién
de la expresion de 4il4 en la SPI-1, se une al promotor f/ADC'y reprime
la motilidad [62].
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FimZ junto con FimW forman un bucle de activacion y autoactivacion.
Ambas proteinas también tienen la capacidad de activar de manera
independiente la expresion del promotor fimA, el cual controla la
expresion de genes que codifican para las fimbrias de tipo 1. FimZ
también se une al promotor f/ADC y reprime la expresion de genes
flagelares e induce la expresion de HilE para reprimir la expresion de los
genes de la SPI-1 [125, 130, 131]. Saini et al., (2010) argumentaron que
la pérdida de la expresion del gen flagelar y la motilidad, que se reprime
durante el crecimiento intracelular, se podria deber a la necesidad de
la bacteria a permanecer inmovil después de una invasion exitosa. No
obstante, Singer et al. [132], en un reciente trabajo identificaron que
HilD es un regulador positivo de los genes de expresion flagelar. HilD
activa transcripcionalmente la expresion de f/ADC al unirse a la region
comprendida entre los nucledtidos -68 y -24 aguas arriba del inicio de
la transcripcion; y muestran que en contraste con previos trabajos, HilA
no afecta la expresion de los genes del flagelo.

La activacion del sistema flagelar a través de HilD y la inactivacion
simultanea a través RtsB respaldan una doble, o incluso una multiple
interaccion entre el flagelo y la regulacion de la expresion de los genes
de la SPI1. Por lo tanto, dependiendo del nicho ambiental y la etapa
espacio-temporal de la invasion, el regulador HilD podria activar la
transcripcion fIhADC a través de la union directa al promotor f/ADC o
reprimir la transcripcion fIhDC a través de la activacion de RtsB. Singer
et al. [132] concluyen que durante las primeras etapas de la invasion de
células epiteliales, la expresion de genes SPI1 es inducida y la motilidad
es reprimida, pero los genes flagelares estan listos para ser inducidos
inmediatamente en algin momento posterior durante la invasion por la
activacion a través de HilD. La secrecion de las proteinas efectoras de
la SPI1 resulta en la internalizacion de las células de Salmonella y la
formacion de las SCV. En este punto, la motilidad es, probablemente, no
requerida ya que podria dificultar el proceso de invasion. En las células
epiteliales, las proteinas flagelares se reprimen durante los primeros
estados de la invasion (dos horas después de la invasion), mientras
que la expresion simultanea de SPI1 y genes flagelares se reprimen de
cuatro a seis horas después de la invasion [118].
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