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Summary

Infectious diseases can be studied from different perspectives; from the global epidemiology to the
detailed interactions between the pathogen and the host cell. Central to a complete understanding of
any disease is the ability to integrate information from different points of view into a coherent model
that fully explains the disease process. In vivo infections have been studied mainly in murine models,
in which the possibility of genetically manipulating either the bacterium or the host allows variations
in the severity of the host-pathogen combination and facilitates the evaluation of individual bacterial
and host traits. Gross parameters, such as host mortality, clinical signs, overall bacterial numbers in the
tissues, pathological changes, shedding patterns, production of inmune mediators, as well as fluctuations
and phenotypic profiles of cell populations have been widely used in the descriptive analysis of in vivo
infection pathogenesis. However, key factors, such as bacterial location, spatiotemporal patterns of spread
and tissue distribution, as well as sites of microbial persistence, have not been sufficiently studied despite
their importance in terms of targeted medical intervention. This review aims to give a broad overview of
the molecular basis associated with Salmonella infection in murine and other experimental animal models,
focusing on organ location, and bacteria spread and distribution. The special conditions that promote
bacteria retention and excretion in asymptomatic animals are also highlighted. It aims to gain a better
understanding of the infectious process, so that comprehensive reassessment of pathogen behavior allow
the establishment of preventive medicine programs in both humans and domestic or wild animals.
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Resumen

Las enfermedades infecciosas pueden ser estudiadas desde diferentes puntos de vista, por ejemplo,
el aspecto epidemiologico global o bien el que detalla las interacciones entre el agente patogeno y la
célula hospedero. Para tener un entendimiento completo, resulta necesario, por lo tanto, integrar la
informacion de todos los puntos de vista, conformando un modelo coherente que explique completamente
el proceso de enfermedad. El seguimiento de las infecciones in vivo ha sido estudiada principalmente
en modelos murinos, los cuales ofrecen la posibilidad de manipulacion genética tanto en las bacterias
como en el hospedero, variando de esta manera la severidad de la enfermedad y facilitando la evaluacion
de su comportamiento. Los parametros epidemiologicos o anatomopatologicos, tales como mortalidad,
semiologia clinica, evidencias bacterianas en tejidos, cambios histopatologicos, patrones de excrecion,
produccion de mediadores inmunes y fluctuaciones y cambios fenotipicos en poblaciones celulares, han
sido ampliamente utilizados para el andlisis descriptivo de la patogenia de las infecciones in vivo. De
cualquier forma, los puntos clave, como patrones espaciotemporales de diseminacion en tejidos, y sitios
anatomicos de persistencia microbiana, no han sido profundamente estudiados, a pesar de la importancia
que esto implica en el desarrollo de politicas de intervencion sanitaria. Esta revision pretende dar un
amplio panorama sobre las bases moleculares asociadas a la infeccion por Salmonella en modelos murinos,
asi como en otros modelos animales experimentales, considerado desde el nivel celular, localizacion,
diseminacion y distribucion de la bacteria en organos y rescatando aquellas condiciones especiales que
promueven su permanencia y excrecion en el organismo animal asintomdtico. Se pretende abordar este
proceso infeccioso desde una vision que oriente hacia un mejor entendimiento, de tal manera que, una
reevaluacion integral del comportamiento del agente patogeno, permitird el establecimiento de programas
de medicina preventiva tanto en seres humanos como en animales domésticos o silvestres.

Palabras clave: genes, modelos animales, patogénesis, Salmonella.
Resumo

As doengas infecciosas podem ser estudadas desde diferentes pontos de vista, como por exemplo:
o aspecto epidemiologico global ou as interaccoes entre o agente patogénico e a célula hospedeira.
Para ter um entendimento completo, é necessdrio, integrar a informacdo de todos os pontos de vista,
formando um modelo coerente e que explique completamente o processo de a doenca. Geralmente os
modelos das infecgoes in vivo sdo estudados principalmente em modelos murinos, os quais oferecem a
possibilidade de manipulacdo genética, tanto nas bactérias como no hospedeiro, variando desta maneira a
severidade da doencga e facilitando a avaliagdo de seu comportamento. Os pardmetros epidemiologicos ou
anatomopatolégicos como: mortalidade, semiologia clinica, evidéncias bacterianas em tecidos, mudangas
histopatélogicos, padroes de excrecdo, produgio de mediadores imunes, flutuacoes e mudancas fenotipicos
em populagoes celulares foram amplamente utilizados para a andlise descritiva da patogenia das infecgoes
in vivo. De qualquer forma, os pontos chaves como padrades espaco-temporais de disseminacdo em tecidos, e
lugares anatomicos de persistencia microbiana néo foram profundamente estudados, apesar da importincia
que isto implica no desenvolvimento de politicas de intervengdo sanitdaria. Esta revisdo tem como objetivo
dar um amplo panorama sobre as bases moleculares da infeccdo por Salmonella em modelos murinos,
bem como, em outros modelos animais experimentais, considerando desde o nivel celular, localizacgao,
diseminacgdo e distribuicdo da bactéria em orgdaos e demonstrando as aquelas condigoes especiais que
promovem sua permanéncia e excre¢do no organismo animal assintomdtico. O processo infeccioso foi
abordado de maneira que proponha um melhor entedimento do mesmo, uma reavaliagio integral do
comportamento do agente patogénico que permita o estabelecimento de programas de medicina preventiva,
tanto em seres humanos, como em animais domésticos ou silvestres.

Palavras chave: genes, modelos animais, patogénese, Salmonella.

Introduccién en animales de todo el mundo. Se reportan
aproximadamente 28 millones de casos de

Salmonella enterica es una bacteria Gram-  fiebres entéricas (fiebre tifoidea y paratifoidea)
negativa que causa una amplia variedad de al afio (Crump et al., 2004). Las serovariedades
enfermedades tanto en seres humanos como no tificas, pueden causar gastroenteritis en los
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seres humanos y animales, y pueden ser causa
comun de septicemias mortales en individuos
inmunodeprimidos o en los nifios, especialmente
en los paises en desarrollo (Kankwatira et al., 2004;
Maclennan et al., 2008). Actualmente los analisis
comparativos entre los mecanismos inmunologicos
y genéticos que regulan la interaccion de S. enterica
en ratones, seres humanos y animales domésticos
revelan sorprendentes similitudes. El uso de
técnicas moleculares de bioimédgen, en combinacion
con la resolucién y el poder predictivo de modelos
matematicos, ha permitido conocer la dindmica
espacio-temporal de las distintas poblaciones
bacterianas durante la infeccién. Estos enfoques
permiten visualizar el proceso de infeccion desde un
punto de vista exhaustivo e integral (Grenfell et al.,
2004).

Patogénesis, persistencia y excrecion

Patogénesis

Invasion intestinal y diseminacion sistémica. Las
infecciones por S. enterica se adquieren usualmente
a través de la via oral. La evidencia en modelos
murinos de infecciones tificas sistémicas, indican
que algunos de los microorganismos ingeridos
invaden los enterocitos y las células M de la
mucosa intestinal, y en la submucosa S. enterica es
fagocitada por macréfagos fijos. Los macrofagos
mueren via Caspasa 1 y la bacteria, ahora libre de
su ambiente intracelular, se disemina en el torrente
sanguineo, entrando directamente a los vasos
sanguineos o bien a través de los vasos linfaticos y
de los linfonodos mesentéricos (LnMs) (Figura 1).
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Figura 1. Modelo esquematico de infeccién por Salmonella enterica. Tomado y modificado de: Cossart P, Sansonetti PJ. Bacterial invasion: the paradigms
of enteroinvasive pathogens. Science. 2004; 304 (5668):242-248. SP1: Isla de patogenicidad 1; SP2: Isla de patogenicidad 2; IL-1B: Interleucina 1-beta

En la sangre S. enterica es reconocida como una
bacteria extracelular o bien asociada a leucocitos
CD18+ (Vazquez et al., 1999). S. enterica también
puede alcanzar la submucosa intestinal a través
de las células dendriticas, las cuales emiten
prolongaciones a través de las uniones celulares
de los enterocitos, y de esta manera diseminarse
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a sitios distantes y ocasionar infeccion sistémica
(Rescigno et al., 2001). En el torrente sanguineo,
la bacteria puede ser opsonizada via factores del
complemento, y rapidamente es alejada de la sangre
a una localizacion intracelular en el higado, bazo 6
médula 6sea (Warren et al., 2002).
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Mecanismos inmunoldgicos involucrados en la
persistencia y excrecion de Salmonella

Persistencia en macrofagos. S. enterica puede
permanecer cronicamente en las células del sistema
mononuclear fagocitario (SMF) hasta por un afio
después de la primoinfeccion. Se ha encontrado la
bacteria a menudo secuestrada en macrofagos de
LnMs. Se sabe que el interferon (IFN) es esencial
para el control de la persistencia de la infeccion por
S. enterica, la cual ha sido co-localizada dentro de
macrofagos MOMA-2 (Anticuerpos anti Macrofago
para diferenciar subpoblaciones de macrofagos,
marcador til para la deteccion amplia de monocitos
y macrofagos en todas las cepas de raton que
permite una caracterizacion mas precisa de los
macrofagos tisulares fijos de varios 6rganos) en los
senos subcapsulares y corteza de los linfonodos.
La principal respuesta inmune que rodea a los
macrofagos infectados es del tipo de linfocitos B, por
lo tanto, Salmonella enterica serovar Typhimurium
(S. Typhimurium) persiste intracelularmente en
macrofagos de LnMs de modelos murinos. Algunas
otras serovariedades hospedero especificas de S.
enterica como S. typhi, S. dublin, y S. pullorum
pueden, después de la enfermedad clinica o infeccion
asintomatica, persistir en el organismo por largos
periodos de tiempo. En el caso de S. typhi y S. dublin,
la excreciébn bacteriana durante largos periodos
de tiempo se asocia a una proliferacion del agente
patdgeno, en este caso Salmonella, en vesicula biliar.

Se ha propuesto que el lugar anatomico donde
reside S. enterica en animales excretores de
bacterias via fecal, y aun también en el humano,
son los LnMs, y que algunas condiciones que

promueven  inmunosupresion, permiten  la
diseminacion desde el SMF hacia el higado,
vesicular  biliar, e intestino, promoviendo

nuevamente la excrecion bacteriana en heces, tal
y como se presenta durante la fase primaria de la
infeccion (Monack et al., 2004).

Recientemente se ha investigado el papel
que juegan los macrofagos activados (MA)
principalmente por interferon-gamma (IFN Y)
en la patogenia de la salmonelosis. Los MA
son macrofagos que pueden fagocitar otros
tipos celulares. Se ha propuesto que los MA
constituyen un nicho de sobrevivencia intracelular
durante las infecciones persistentes por S.
Typhimurium. Resultados en investigaciones
sugieren que los macroéfagos en ratones infectados
experimentalmente por S. Typhimurium fagocitan
gran cantidad de diferentes tipos de leucocitos, los
cuales, al igual que los macréfagos, proveen un
excelente nicho de sobrevivencia intracelular (Fink
y Cookson, 2005; Mastroeni et al., 1992; Muotiala
y Makela, 1990). Se ha observado que los leucocitos
fagocitados en los ratones infectados, se lisan por
efecto de la fijacion durante el procesamiento de
los tejidos, y no por efecto de la fagocitosis en si,
lo que sugiere, que S. enterica puede reproducirse
intracelularmente también en estos tipos celulares.
Se desconoce si este fendmeno puede beneficiar
al hospedero bajo ciertas circunstancias o en
manifestaciones subclinicas.

La sobrevivencia de S. Typhimurium en
macrofagos que han fagocitado células eucaridticas
viables de raton o ser humano sugiere que el
fenomeno no se limita solamente al modelo murino,
la fagocitosis de células viables y la posterior
infeccion con S. Typhimurium puede inhibir que el
macrofago elimine a la bacteria y de esta manera
constituir un nicho. Esto resulta interesante, ya que
la sobrevivencia de S. Typhimurium en MA puede
jugar un papel importante en el establecimiento de
infecciones cronicas. Experimentos futuros tendran
que resolver éstas incognitas. Lo que se reconoce
hasta este momento, es la interaccion compleja que
existe entre los macrofagos con otras células vivas
eucarioticas y lo que puede implicar cambios en
la activacion de este mecanismo (Nix et al., 2007)
(Figura 2).
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Figura 2. Diseminacion sistémica de Salmonella enterica. Tomado y modificado de: Mastroeni P, Grant A, Restif O, Maskell D. A dynamic view of the spread
and intracellular distribution of Salmonella enterica. Nature reviews 2009; 7:73-80. IL 18: Interleucina 18; IL-1: Interleucina 1 8; PMNs: Polimorfonucleares.

Papel del proceso inflamatorio en la persistencia
intestinal de Salmonella. Se ha encontrado que el
proceso inflamatorio modifica el balance entre la
microbiota intestinal y el patdogeno S. Typhimurium
a favor de éste. Este principio puede aplicarse a
otros patdgenos por lo que constituye un nuevo
paradigma en la biologia de las enfermedades
infecciosas (Stecher et al., 2007). La microbiota
residente y el patdgeno compiten por el crecimiento.
En un intestino sano existen interacciones benéficas
entre la microbiota normal y la mucosa intestinal.
La respuesta inflamatoria de los hospederos en este
caso ocasionada especificamente por los factores
de virulencia de S. Typhimurium (sistemas de
secrecion tipo 3- SST3) altera las condiciones en el
lumen intestinal y activan la competencia a favor
del patogeno.

Hasta ahora, la infeccion por S. Typhimurium
involucra dos pasos: dispara el proceso inflamatorio
y sobrevive y se beneficia de un nicho ecologico
alterado. ;Coémo es que la inflamacidén intestinal
contribuye con el patégeno? El proceso inflamatorio

Rev Colomb Cienc Pecu 2012; 2-1225:107-122

involucra una secrecion aumentada de péptidos
antibacteriales, lecitinas, mucinas, infiltraciéon y
migracion fagocitaria, dejando radicales libres de
oxigeno y nitrogeno (Dann y Eckmann, 2007).
Los factores antibacteriales libres pueden matar 6
bien retardar el desarrollo de miembros especificos
de la microbiota que normalmente pudieran
inhibir el crecimiento de S. Typhimurium en un
intestino saludable (Suzuki et al., 2004), es decir,
pueden alterarse una 6 mas especies especificas de
microbiota requeridas para el crecimiento eficiente
de otras especies de microbiota que disminuyen el
desarrollo del patéogeno en un intestino saludable
(Sonnenburg et al., 2005). Las especies bacterianas
de la microbiota pueden ser mas susceptibles a
estos factores antibacteriales que el patogeno S.
Typhimurium. Bajo estas condiciones, la microbiota
simplemente se desarrolla mas lentamente y por lo
tanto el patogeno se multiplica exponencialmente
(Stecher et al., 2007). La respuesta inflamatoria
causada por el patdogeno promueve su propia
multiplicacion en el lumen intestinal por medio de
mecanismos desconocidos.
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Actualmente se ha observado que derivados
reactivos del oxigeno generados durante la
inflamacién,  reaccionan con  componentes
sulfurados luminales (tiosulfato) para formar un
nuevo aceptor de electrones, el tetrationato. Los
genes que confieren la capacidad de utilizar el
tetrationato como aceptor de electrones hacen que
S. Typhimurium crezca con ventaja por encima de
la microbiota competidora del lumen del intestino

| INFLAMACION |
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O

Figura 3. Inflamacién y produccién de tetrationato durante la infecciéon por S. Typhimurium. Tomado y modificado de: Geraldine O. Canny and Beth A.
McCormick. Bacteria in the Intestine, Helpful Residents or Enemies from Within? Infect Immun 2008;76(8):3360-3373.
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Bases moleculares de diseminacion y persistencia
intestinal. Las serovariedades adaptadas a una
gran variedad de hospederos (por ejemplo, S.
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inflamado. Es decir, los factores de virulencia de
esta bacteria inducen la produccién de este nuevo
aceptor de electrones mediante el hospedador,
lo que permite al patégeno utilizar la respiracion
(ciclo respiratorio oxidativo) para competir con los
microorganismos de fermentacion del intestino. Por
tanto, la capacidad de desencadenar la inflamacion
intestinal es crucial para la biologia de este
patdgeno (Figura 3) (Winter ef al., 2010).

MICROBIOTA

5105 TIQSULFATO

Typhimurium), producen una enteritis aguda, mientras
que las serovariedades hospedero-especificas (S. typhi)
se asocian a enfermedad sistémica severa y la diarrea
puede o no estar presente (Tabla 1) (Paulin ef al., 2007;
Davies et al., 2004).

Serotipo Hospedero Sintomatologia Hallazgos anatomopatolégicos Mortalidad Excrecién fecal
“Letargia - Edema linfonodos

Salmonella :ﬁgﬁ)r(rll?)nias mesentericos

- Especifico -Hepatomegalia Elevada (-)

Cholerasuis -Tos E -
-Cianosis en -Esplenomegalia
extremidades -Congestion pulmonar
-Diarrea acuosa . : :

Salmonella  No : -Lesiones intestinales :

Typhimurium especifico :é;:a%rr%XIa (region ileocecal) Baja *)
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Los mecanismos moleculares que expliquen
la habilidad de las serovariedades de S. enterica,
tanto para colonizar los intestinos de los animales
domésticos, destinados a la produccion de alimentos
para el ser humano, asi como, en algunos casos,
su diseminacidén sistémica, son poco entendidos.
Dentro de las amplias mutaciones en el genoma del
serovar Typhimurium se han identificado grupos de
genes involucrados en la colonizacién intestinal en
los bovinos (Paulin et al., 2002), pollos (Morgan
et al., 2004), cerdos (Carnell et al., 2007) y ratéon
(Lawley et al., 2006),y han revelado que el género
Salmonella tanto en hospederos especificos como no
especificos necesitan factores de colonizacion. La
variacion tanto en el repertorio genético, como en
la secuencia y en la expresion de algunos factores
pueden explicar las diferencias en la virulencia
de algunas serovariedades de S. enterica. Se ha
visto que las serovariedades hospedero especificas
persisten mas en LnMs, determinante importante
para su virulencia sistémica (Paulin ez al., 2002).

Por ejemplo, estudios experimentales han
mostrado el comportamiento diferencial entre
serovariedades hospedero especifico y no especifico.
En la mucosa de ileon y colon de cerdos inoculados
oralmente con cepas de serovar Typhimurium y de
serovar choleraesuis, se observdé una diferencia
entre el numero de wunidades formadoras de
colonias/gramo (UFC/g), en este caso las UFC/g
del serovar Typhimurium fueron significativamente
mayores a las 36 y 48 horas post-inoculacion en
comparacion con el serovar choleraesuis.

Por otro lado, un elevado numero de UFC/g
del serovar choleraesuis fue recuperado de LnMs,
tanto de ileon como de colon. Por consiguiente, la
virulencia enterica del serovar Typhimurium se
asocia con la rapida multiplicaciéon en la mucosa
intestinal, mientras que la virulencia sistémica del
serovar choleraesuis se asocia con la persistencia
en LnMs. También se observd una diferencia
significativa entre estas dos cepas en cuanto al
nivel de excrecion fecal de bacterias, el serovar
Typhimurium mostré una mayor excrecion; las
diferencias también pueden constatarse a nivel
transcripcional, a las 24 horas post-inoculacion,
el serovar Typhimurium provoco6 altos niveles de
transcripcion de TNF, IL-8 y IL-18 comparado
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con el serovar choleraesuis, de tal manera que estos
elevados niveles de citocinas pro-inflamatorias pueden
afectar a la microbiota normal del intestino y promover
la persistencia intestinal de la bacteria patdgena (Paulin
et al., 2007). Puede especularse entonces, que la
rapida multiplicacion del serovar Typhimurium podria
desencadenar una respuesta inflamatoria temprana
seguida de una infeccion de gran magnitud, lo que
confinaria localmente el proceso a la mucosa intestinal,
mientras que la lenta multiplicacion del serovar
choleraesuis le permitiria evadir la activacion de la
respuesta inmune innata, favoreciendo su diseminacion
disimulada (Uthe et al., 2007).

Por otro lado, genes del serovar Typhimurium
codifican Sistemas de Secrecion Tipo 3 (SST3),
sistemas que juegan un papel importante en la
colonizacién intestinal, asi como en higado y
bazo. SST3-1 es un complejo proteico efector que
estimula el re-arreglo de la actina en el citoesqueleto
celular por lo que facilita la invasiéon bacteriana,
ademas también contribuye a la multiplicacion
bacteriana en las células epiteliales (Steele-
Mortimer et al., 2002). La invasion asociada
al SST3 de S. Typhimurium es necesaria para
la proliferacion y la biogénesis de la vacuola
intracelular en los enterocitos y el efector SopB del
complejo proteico SST3-1 estimula la produccion
de 6xido nitrico y permanece activo mucho después
de la entrada de la bacteria (Drecktrah et al., 2005).

Proteina ShdA. Los complejos de secrecion tipo
V (T5S) son la principal via de transporte proteico a
través de la membrana celular en las bacterias Gram
negativas (Henderson et al., 2000). Por ejemplo, la
proteina de autotransporte ShdA de S. Typhimurium
se une a las proteinas de la matriz extracelular
fibronectina y colageno I, especificamente, se une
a un grupo de residuos de aminoacidos cargados
positivamente ubicados en el dominio Hep-2 de
la fibronectina, la cual a su vez esta involucrada
también en la unién con la heparina (Kingsley et
al., 2004). La expresion de la proteina ShdA de
S. Typhimurium cepa ATCC14028 reproducida
en el Laboratorio, no es detectable por medio de
western blot, pero a través de la observacion in
vivo en intestino de modelo murino, se ha logrado
establecer su asociacion con la patogenia de la
salmonelosis enterica.
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Actualmente se reconoce que se requiere ShdA
para una eficiente y prolongada excrecion de S.
Typhimurium via fecal (Kingsley et al., 2002).
En los modelos murinos mutados de ShdA, la
recuperacion de S. Typhimurium tanto en intestino
como en heces, se reduce considerablemente, lo
que sugiere que la adherencia a la matriz proteica
extracelular es un mecanismo de persistencia
intestinal.  Dicha  persistencia  intestinal en
animales clinicamente sanos, pone en riesgo de
contaminaciéon bacteriana las canales, asi como
las superficies y aditamentos de las plantas
procesadoras de alimentos y por consiguiente del
alimento destinado para consumo humano. Entender
ampliamente los mecanismos involucrados en
la persistencia intestinal, permitira el desarrollo
de estrategias innovadoras que salvaguarden la
seguridad alimentaria a través de la reduccion de la
prevalencia de S. Typhimurium entre los animales
domésticos destinados para la produccion de
alimentos (Kingsley et al., 2003).

Otras investigaciones asocian también la uniéon
de S. Typhimurium a coldgeno y fibronectina de
la matriz extracelular y la colonizacion intestinal,
involucrando de igual manera a la proteina ShdA
(Kingsley et al., 2003; Wells et al., 2001). El
agregado fimbrial codificado por el operon agf
(csg) media la unién a fibronectina que se requiere
para la persistencia de S. Typhimurium al epitelio
del intestino delgado. La fimbria tipo I de S.
Typhimurium se une a laminina y también esta
involucrada en la colonizacién intestinal (Kingsley
et al., 2004).

Una segunda proteina de autotransporte de
S. Typhimurium es codificada por el gen mis/
localizado en la isla de patogenicidad 3 (SPI3).
Este gen se asocia a colonizacién intestinal
cronica en modelo murino, incluso en modelos
experimentales de aves se confirmé dicha funcion
(Naughton et al., 2001). Ademas se ha identificado
fibronectina como un ligando para adhesina MisL.
Estos hallazgos soportan fuertemente la idea de que
la unién a las proteinas de la matriz extracelular
puede ser un punto clave durante la colonizacion
intestinal por S. Typhimurium. Este complejo MisL-
fibronectina unido a la superficie celular ocasiona
un agregado bacteriano in vitro. En resumen, la

posibilidad de que la unién de las proteinas de la
matriz extracelular a través de MisL a las areas de
erosion epitelial, promoveria el agregado bacteriano
a estos sitios, y por consiguiente contribuirian a la
colonizacion bacteriana persistente.

Un mecanismo adicional o alternativo es que la
union de fibronectina se dé en la superficie apical
de las células epiteliales (Morgan et al., 2004).
Los mecanismos que permiten a este patdgeno
persistir en el aparato digestivo de los animales,
son poco conocidos. Las fimbrias codificadas
por los genes Ipf, bcf, stb, stc, std y operones
fimbriales sth pudieran estar involucradas en la
colonizaciéon por S. Typhimurium, ya que datos
de investigaciones en modelos murinos asi lo han
demostrado (Walia et al., 2004; Weening et al.,
2005), incluso se han identificado seis operones
fimbriales (Ipfabcde, bcfabcdefg, stbabcde, stcabcd,
stdabcd 'y sthabcde) que contribuyen a facilitar la
excrecion bacteriana en heces y colonizacion del
ciego en modelos experimentales a los 30 dias
post-infeccion. De tal manera que, por lo menos
en el modelo murino, se requieren por lo menos de
32 genes de S. Typhimurium para la persistencia
intestinal. Resulta conveniente considerar también el
factor de susceptibilidad de especie. Es de esperarse
diferencias sustanciales en la expresion de receptores
en animales de diferentes especies en comparacion
con aquellas pertenecientes a una misma especie
animal. Por ejemplo, la fimbria tipo 1 no contribuye
a favorecer la persistencia intestinal en el raton
BALB/c o CBA, pero si es importante en la infeccion
de cerdos y ratas (Kingsley et al., 2003).

En el caso de las adhesinas, existe una amplia
variabilidad requerida para la colonizaciéon en
diferentes especies, podria especularse que el
extenso agregado genético presente en el genoma
de S. Typhimurium puede representar una
adaptacion para colonizar hospederos que difieran
en el repertorio de receptores expresados sobre
sus superficies mucosas. En el caso de la infeccion
por S. enterica serovar Enteritidis en raton, la gran
mayoria de las bacterias residen en el lumen del
ciego. En mutaciones genéticas de shda y ratb, que
ocasionan la disminucion de la colonizaciéon por
S. Typhimurium en coldén, se ha observado que el
numero de bacterias recuperadas de heces también

Rev Colomb Cienc Pecu 2012; 25:107-122



Silva G et al. Genes involucrados en infeccion por Salmonella en modelos animales 115

se redujo. En contraste, una mutacion en el gen
sivh reduce la colonizacion en las placas de Peyer
pero no afecta la habilidad de S. Typhimurium
de colonizar el ciego 6 ser excretada en heces de
raton (Althouse et al., 2003). Estos hallazgos han
sugerido que el ciego del modelo murino puede
ser considerado como el principal reservorio
bacteriano implicado en la excrecion fecal de
los diferentes serotipos de Salmonella, es decir,
puede considerarse este drgano digestivo como un
reservorio que brinda la oportunidad de aumentar
el numero de colonias bacterianas y ser excretadas
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junto con las heces. En el caso de la proteina de
autotransporte ShdA, el mecanismo de colonizacion
del ciego murino se explica de la siguiente manera.
El dominio de unién de superficie de ShdA con
el tejido cecal se lleva a cabo en areas ricas en
proteinas de matriz extracelular (fibronectina y
Colageno). S. Typhimurium codifica una segunda
adhesina que se une a la fibronectina, complejo
que se conoce como agregado fimbrial, el cual es
codificado por el conjunto de genes fimbriales agf
(csg) (Figura 4) (Kingsley et al., 2003).
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Figura 4. Aspecto estructural de fimbria en Salmonella spp. Tomado y modificado de: Varki A, Cummings RD, Esko JD, Freeze HH, Stanley P, Bertozzi CR,
Hart GW, Etzler M. Essentials of Glycobiology. Second Edition. USA: CSH Press, 2009;39:3.

Regiones zir. Los marcos abiertos de lectura
(siglas ORFs del inglés Open reading frames) y
designados STM1668 (zirs), estan localizados
26 pares de bases rio abajo de un “pseudogen-
invasivo” denominado stmi669 (zirt). La region
zirS fue adquirida principalmente a través de
transferencia horizontal de genes durante el
proceso evolutivo del género Salmonella, presenta
una organizacion altamente conservada y se
manifiesta en todas las secuencias gendmicas de
las serovariedades de Salmonella, incluyendo S.
bongori. Se sabe que el sistema de secrecion zirts es
funcionalmente similar a otras vias de secrecidn, sin
embargo representa una via distintiva en el género

Rev Colomb Cienc Pecu 2012; 2-1225:107-122

Salmonella. Los resultados obtenidos en modelos
de expresion in vivo sugieren que la expresion
de estos genes se da principalmente en el tracto
gastrointestinal, mas que a nivel sistémico. Por
ejemplo, se ha visto diferencia de excrecion de
Salmonella (medido en unidades formadoras de
colonias UFC) en heces asociado a la expresion de
zirt, de tal manera que cuando se excretan bajos
niveles de bacterias, zirt no se expresa y, existe
expresion cuando hay altos niveles de excrecion en
heces, lo que fuertemente orienta hacia la expresion
de zirt en heces de ratones excretores. Analisis de
secuencias de aminodcidos en zirs and zirt han
mostrado diferencia con otros sistemas de secrecion.
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La mayoria de las investigaciones en la patogénesis
bacteriana estdn principalmente dirigidas al
hallazgo de genes que promueven la virulencia en
el hospedero. Sin embargo, estudios recientes han
demostrado que el ‘“equilibrio” que se presenta
durante la infeccion entre el hospedero y el agente
patdgeno, se debe a una serie de genes conocidos
como “genes antivirulentos” (Kingsley et al., 2004).
En resumen, estas investigaciones contribuyen a
enfatizar en el tema de patogenia, sobre cémo los
agentes patdgenos limitan sus efectos sobre las
células que infectan y de esta manera, se mantiene
un balance con el hospedero. Debemos tener en
mente la posibilidad de que el incremento en el
nimero bacteriano en los tejidos del hospedero
pueda estar asociado a la activaciéon o inactivacion
de genes. Pudiera pensarse por ejemplo, que el
incremento en la carga bacteriana en el modelo
murino, causaria septicemia y por consiguiente
un choque séptico, sin embargo, esta letalidad
disminuiria por lo tanto la transmision del patéogeno.

En el caso de S Typhimurium, que
primariamente se trasmite a través de la via
oro-fecal, en los animales infectados sucede la
excrecion bacteriana via fecal, lo que garantizaria
de esta manera tener acceso a otro hospedero y
comenzar nuevamente un nuevo ciclo de infeccion.
De tal manera que surge la hipdtesis del papel que
juega zirts como “modulador de virulencia” en los
estadios tempranos de la infeccion, probablemente
contribuya a equilibrar un balance después de la
transmision del patégeno al hospedero. Habrad que
considerar por lo tanto el papel que juega zirts
durante los estadios tempranos de la infeccion como
mecanismo preventivo de muerte prematura en el
hospedero (Formenan-Wykert y Miller, 2003).

SPIs. Actualmente se han estado aclarando los
factores genéticos utilizados por Salmonella tanto
para causar alteracion digestiva, asi como infeccion
sistémica. = Para  colonizar  satisfactoriamente
diferentes hospederos requiere una gran variedad
genética, misma que se ubica en una parte
especifica del cromosoma bacteriano denominada
isla de patogenicidad de Salmonella (SPIs del
inglés Salmonella Pathogenicity Islands). Aunque
existen mas de 14 diferentes SPIs, la presencia de

cada una de ellas varia dependiendo del serovar
de Salmonella, sin embargo, cinco de ellas son
comunes en el cromosoma de todos los serovares
de S. enterica (Karasova et al., 2010). Las SPIs,
denominadas con los nimeros ordinales desde el
1 hasta el 14, han mostrado su papel esencial en la
virulencia de Salmonella, incluyendo la penetracion
de enterocitos y la sobrevivencia en macréfagos
(Tabla 2) (Gal-Mor et al., 2008).

Tabla 2. Ejemplos de islas de patogenicidad de S. Typhimurium.

Nombre Tamaiio (Kb) Insercion Funcion

Invasion de células
no fagociticas
(codifica el sistema
de secrecion tipo IIl)

Sobrevivencia
bacteriana en
macroéfagos,
ydhe-pykf (codifica el sistema
de secrecion tipo
IIl) proliferacion
intracelular

SPI 1 40 fhla muts

SPI 2 40

Sobrevivencia en
macréfagos

Probablemente
sobrevivencia en
macroéfagos

Enteropatogénesis

SPI 3 82 selc

SPI 4 92 ssb-yjcb

SPI5 20 sent

Estas SPIs pueden producir un amplio rango
de enfermedad en un gran numero de especies
animales. Otro aspecto importante en la infeccion
por Salmonella es que la persistencia de la infeccion
en animales portadores asintomaticos permite la
contaminacion de alimentos de origen animal para
consumo humano.

Por ejemplo, el ganado porcino es una especie
que puede presentar Salmonella, pero en la
mayoria de los casos no muestran sintomatologia
clinica, en algunos casos se han llegado a aislar e
identificar hasta mas de seis serotipos en animales
clinicamente normales en una sola unidad pecuaria
(Davies et al., 1998). Para sobrevivir y persistir
en los animales, el género Salmonella debe
coordinar la expresién genética en respuesta a una
gran variedad de ambientes durante el proceso
de infeccion. Muy poco se conoce acerca de
los factores genéticos requeridos en animales
portadores clinicamente sanos y con excrecion
de bacterias en heces. De cualquier manera, los
factores de colonizacion deben ser hospedero
especifico (Chan et al., 2005).
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Ademas de los factores genéticos, una gran
variedad de condiciones ambientales presentes en
los hospederos animales, han mostrado que proveen
seflales que controlan la expresion genética. En
etapas tempranas de la infeccidon, es necesaria la
penetracion bacteriana en el epitelio intestinal,
muchos de los genes requeridos para esto, se
localizan en la SPIl1. Se ha demostrado que la
regulacion de los genes involucrados, responden
a una gran variedad de sefales ambientales. La
baja tensién de oxigeno, la alta osmolaridad y las
condiciones en el ileon, han sido asociadas a la
induccion de los genes de invasion localizados en la
SPI1. La transcripcion de los genes de invasividad
puede ser también reprimida por la bilis.

Las condiciones ambientales presentes en
los animales pueden proveer sefiales plausibles
necesarias para otras funciones requeridas por
Salmonella (Carnell et al., 2007). Un factor asociado
en portadores asintomaticos ha sido designado
como ZraS/ZraR (sensor asociado a la resistencia/
regulacion del zinc) (Lawhon et al., 2003). El
requerimiento en la dieta de zinc en los cerdos
es de 50 a 100 ppm, mucho mas que cualquier
otra especie doméstica (Berger, 1987). Estas altas
concentraciones de zinc son detectadas a través de
ZraS/ZraR lo cual favorece la expresion de genes
tales como hydh 6 zrap tanto en intestino como en
tonsilas cecales favoreciendo la vida bacteriana en
los hospederos animales. Otro gen identificado es
ycir, también designado gcpe (GGDEF dominio-
conteniendo proteina E) (Leonhartsberger et al.,
2001). Estas proteinas controlan la concentracion
intracelular del segundo mensajero cdi-GMP
y junto con el dominio GGDEF estimulan la
producciéon y degradacion del dominio cdi-GMP
(Garcia et al., 2004). cdi-GMP ha sido identificado
como un responsable regulador global para la
motilidad, adhesion, virulencia y formacién de
biopeliculas (Simm et al., 2004). El operon hscba-
fdx, importante en la colonizacion del serovar
Typhimurium en portadores sanos y ubicado en la
SPI 1, codifica una proteina de 66-kDa homologa
de una proteina DnaK, dichas proteinas favorecen la
sobrevivencia de la bacteria en los macrofagos asi
como la unién con la mucosa intestinal (Mendez-
Ortiz et al., 2005).
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Por otra parte, aunque los compuestos
aromaticos son altamente abundantes en suelo
y agua, se ha visto que existen algunas fuentes de
estos compuestos en el tracto gastrointestinal,
la mayoria derivados de la fermentacion de
aminoacidos aromaticos provenientes de fuentes
vegetales. Se ha visto que el serovar Typhimurium
es capaz de degradar ciertos compuestos
aromaticos cuando viven en hospederos animales,
lo que muestra su habilidad para colonizar el
intestino. La vitamina B12 se requiere para la
degradacion de etanolamina y propanediol, ambos
procedentes de fuentes de carbon presentes en
el tracto gastrointestinal. Por lo tanto, es posible
que Salmonella induzca al operon cob, para que
se utilicen estas fuentes nutritivas mientras vivan
en el tracto intestinal. Incluso se ha observado
que la invasion a los enterocitos se co-regula con
el metabolismo de propanediol y etanolamina.
Estos son solo algunos ejemplos que muestran
puntos ambientales claves que regulan importantes
funciones en el hospederos animal, tanto
metabolicas como de virulencia (Hoff et al., 2002).

Estas investigaciones aportan una nueva vision
genética acerca de la sobrevivencia y colonizacion
de Salmonella en animales portadores que no
presentan sintomatologia clinica, lo que en un
futuro, permitird establecer nuevas terapias o
bien estrategias de prevencidon que reduzcan la
contaminacion del alimento de origen animal para
consumo humano (Lawhon et al., 2003).

Microbiota intestinal y su papel en la
persistencia bacteriana. Muchas especies de
bacterias controlan la expresion de diversos

genes en comunidades de microorganismos a
través de la produccidn, secrecion y deteccion de
moléculas de sefalizacién extracelular, conocidas
como autoinductores (Als), que se acumulan en
el ambiente en relacion a la densidad celular. Este
proceso es denominado “quorum sensing” (QS) y se
dispara cuando la sefial alcanza una concentracion
umbral estimuladora. Cada una de estas respuestas
permite a la comunidad de individuos adaptarse
mejor a su entorno y en el caso especifico de los
patdgenos, expresar genes de virulencia para
persistir y diseminarse en su hospedero. (Jones et
al., 2003; Xavier et al., 2003).
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Se han identificado genes de S. Typhimurium
que se expresan especificamente ante la presencia
de moléculas senal producidas por otros microbios.
Entre estas moléculas Als se encuentran las acil
homoserina lactonas (AHLs), su produccion
depende de las LuxI sintetasas y su deteccion de
activadores transcripcionales del tipo LuxR que
unen autoinductores (Figura 5). La funcién tipica
de estas proteinas LuxR es “deteccion de quérum
o autoinduccidén”, mecanismo de control de
expresiones genéticas dependiente de la densidad
celular (Waters y Bassler, 2005). Numerosos
patdgenos tanto de plantas como de animales
utilizan la autoinduccion para regular la interaccion
genética con el hospedero. En el caso de Salmonella
esperan a “reunir quorum” antes de liberar las
toxinas que atacaran a su huésped. Si la bacteria
ataca sola, en vez de hacerlo en conjunto, el sistema
inmunologico la neutralizaria répidamente. Las
AHLs son sintetizadas usando enzimas de la familia
de LuxI 6 LuxM (Milton et al., 2001). Salmonella
codifica el homodlogo LuxR, SdiA, pero no codifica
una sintasa AHL. Por ejemplo, SdiA responde a la
produccion de AHLs por otras especies bacterianas
(Ahmer, 2004).

La composicion intestinal de los mamiferos
contiene aproximadamente de 800 especies
microbianas. Se piensa que esta microflora bacteriana
utiliza la autoinduccion tipo AHLs y que la presencia
de estos AHLs provee a S. Typhimurium una manera
efectiva de detectar el ambiente intestinal. En otras
investigaciones, se ha visto que S. Typhimurium no
detecta AHLs durante el transito a través del tracto
intestinal de muchas especies animales, lo que
sugiere que la microbiota normal de estas especies
no produce AHLs del tipo correcto, o bien no en la
cantidad suficiente para activar la autoinduccion
(Backhed et al., 2005). Se ha determinado que SdiA
de S. Typhimurium se activa en tortugas, pero no
en ratones, cerdos, gallinas, vacas, conejos y cuyes.
Parece que la microbiota normal de estos animales
no produce AHLSs, por lo menos no en la localizacion
ni en la concentracion suficiente para activar
SdiA. Tomando en cuenta que S. Typhimurium
no es un serovar que se asocia comunmente
con tortugas, en estos casos puede ser que S.
Typhimurium no posee genes reguladores de SdiA
en estas especies animales. Resultaria interesante
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determinar qué sucederia en tortugas con mutacion
SdiA asociadas a serovar Muenchen, Arizonae, o
Newport, probablemente SdiA confiere una ventaja
conveniente en cualquiera de éstas situaciones de
coinfeccion (Smith et al., 2008).
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Figura 5. Mecanismo de accién de autoinducciéon en Salmonella spp.
Tomado y modificado de: Sheetal R, De Vizio D, Odell M, Clements M,
Vanhulle S, Keshavarz T. Microbial quorum sensing: a tool or a target for
antimicrobial therapy?.Biotechnol Appl Biochem 2009:54:65-84.

Medio ambiente y persistencia bacteriana. Las
“Thin aggregative fimbriae (Tafi)” son estructuras
superficiales de naturaleza proteica consideradas
como adhesinas que facilitan la uniéon de la
bacteria a receptores especificos de las células del
hospedador (fimbrias). Estas estructuras son
producidas junto con celulosa (White et al., 2003),
asi como también con polisacaridos adicionales
(Gibson et al., 2006) y proteinas (BapA) para
formar una matriz extracelular que enlaza a las
células. El fenotipo asociado con la produccion de
la matriz se ha denominado morfotipo rdar (red,
dry and rough). El Control regulador de rdar se
enfoca primariamente al nivel de expresion de AgfD
(CsgD), una proteina transcripcional reguladora.
AgfD activa la produccion de Tafi y polimeros
de celulosa, lo que permite a las células responder
rapidamente a los desafios ambientales. La di-
guanosina monofosfato ciclico (c-di-GMP), se ha
involucrado en la produccion de celulosa bacteriana,
asi como en la modificacion de la superficie celular
que le permite regular la formacion de biopeliculas,
la motilidad y la virulencia entre otros procesos
bacterianos.
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Algunos de los efectos del c-di- GMP en
el control del morfotipo rdar es especifico en
Salmonella. En la mayoria de los aislamientos
de Salmonella, el morfotipo rdar se expresa bajo
condiciones de baja osmolaridad, limitacion
nutricional y temperatura por debajo de los
30°C (Gerstel et al., 2001). El morfotipo rdar es
importante para la persistencia y sobrevivencia
de Salmonella en ambientes fuera del hospedero
(White et al., 2006), y su produccion se asocia
directamente a los genes agfd, agfb, adra, y yihu
involucrados también en la sintesis de celulosa y
antigeno capsular O. Las bacterias con expresion de
morfotipo rdar resisten hasta 60 ppm de hipoclorito
de sodio, comparadas con aquellas no expresadas,
lo que se sugiere que dichos grupos de bacterias
producen celulosa, lo que les permite resistir la
accion del desinfectante, asi como la desecacién, y
de esta manera la sobrevivencia de Salmonella en
medios ambientes naturales puede verse favorecida
(White et al., 2006).

En algunos casos de infeccion, la bacteria no se
disemina sistémicamente, lo que pudiera atribuirse
a que la fagocitosis es inhibida por la presencia
de una matriz extracelular y al no ser fagocitada,
se limita al tracto intestinal, ademés de que la
no expresion de agfd y agfb indique la ausencia
de sefial 6 presencia de una condiciéon o factor
inhibidor que prevenga la expresion de agfb dentro
del hospedero (Weber et al., 2006).

La expresion del morfotipo rdar asegura que
mas bacterias sobrevivan fuera del hospedero y
conserven su capacidad infectiva, lo que explicaria
porque este fenotipo se ha conservado a lo largo de
la evolucion (White et al., 2006). Si el rol primario
del enlace 6 agregacion bacteriana en el ciclo
de vida de Salmonella, es con el objetivo de su
sobrevivencia en condiciones adversas, la pérdida
del morfotipo rdar podria explicar las diferencias
observadas en los modos de transmision de los
diferentes serovares (White et al., 2008).

Conclusiones

Las investigaciones sobre los procesos
inmunologicos y genéticos de Salmonella, versan
generalmente sobre el serovar Typhimurium,
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ya que el proceso infeccioso desarrollado en
modelo murino, representa la salmonelosis tifica
en el ser humano, y aunque existe mucho camino
recorrido, los mecanismos moleculares de este
proceso recién comienzan a ser entendidos.
Sin embargo, la diversidad de serovariedades
del género Salmonella, exige el desarrollo de
investigaciones, desde el punto de vista basico,
que analicen las particularidades gendmicas en
cada una de las serovariedades pertenecientes
a este género, para estar en posibilidades de
esclarecer el comportamiento bacteriano en los
diferentes hospederos animales y, prevenir brotes
potenciales en la poblaciéon humana, ya que se
trata de una enfermedad de indole zoondtica. El
control de esta zoonosis tiene una alta prioridad
ya que la situacion epidemioldgica gradualmente
ha empeorado y el predominio de infeccion de
Salmonella ha aumentado notablemente tanto en
gente como en animales domésticos. Aunado a esto,
la presentacion mas frecuente de la enfermedad es
en forma de portador asintomatico, un reto mas que
vencer por los profesionistas del area médica, la
capacidad de Salmonella para sobrevivir en muchos
lugares ambientales sugiere que su diseminacion
probablemente siga en aumento en el futuro.

Existe ain todo un camino por recorrer y
descubrir. Los trabajos de investigacion desarrollados
hasta ahora, pierden de vista las disimilitudes
existentes entre los ratones de experimentacion y
los seres humanos, si bien, han aportado grandes
avances en la dindmica bacteriana, falta considerar
las adaptaciones bacterianas de serovares hospedero-
especificos a hospederos no especificos, mas aun,
analizar la dindmica espacio temporal bacteriana
de mas de un serovar que cohabita en un mismo
animal ¢ bien en el medio ambiente. Estamos
en una época de resurgimiento de enfermedades
infecciosas emergentes y reemergentes, sin embargo
estamos también en una época donde se cuenta con
avanzadas técnicas de biologia molecular y con
modelos matematicos y simulaciones con ordenador,
para estudiar la dindmica de transmision y control
de las enfermedades infecciosas, que impacten en
la investigacion basica y por consiguiente en la
investigacion aplicada, y de esta manera estar en
condiciones de reducir significativamente los casos
de salmonelosis en las diferentes regiones del mundo.
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