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uchas enfermedades que impactan la salud del

hombre y animales estan causadas por bacterias

que invaden y colonizan el nicho intracelular de
células eucariotas. Entre estas enfermedades destacan,
entre otras, tuberculosis, fiebre tifoidea, listeriosis, cla-
midiosis, brucelosis, rickettiosis, fiebre Q y legionelosis.
Algunas bacterias patégenas que producen estas patolo-
gias, como las de los géneros Rickettsia spp., Chlamydia
spp. vy Coxiella spp., son incapaces de crecer y proliferar
fuera de la célula eucariota.

De enorme interés en investigacion son también las
bacterias patdgenas intracelulares «facultativas» que
colonizan distintos tipos celulares eucariotas ademas de
ambientes diversos fuera del hospedador. Los datos obte-
nidos hasta la fecha muestran la existencia de sistemas de
regulacion que se encargan de reprogramar la fisiologia de
la bacteria durante la transicion desde el ambiente extra-
celular al intracelular, 6 viceversa. Nuestro grupo aborda
como principal objetivo el conocimiento de estas pautas
de regulacion y, por ende, los mecanismos de adaptacion al
estilo de vida intracelular una vez el patégeno ha invadido
la célula eucariota. Para acometer esta empresa, utilizamos
dos bacterias con distinta envoltura y variado modo de
vida intracelular. Por un lado, la bacteria Gram-positiva
Listeria monocytogenes, agente causante de la listeriosis.
L. monocytogenes atraviesa barreras de defensa naturales
como el epitelio intestinal, la barrera hematoencefélica y
la placenta. Como segundo patdgeno modelo, la bacteria
Gram-negativa Samonella enterica serovar Typhimurium
(S. Typhimurium), agente causante de gastroenteritis y,
eventualmente, de enfermedad sistematica si existen ries-
gos adicionales como coinfeccion o alteraciones en defen-
sas del hospedador. Ambos patégenos inician la infeccion
en ganado y humanos tras el consumo de alimentos con-
taminados.

Una estructura celular clave en el mantenimiento de la
forma e integridad de casi todas las bacterias es la «pared»
o envuelta. Dentro de la pared es la macromolécula de
peptidoglicano, también conocida como «mureinay, la que
asegura la forma e integridad celular. Histéricamente, la
bioquimica del peptidoglicano ha sido estudiada intensa-
mente por ser blanco de antibiéticos como los del grupo
de beta-lactamicos. Estudios mas recientes indican que
el peptidoglicano es una sefal de alarma para sistemas
de defensa innatos del hospedador. Asi, se han carac-
terizado receptores dispuestos en el citosol de células
eucariotas, como Nod1 y Nod2, que reconocen «patrones
moleculares» presentes en fragmentos del peptidoglicano.
Curiosamente, este reconocimiento se da en el interior
de la célula eucariota, indicando que la evolucion parece
haber disefiado defensas para el control de infecciones
bacterianas intracelulares. De interés, determinados pato-
genos bacterianos intracelulares han evolucionado reali-
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zando modificaciones en el peptidoglicano que influyen en
su reconocimiento por enzimas de defensa (por ejemplo,
lisozima) o receptores tipo Nod. En el contexto de nuestra
investigacion, estamos también interesados en una gran
familia de proteinas unidas covalentemente al peptido-
glicano en el género Listeria. La gran mayoria de estas
proteinas de superficie (aparecen en una media de 40 en
todas las especies y estirpes de este género con genoma
secuenciado) son exclusivas de Listeria, existiendo un
numero apreciable de las mismas que estan presentes s6lo
en especies patogenas. La funcion de aproximadamente el
90% de estas proteinas es desconocida, aunque se postula
podrian estar involucradas en la adaptacion de Listeria a
ambientes diversos.

Los abordajes experimentales que utiliza nuestro grupo
tienen un denominador comdn, el «aislamiento de bac-
terias de células eucariotas infectadas en cultivo». Esta
metodologia es laboriosa en lo que respecta al ndmero
de células eucariotas que hay que infectar para obtener
la cantidad de material bacteriano necesaria para realizar
biologia molecular. Como ejemplo ilustrativo, la obtencion
de 107 bacterias intracelulares (el equivalente a 10 microli-
tros de un cultivo bacteriano que ha crecido una noche en
medio de laboratorio!!!) supone infectar aproximadamente
del orden de 107 fibroblastos o células epiteliales. Cuando
el experimento tiene por objeto la purificacion de pepti-
doglicano sintetizado por la bacteria intracelular, estos

Imagen de Salmonella enterica serovar Typhimurium tras invadir un
enterocito del epitelio intestinal de raton. Nétese que la bacteria se
localiza en un compartimento vacuolar, también conocido como
fagosoma o SCV, por «Salmonella-containing vacuole». A diferencia
de este estilo de vida intracelular, Listeria monocytogenes utiliza
proteinas que degradan la membrana fagosomal, proliferando
posteriormente en el citosol de la célula infectada.



nlmeros se incrementan en varios 6rdenes de magnitud.
A pesar de estas dificultades, este abordaje experimental
es el Gnico que permite obtener informacion sobre la bio-
logia del patogeno durante su ciclo de infeccién intracelu-
lar. Asi, hemos obtenido logros como el transcriptoma de
S. Typhimurium cuando persiste en un estado intracelular
de no crecimiento; la estructura del peptidoglicano que
S. Typhimurium sintetiza en el interior de células epitelia-
les; el proteoma de la pared de L. monocytogenes aislada
de células epiteliales infectadas; vy, el perfil de expresion
en tiempo real y a lo largo de distintas fases de la infec-
cién intracelular de 56 RNA pequefios reguladores (SRNA)
de S. Typhimurium.

La informacion de «caracter global» obtenida en esos
estudios nos permite en la actualidad abordar con similar
metodologia preguntas que ahora dirigimos a proteinas,
RNAs reguladores y procesos concretos. Como ejemplo,
hemos descifrado una regulacion que actda sobre una pro-
teina de L. monocytogenes unida a peptidoglicano que el
patogeno induce en el ambiente intracelular. El aumento
de los niveles de esta proteina requiere la unién de un
sRNA regulador a una regién 5’-UTR (regidn no tradu-
cida del mRNA) de una variante del transcrito del gen
diana. En S. Typhimurium estamos estudiando enzimas
implicadas en la sintesis, remodelacion e hidrdlisis del
peptidoglicano en bacteria intracelular, siempre teniendo
como referencia bacteria crecida en medios de laborato-
rio. Dentro de este grupo de enzimas hemos identificado
algunas exclusivas del género Salmonella. Curiosamen-
te, algunas de ellas son reguladas positivamente en el
ambiente intracelular.

Sefalar igualmente nuestro interés por conocer la
«biologia celular» de la infeccién intracelular, centran-
donos en un modelo de infecciéon persistente en el que
la bacteria no prolifera en la célula eucariota. Los datos
obtenidos hasta la fecha implican a la maquinaria auto-
fagica de la célula hospedadora como regulador del cre-
cimiento de S. Typhimurium. En el caso de la infeccién
persistente, la autofagia del patdgeno intracelular mues-
tra caracteristicas distintivas a lo descrito en la literatura
en otros modelos de infeccion.

Destacar como mensaje final las extraordinarias diferen-
cias que observamos en muchos procesos cuando estudia-
mos estas bacterias en el ambiente intracelular y extrace-
lular. El entender como, cuando, y quién es el responsable
de estos cambios mantendra sin duda nuestro entusiasmo
por esa «vida» todavia tan misteriosa que determinadas
bacterias patégenas desarrollan en el interior de nuestras
células.
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