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1. INTRODUCCION.

En el periodo 1346-1352, Europa sufrié la pérdida de unos 20 millones de personas, lo que
correspondia a cerca de la mitad de la poblacién que poseia en ese momento. La enfermedad
responsable de tan macabra estadistica fue la peste bubdnica, a la que, oportunamente, se denominé

“Peste Negra”, designacion que ha conservado a lo largo de la historia.

Los origenes de esta enfermedad son algo inciertos, pero se cree que pudo originarse en alguna
provincia de la antigua China durante la dinastia Yuang, en la cual se llevaron a cabo invasiones en las
que arrojaban cadaveres infectados con la peste, ayuddndose de catapultas sobre las murallas
favoreciendo asi la propagacion de la enfermedad. Desde aquel entonces existia un trafico y comercio
constante de mercancias y personas que cubria China, pasando por Asia central hasta llegar a Europa

(Fig. 1).
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Figura 1. Los origenes de la enfermedad se centran en China desde donde se extendio hacia Europa pasando por
Asia central y Rusia. El comercio y la movilidad de las personas favorecieron la propagacion de la peste. Imagen
obtenida de reporteindigo.com (pdgina de Internet).

Entre el 70 y el 80 % de los que contrajeron la peste en el siglo XIV murieron por ello. Los sintomas se
presentaban con tal gravedad que presagiaban la muerte en un plazo de cinco dias. El nombre de
peste bubdnica procede de uno de los primeros signos clinicos de la enfermedad: la aparicién de
grandes hinchazones dolorosas (llamadas bubones) en los nédulos linfaticos de la axila, cuello o ingle
de la victima. Por regla general, tres dias después de la aparicién de los bubones los enfermos se veian
asaltados por fiebre alta, acompafiada de delirio y de la presencia de manchas negras, resultado de

hemorragias subcutdneas.
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Por extrafio que parezca, pese a la frecuente presencia de la enfermedad y el elevado precio que se
cobraba, nadie disponia entonces de indicios sobre su naturaleza, su causa ultima o el mecanismo de
difusién. Durante el periodo de la Peste Negra, las gentes solian atribuir el mal a combinaciones
astroldgicas desfavorables o aires o vapores putridos (“miasmas”), nada de lo cual podia traducirse
en programas preventivos de ninguna clase. En algunos textos de la época incluso se hablaba de la

llegada del Apocalipsis.

Por fin, en 1894, el bacteriélogo francés Alexandre Yersin descubrid que la peste bubdnica estaba

causada por una bacteria gram-negativa, Yersinia pestis.

Se piensa que la peste evoluciond a partir de una bacteria que vivia en el suelo y que adquirié por

transferencia horizontal un segmento de ADN que le confirid la capacidad de infectar a humanos.

Los bacilos de la peste se encuentran con baja frecuencia en numerosas poblaciones de roedores
salvajes de todo el mundo; se transmiten entre ellos por las pulgas. En el caso de la peste bubdnica,
el insecto responsable suele ser la pulga oriental de la rata, Xenopsylla cheopis. Cuando pica a una
rata infectada, ingiere los bacilos, que proliferan en su tubo digestivo y lo obstruyen; la pulga, incapaz
de ingerir sangre, se vuelve rabiosamente hambrienta y, en sus frenéticos intentos de alimentarse,
pica repetidamente al hospedador, regurgitando mas bacilos en cada picadura. Los puntos de
inyeccion actian como focos de diseminacion de los bacilos. Si el hospedador muere, cosa probabile,

la pulga se traslada al roedor mas cercano. De este modo la enfermedad se propaga con rapidez.

Conforme disminuye el nimero de ratas vivas, las pulgas parasitan hospedadores de sangre caliente
a los que normalmente no atacarian, como seres humanos y animales domésticos, y se desencadena
una epidemia. En el Medievo, ambas poblaciones se encontraban en contacto intimo, las personas

vivian rodeadas de ratas, tanto en las areas urbanas como en las rurales.

Una vez introducida la enfermedad entre la poblacién humana, puede transmitirse de una persona a
otra a través de la inhalacion de gotitas infectadas expulsadas con la respiracion. Eso no quita que la
manera habitual de propagacién sea la picadura de pulga. De hecho, la enfermedad no subsiste al

acabarse los roedores y sus pulgas.

Con frecuencia, la condicion esencial para que se produzca una epidemia (un brote en la poblacién

humana) es la existencia de una epizootia (un brote en la poblacién animal, en este caso de roedores).

En épocas posteriores, 1720-22, se dieron brotes virulentos en Marsella y otras zonas de la Provenza
francesa. A partir de entonces, los brotes se fueron haciendo menos frecuentes hasta desaparecer.
Aunque Y. pestis sigue infectando a poblaciones de roedores en zonas endémicas. Actualmente las

infecciones en humanos son esporadicas y muy limitadas. En la actualidad, se diagnostican unos 2000
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casos al afio en todo el mundo siendo mas comun en Estados Unidos, Madagascar, China, India y
América del Sur. Con el tratamiento adecuado, sin embargo, el 85% de las victimas actuales sobrevive

a la enfermedad. Los antibidticos actuales son efectivos frente a la bacteria Y. pestis.
¢Cual fue la causa de la disminucion en la mortalidad?

Se han dado todo tipo de hipdtesis, entre ellas la que se ha venido a referir como la hipétesis
bacterioldgica. Esta hipétesis propone la aparicion de una nueva especie de Y. pestis, evolucionada
en sentido menos virulento que la estirpe anterior. Al ser menos dafina, habria actuado como una
vacuna, confiriendo a los animales y a las personas infectadas una relativa inmunidad frente a las

estirpes mas virulentas de la misma bacteria.

La hipdtesis bacterioldgica resulta aceptable por varias razones. Primero, esta de acuerdo con el
aforismo propuesto por el patélogo norteamericano Theobald Smith, que dice: “las manifestaciones
patoldgicas sdlo constituyen incidentes en el desarrollo de un proceso de parasitacién”; esto es, que,

a largo plazo, las formas mas suaves de enfermedad tienden a desplazar a las mas virulentas.

Segundo, la hipdtesis viene apoyada por la existencia de un bacilo de parentesco muy préximo al de
la peste, Y. pseudotuberculosis, que no induce manifestaciones visibles de la enfermedad en ratas

pero les confiere un elevado grado de inmunidad frente a la peste.

1.1.Caracteristicas del género Yersinia.

Las especies del género Yersinia se definen como bacilos o cocobacilos gramnegativos, de 0,5-0,8 mm

de didmetro y 1-3 mm de longitud.

Entre las muchas especies del género Yersinia, sdlo Y. pestis, Y. pseudotuberculosis y Y. enterocolitica
estdn adaptadas para multiplicarse a expensas de un hospedador que estd aln vivo, y son patégenos
de humanos. Y. pestis es inoculada a través de la picadura de pulga mientras que las otras dos son

normalmente transmitidas como contaminaciones alimentarias.

Estas bacterias tienen un tropismo por tejidos linfoides y una destacable habilidad para resistir la

respuesta inmune no especifica. Las principales estrategias consisten en:

1. Evitar la lisis por complemento.
2. Evitar la fagocitosis por leucocitos polimorfonucleares y macréfagos.

3. Formar microcolonias extracelulares en los tejidos infectados.
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1.2. Enfermedad causada por Y. enterocolitica.

Y. pestis, el agente de la peste, y Y. pseudotuberculosis son patégenos esencialmente de roedores. Y.

enterocolitica es un patégeno comun de humanos.

La enfermedad ocasionada por Y. enterocolitica se inicia por la ingestién de alimentos o agua

contaminada.

En sistemas modelo, conejo y ratén, la enfermedad procede mediante translocacion a través del
epitelio del ileon o del colon hacia la regiéon de la submucosa. En el ileon del ratén, hay alguna
evidencia que indica que Y. enterocolitica se encuentra dentro de una subserie de células llamadas
células M, localizadas sobre los parches linfoides de Peyer, que se encuentran alineados a lo largo del
tracto gastrointestinal. En los animales modelo, Y. enterocolitica drena en los nédulos linfaticos
mesentéricos, y gran nimero de bacterias se detectan en estos érganos linfoides tras 24 h de la
infeccidn inicial. Las bacterias se localizan exclusivamente de forma extracelular y contindan fuera de
las células del hospedador durante toda la enfermedad. En los distintos tejidos infectados, la bacteria

forma microcolonias que son resistentes a la fagocitosis por macréfagos y neutréfilos.

En las infecciones de humanos, parece que la enfermedad termina al tiempo de infectar los nédulos
linfaticos mesentéricos. En las personas, la infeccidon puede causar sindromes gastrointestinales de
severidad variada, que van desde una diarrea moderada auto-limitada a adenitis (=Inflamacién de los

ganglios linfaticos) mesentérica que recuerda a la apendicitis.

Infecciones sistémicas son inusuales con Y. enterocolitica, pero con frecuencia, asociados a infecciones
bacterianas moderadas o inaparentes, se disparan desérdenes autoinmunes. Entre éstos se
encuentran la tiroiditis y la artritis reactiva. En Europa, el cerdo es la fuente mas comin de

contaminacion con Y. enterocolitica.

2. FACTORES DE VIRULENCIA DE YERSINIA ENTEROCOLITICA CODIFICADAS EN EL
CROMOSOMA.

2.1. La enterotoxina Yst.

En el cromosoma de Y. enterocolitica se encuentra codificada una enterotoxina estable al calor, Yst.
Es un péptido de 30 aminoacidos que se asemeja a la enterotoxina estable al calor STl de E. coliy a la

guanilina, un activador endégeno de la guanilato ciclasa intestinal (Fig. 2).
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Estas enterotoxinas son péptidos que al unirse a los receptores C de la guanilato-cliclasa, estimulan
la produccién de monofosfato de guanosina ciclica que a su vez activa una serie de acontecimientos
celulares intracelulares que resultan finalmente en la secrecién transepitelial de iones Cl- y K+ desde

los enterocitos aumentando asi el arrastre pasivo de agua a la luz del intestino.

La enterotoxina Yst se sintetiza como un polipéptido de 71 aminodcidos. Los 30 aminodcidos C-
terminales corresponden a la toxina tal y como se extrae del sobrenadante de los cultivos de la
bacteria. Los 19 aminodacidos N-terminales tienen las propiedades de un péptido sefial y los 22

residuos centrales son retirados durante o después del proceso de secrecién.

En vista de la similitud tan grande entre Yst y STl y la asociacién con serotipos patogénicos, resulta
tentativo especular que la produccién de Yst es responsable de las manifestaciones diarréicas
asociadas con la yersiniosis. En el modelo ratén, al menos, se ha demostrado que la toxina Yst es
responsable de la diarrea ya que actia cambiando drasticamente la fisiologia de las células del epitelio

intestinal (Fig. 2).

Pre dominio Pro dominio Toxina madura
19 aa 22 aa 30 aa COOH yst
|
H2ZN 19 aa 34aa 18 aa ST1
|
19 aa 81 aa 15 a guanilina

TFYQEELCQNPA?AG&Y: ST
[ 1 Puente disulfuro

* Aminoécido conservado PNT**| * AYA* * T * * Guanilina

WD* *DV* * % & & & *kkx YST

Figura 2. Imagen realizada en Biorender.

2.2. Lainternalina o invasina (Inv).

In vivo, la internalina Inv parece desempefiar un papel vital en promover la entrada en el tejido
intestinal durante la etapa inicial de la infeccidn. Favorece el proceso de transcitosis a nivel de las

células M.
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El gen inv es muy similar a varios loci asociados con interacciones bacteria-célula hospedadora que
han sido encontrados en una variedad de patégenos entéricos gram-negativos como la E. coli
enteropatogénica. El producto de inv, predicho por tener 986 aminoacidos, estd expuesto sobre la
superficie de la bacteria. Las bacterias que expresan la invasina se unen fuertemente a la superficie

de células de mamifero.

La invasina parece interaccionar con las integrinas situados sobre las células del hospedador. Las
integrinas son una familia de proteinas formadas por mas de 20 proteinas heterodiméricas ab

implicadas en la unién a proteinas de la matriz extracelular y en interacciones célula a célula (Fig. 3).

A

Yersinia pseudotuberculosis

INTERACCION
INVASINAINTEGRINA B1

Figura 3. Las invasinas de la superficie de Yersinia
pseudotuberculosis interaccionan con la integrina B1 de
las células M del intestino. En ensayos experimentales in
vitro en diferentes lineas celulares se ha demostrado la
induccidn de eventos de sefializacion por fosforilacion de
tirosinas, lo que activa el proceso de captacion de la
bacteria. Imagen obtenida de Cerdenares Lilia (2008).
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3. FACTORES DE VIRULENCIA CODIFICADOS EN EL PLASMIDO PYV.
Las especies patogénicas de Yersinia presentan como particularidad un plasmido de 70-kb

denominado pYV (“plasmid Yersinia Virulence”). Para cada una de las especies de Yersinia de interés

recibe un nombre particular, dadas sus singularidades (Fig. 4):

e Y. pestis, el plasmido se llama pCD1.
e Y. pseudotuberculosis, el plasmido se llama pIB1.

e Y. enterocolitica, el plasmido se llama pYVeO:9.
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Demostracion del papel del plasmido en la virulencia de Yersinia.

La importancia de este pldsmido, y de sus genes, se puso de manifiesto en estudios de infeccidén en
animales utilizando cepas de Yersinia “curadas” del plasmido (cepas P’). Asi, se vio que las cepas P
eran capaces de establecer infecciones intestinales e incluso acceder a los parches de Peyer,
mostrando que los genes codificados en este plasmido no son requeridos para atravesar la barrera
intestinal. Sin embargo, las cepas P~ desaparecen de estos nddulos linfaticos a los pocos dias mientras
que las cepas P* contintan creciendo. Las funciones principales de las proteinas codificadas en este
replicon son las de prevenir la fagocitosis de la bacteria y la de evadir la respuesta inmunitaria tanto

especifica como innata del hospedador.

Figura 4. Representacion de los
mapas genéticos de diferentes
pldsmidos de tipo pYV para Yersinia.
El circulo externo se corresponde con
pCD1 de Y. pestis, el intermedio con
plB1 de Yersinia pseudotuberculosis y
el interior pYVeO0:9 de Y.
enterocolitica. Asi, en cada uno de los
tres mapas genéticos se indica para
cada posicion qué proteina se
encuentra codificada en cada uno de
los tres pYV. Imagen obtenida de
Garcia et al (1998).
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En el plasmido de virulencia se encuentran codificadas las proteinas Yop efectoras y las proteinas
necesarias para inyectarlas dentro de las células del hospedador. Asimismo, el virulén Yop es un

arquetipo de sistemas de secrecion tipo lll.

3.1. Aparato de secrecion de las Yops. Inyectosoma Ysc.

Hasta el momento se han identificado 30 genes Ysc (“Yop secretion”) implicados en el proceso de
liberacion de Yop’s. Su origen es una duplicacion del operdn que codifica para la formacion del flagelo.

Muchos de estos genes son homdlogos a otros sistemas de secrecién tipo Ill de otros patégenos
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bacterianos como es el caso de organismos pertenecientes a los géneros Shigella, Salmonella,

Xanthomonas y Pseudomonas (los dos Ultimos patdgenos de plantas).

El aparato de secrecién es un orgdnulo que consiste de un cuerpo basal, que atraviesa la capa de
peptidoglicano y las dos membranas bacterianas, y que se continlia con una estructura similar a una

aguja que sale de la bacteria (Fig. 5).

Pore

complex Figura 5. Estructura y componentes del inyectosoma. Sobre la

superficie bacteriana se distribuye el cuerpo basal, formado por
un gran numero de proteinas Ysc que estdn implicadas en
estabilizar al complejo en la membrana interna, externa y
periplasma de la bacteria. Sobre esta estructura se dispone la
aguja, o jeringa, que forma un fino canal que conecta
directamente con el poro definido por YopBD en la membrana
plasmdtica del hospedador. Imagen obtenida de Dewoody et al
(2013).

basal _J
body

La formacion del complejo no es algo trivial, sino que sigue unas etapas bien caracterizadas (Fig. 6).

Estas pueden definirse como:

e Etapa Inicial. En este primer estadio el cuerpo basal se encarga del reconocimiento de los
primeros sustratos que el patégeno ha de secretar hacia el citosol del hospedador que va a
parasitar. Su presencia es importante para que se constituya la unidad estructural en forma
de aguja del complejo. Cuando su formacién se ha completado, la proteina YscU se
autoproteoliza y permite el paso a la siguiente etapa.

e Etapa intermedia. En esta fase YopN se asocia con el cuerpo basal y permite la secrecidn de

una primera remesa de proteinas efectoras. Son los denominados sustratos intermedios, que
son requeridos para formar el poro de translocacién. En el momento en que se produce el
contacto con la membrana del hospedador, YopN se libera del cuerpo basal y se progresa a la
ultima fase.
e Etapa final. En Ultimo lugar se constituye el canal mediado por la aguja y el poro de
translocacion. Para esta etapa se han planteado 2 modelos:
- Modelo en un solo paso: el complejo del poro se ensamblaria con la punta de la aguja

constituyendo directamente el canal.

10
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- Modelo en dos pasos: los sustratos tardios se secretan al espacio extracelular e
interaccionan con otras proteinas, de manera que se asociarian a las proteinas del
poro, que difunden hasta la membrana del hospedador para la liberacién de dichas

proteinas.

Early Stage Middle Stage Late Stage

Assembled YopN complex Needle tip Substrate Switch: One-step model: Two-step model:
basal body YscU mediates fidelity; complex YopN released Translocation pore  Late substrates
recognizes early autocleavage middle substrates assembles upon cell contact completes conduit. are secreted, and
substrates upon needle are secreted Late substrates interaction with
completion are delivered YopB/D allows
directly into host  translocation into
cell host cell

Figura 6. Esquema del proceso de formacion del inyectosoma en Yersinia. Existen 3 etapas: inicial, intermedia y
tardia. El transcurso a lo largo de estas fases es lo que permite que en ultimo lugar las proteinas efectoras Yop
alcancen el citosol del hospedador, ya bien en un solo paso (One-step model) o en dos (Two-step model). Imagen
obtenida de Dewoody et al (2013).

El proceso de secrecién también requiere a YscN, una proteina de 47,8-kDa con motivos de unién a
ATP que recuerda a la subunidad catalitica § de la protdn-translocasa FoF1 (Fig. 7). Se han planteado

diversos modelos acerca de cémo esta proteina YscN media la secrecidn de otras proteinas efectoras.

Figura 7. Resolucion estructural del plegamiento de la proteina Yscn
de Yersinia. El esqueleto coloreado de amarillo indica la configuracion
espacial de YscN, mientras que la molécula asociada (ATP) es un
agente que determina la posicion del centro catalitico. Imagen
obtenida de Swietnicki et al (2011).

Asi pues, se plantea que la versién soluble de YscN (hexamero) seria la encargada de unir a la proteina
Yop efectora que se pretende secretar. En este proceso podria intervenir el T3SC (Sistema de Secrecion
Tipo 3), aunque hay observaciones que indican que también puede producirse su secrecién de forma

independiente. El caso es que una vez se ha producido la unién del efector y se forma el complejo

11
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YscN-T3SC-Yop, este se desplazaria hacia la region de la membrana en la que se encuentra el

inyectosoma (Fig. 8).

Mediante la actividad ATP-asa de YscN tendria lugar la liberacidn al T3SC, que es el encargado de

transmitir a la proteina efectora hacia el interior de la célula blanco.

membrane

—P ATP
effector entry hydrolysis
YscQ into T3SS
engagement  C-ring
oligomer
recruitment
to T3SS T3sC
independent
re-load?
(+++) q %5 @

("or J
N queued Q
Differential binding o W Q

affinities?
other or late
effectors

T S

co-transcription
or co-regulation
influence on hierarchy?

Figura 8. Modelos planteados sobre como podria actuar YscN en el proceso de transporte de proteinas efectoras
desde el citosol del patégeno al del hospedador. En la parte de la izquierda se recoge el modelo explicado
anteriormente mediado por YscN y T3SC; a la derecha se esquematiza como las proteinas efectoras podrian
liberarse via el inyectosoma sin que fuesen reclutadas especificamente. Imagen obtenida de Thomas et al (2012).

Mientras no exista contacto con una célula eucaridtica, una valvula de parada, posiblemente hecha
con YopN, TyeAy LcrG, bloquea el canal de secrecion Ysc (Fig. 9). Tras el contacto con la célula blanco
eucariotica, la bacteria se ancla fuertemente a través de la interaccidn entre sus adhesinas YadA e Inv
y las B-integrinas, y el canal de secreciéon se abre. YopB y YopD forman un poro en la membrana
plasmatica de la célula blanco. Asi, el aparato Ysc sirve como un conducto a través del cual las

proteinas exportadas atraviesan las dos membranas y la barrera de péptidoglicano en una sola etapa.

12
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Figura 9. llustracion sobre los cambios conformacionales que se producen en el inyectosoma. A partir de un
estado cerrado en el que proteinas como TyeA, LcrG o YopN bloquean el flujo de proteinas a través del canal por
impedimento estérico, se puede producir la apertura del flujo a las proteinas efectoras. Los bloqueantes se
retirarian gracias a la union del inyectosoma en la membrana del hospedador. Imagen obtenida de Cornelis et al
(1998).

3.2. Chaperonas citosolicas.

Otra de las peculiaridades del sistema de secrecion Yop es que utiliza chaperonas citoplasmaticas que
son especificas para Yops individuales. Se llaman Syc (for "specific yop chaperone") seguido de la letra
de la correspondiente Yop. Si un gen syc es mutado, la correspondiente Yop no es exportada pero la
secrecién de otras Yops no es afectada. Por su unidn a la Yop, la chaperona Syc asegura la estabilidad
y conformacién apropiada de la proteina. En el momento de la secrecidn, la chaperona es liberada de

su Yop pareja.

3.3. Control de la inyeccion.

Yersinia secreta las Yops in vitro bajo condiciones de falta de Ca%*. Pero se piensa que in vivo la sefial
disparadora del proceso va a ser el contacto con la célula eucaridtica. Varios trabajos indican que la
liberacion de las Yops es un fendmeno “direccional”, en el sentido de que la mayoria de la carga es

liberada dentro de la célula eucaridtica y que existe poco escape.
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Concretamente, lo que se ha visto experimentalmente es que la presencia de Ca? a niveles
milimolares bloquea claramente la secrecién de las proteinas efectoras Yop. Sin embargo, en el
momento en el que se retira el Ca?* del medio se revierte hacia la secrecidn. In vivo los estudios van
en la misma linea. Los niveles de calcio son suficiente para prevenir la secrecion de Yop, hasta que la

bacteria contacta con una célula eucariética.

3.4. Efecto de las proteinas Yops sobre las células del hospedador.

Hasta el momento, se ha encontrado que las proteinas inyectadas por el aparato de secrecidn tipo Il

en el citoplasma eucariético van a tener un papel clave en diversos procesos:

e Inhibicion de la fagocitosis.
e Bloqueo de la respuesta inflamatoria.

e Induccién de apoptosis en macréfagos.

3.4.1. Inhibicién de la fagocitosis.
A la inhibicion de este proceso contribuyen cuatro proteinas Yop: YopH, YopT, YopE y YopO.

YopH

YopH es una tirosin-fosfatasa que desfosforila p130cas, paxilina y la quinasa de adhesién focal (FAK o
“focal adhesion kinase”). Esto conduce a la rotura de la adhesién focal, lo que resulta en una inhibicion

de la fagocitosis (Figura 10).

La proteina Fyb, de unién a Fyn, y la proteina SKAP-HOM interaccionan entre si y resultan fosforiladas
en respuesta a la adhesién del macréfago, y su desfosforilacion por YopH le permite a Yersinia
interferir en la via de transduccion de sefiales regulada por adhesidon en macroéfagos (Fig. 10). Asi,
YopH también bloquea otras respuestas asociadas con la fagocitosis, como son la produccién de

radicales libres de oxigeno por macréfagos y neutréfilos.
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Figura 10. Proteinas Yop implicadas en la limitacion de la fagocitosis y otras funciones celulares del macrofago.
En la imagen se recoge la inhibicion que genera YopH sobre la sefializacion que ejerce la adhesion focal y a nivel
de reduccion en la produccion de ROS. También se indica la funcion de YopT como factor proteolitico que rompe
el anclaje prenilo de las Rho-GTPasas; YopE inactiva a Rho, Rac y Cdc42 porque funciona como GAP; o YopO que
es un secuestrador de tipo GDI. Imagen obtenida de Cornelis et al (2002).

Las otras tres Yops efectoras que inhiben fagocitosis (YopE, YopT y YopO) actuan sobre GTPasas de
la familia Rho. Estas GTPasas pertenecen a un numeroso grupo de GTPasas eucaridticas que actuan
como interruptores moleculares y controlan eventos clave en la célula a través de la oscilacidn entres
sus formas “on” y “off” de acuerdo con el nucledtido unido. El reemplazamiento del nucleétido es
catalizado por proteinas especializadas, entre las que se incluyen las proteinas activadoras de GTPasa
(GAPs) y el factor intercambiador de nucledtidos de guanina (GEFs). Las proteinas de la familia Rho
estan ancladas a la cara interna de la membrana plasmatica de la célula a través de un grupo prenilo
que esta unido covalentemente al extremo carboxilo-terminal de la proteina. Este anclaje es esencial
para su funcién. Los miembros de la familia Rho que estdn implicados en controlar la dindmica del

citoesqueleto de actina son Rho, Rac y Cdc42. (Ver Caja 1)
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CAJA 1. Funcionamiento de las Rho-GTPasas e importancia bioldgica.

“El ciclo de las GTPasas y la organizacion del citoesqueleto de actina.”

El estado de la actina fluctia entre actina monomeérica soluble (G-actina) y la actina polimerizada (F-
actina), especialmente durante la fagocitosis. Arp2/3 (Figura 11) es un complejo proteico que se une
al extremo de la F-actina y recluta complejos profilina-actina-ATP. La profilina es un factor de
intercambio que une actina-ADP y estimula el intercambio de nucleétido para generar G-actina-ATP.
Por otro lado, la cofilina estimula la hidrdlisis de actina-GTP a actina-GDP, favoreciendo la
despolimerizacién, y con ello el reciclado de los monémeros para que puedan ser empleados en

posteriores eventos de polimerizacion.
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Figura 11. Esquema general del ciclo dindmico de polimerizacion y despolimerizacion de actina. La G-Actina es la
unidad de construccion de los filamentos, que son objeto de fragmentacion por Cofilina, creacion de
ramificaciones por Arp2/3 o extension lineal mediante Forminas. Estas estructuras a su vez participan en la
definicion de morfologias celulares como los lamelipodios, filopodios y otras. Imagen obtenida de Buracco et al
(2019).

La nucleacion de actina y la formacidn de fibras de estrés, filopodios y lamelipodios son reguladas por
las Rho GTPasas Rho, Rac y Cdc42. Las Rho GTPasas actian como interruptores moleculares que
controlan vias de transduccion de sefiales a través de un ciclo en las formas inactiva (unida a GDP) y
la activa (unida a GTP). En su estado unido a GTP, éstas interaccionan con otras proteinas para inducir
una gran variedad de respuestas intracelulares (Fig. 12), la funcion mejor caracterizada es la regulacion

de la dindmica de actina.
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Figura 12. Esquema sobre como se produce la regulacion de las proteinas de tipo Rho-GTPasas, que
particularmente estdn implicadas en el control de la capacidad de fagocitosis de los macrofagos, y que mediante
las proteinas de Yersinia se consigue bloquear. Sistema de activacion dependiente de la union a GTP mediante la
actividad de GEF, e inactivacion por accion de GAP o secuestradores tipo GDI. Imagen obtenida Hodge et al
(2016).

Rho regula el ensamblaje de fibras de estrés contractiles de actina-miosina, mientras que Rac y Cdc42
regulan la polimerizacidon de actina para formar lamelipodios periféricos (Fig. 13), regulando las
rugosidades de membrana y la locomocidn celular, y Cdc42 regula los filopodios para definir la

polaridad del movimiento celular.
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La interaccion de las Rho GTPasas con la membrana plasmatica es mediada por modificaciones
postraduccionales con lipidos. En concreto, experimentan geranilgeranilacion, catalizada por la
geranilgeraniltransferasa tipo | (GGTasa-l), que afecta al residuo de cisteina situado en el motivo CAAX
del extremo C-terminal. Como consecuencia de esta prenilacion, los tres aminoacidos C-terminales

son retirados y la proteina queda anclada a la membrana por el residuo de cisteina.

El ciclo de las Rho GTPasas es regulado por tres grupos de proteinas. Las Rho-GTPasas inactivas son
secuestradas de forma soluble en el citoplasma con la formacién de un complejo con los inhibidores
de disociacion del nucledtido de guanina (GDIs, “Guanine nucleotide dissociation inhibitors”). Las
proteinas ERM estimulan la liberacién de GDI de las proteinas Rho, lo que desenmascara el grupo
lipofilico isoprenil, facilitando la transferencias de las Rho GTPasas a la membrana celular. Ademas, la
liberacion de GDI permite que las proteinas Rho se asocien con los GEFs (“guanine nucleotide
exchange factors”), que estimulan la conversidon de Rho-GDP a Rho-GTP. Ahora, las Rho-GTP unidas a
membrana interaccionan con las proteinas efectoras para estimular la reorganizaciéon del
citoesqueleto de actina. La inactivacién de las Rho-GTP a Rho-GDP es estimulada por proteinas GAPs
(“Rho specific GTPase-activating proteins”), que actian aumentando la actividad GTPasa intrinseca de
las Rho GTPasas. Finalmente, el ciclo se completa cuando las Rho-GDP son extraidas de la membrana

celular por las GDI.

YopE

YopE actia como una GAP, cambiando RhoA, Rac y Cdc42 a su forma “off” al acelerar la hidrdlisis de
GTP (Figuras 10 y 14). YopE se une a la GTPasa e introduce una secuencia que contiene arginina (“the
arginine finger”) en el sitio catalitico de la GTPasa. Este residuo de arginina (Arg-144) completa el sitio
activo y promueve una hidrdlisis eficiente de GTP. Este mecanismo de accidn de YopE esta conservado

con el de otras GAPs eucaridticas.

YopT

YopT tiene un fuerte efecto despolimerizador sobre la actina, al modificar a las proteinas de la familia-
Rho e inducir su liberacién de la membrana al citoplasma. YopT es una cistein-proteasa que rompe
RhoA, Rac y Cdc42 cerca del extremo carboxilo terminal (Fig. 10 y 14), liberandolas de su anclaje a
membrana a través del grupo prenilo. In vivo, YopT parece tener una actividad preferencial hacia RhoA

y menor para las otras dos GTPasas.
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Figura 14. Imagen en la que se
recogen, entre otras funciones, las
desarrolladas por YopH, YopY,
YopE y otras proteinas Yop que se
relacionan con mds vias alteradas
en macrofagos. Ysc e Ysa son
sistemas diferentes de secrecion
de Yersinia basados en sistemas
tipo 3. Imagen obtenida de
Matsumoto et al (2009).

La proteina efectora YopO tiene un dominio similar a la molécula GDI (“GDP-dissociation inhibitor”)
con el que interacciona con las RhoGTPasas (Figura 10). Se postula que podria interaccionar con la

proteina Racl anclada a la membrana, facilitando su liberacién y su desactivacion.

Mutantes de Yersinia carentes de cualquiera de estas cuatro Yops resultan mejor fagocitados por
PMN (células polimorfonucleares) y macréfagos de lo que lo son las Yersinias normales. Esto indica
gue cada una de las cuatro Yops contribuyen al efecto antifagocitico y que no hay redundancia entre

ellas, mas bien habria sinergismo.

Asi, la inhibicion de la fagocitosis permite a Yersinia proliferar en los “Peyer’s patches” (Fig. 15), y
otros tejidos mas profundos, como microcolonias extracelulares. En este punto, cabe destacar que
contrario a lo que ocurre en Shigella y Salmonella, las que usan el sistema de secrecién tipo Ill para
entrar en células no fagociticas, Yersinia utiliza el mismo tipo de sistema para evitar ser tomada por

células fagociticas.

r

Figura 15. Imagen de un corte transversal del tubo digestivo
a la altura del intestino. El numero 1 estaria indicando la
Placa de Peyer en la que Yersinia consigue proliferar una vez
ha evadido la respuesta fagocitica de los macréfagos.
Imagen obtenida de web hyefvc.wordpress.
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3.4.2. Bloqueo de la respuesta inflamatoria.

Dos efectores intracelulares (YopP y YopH) se han encontrado que son capaces de contrarrestar la

respuesta proinflamatoria de las células (Fig. 16).
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Figura 16. Accién antiinflamatoria de las Yops. Modificada a partir de Cornelis (2002).

(1) Tras la infeccion de macrdfagos por Y. enterocolitica, Bid (un miembro proapoptético de la familia de Bcl-2)
es proteolizado a su forma truncada llamada tBid mediante la caspasa-8 activada. La proteina tBid permite
entonces la salida del citocromo c de la mitocondria, la cual activa la proteina Apaf-1, que a su vez activa la
casapasa-9, y ésta activa finalmente a la caspasa-3 y a la caspasa-7, promoviéndose la apoptosis. Se piensa que
YopP activa la apoptosis mediante dos rutas; por un lado, previniendo la liberacion de factores anti-apoptoticos
mediante sus efectos antiinflamatorios, y por otro lado de una forma mds directa.

(2) YopP inhibe la migracion de NFkB al ntcleo ya que impide la fosforilacion de IkB (inhibidor de NFkB). Esta
inhibicion de la fosforilacion ocurre mediante la inhibicion de la kinasa de IkB, llamada IKKB. YopP también
interfiere con la via de las MAPK mediante la inhibicion de las MEKs. Como resultado de todas estas inhibiciones,
los activadores de la transcripcion como CREB, ATF-1y NFkB no pueden estimular la transcripcion d ellos genes
que estdn involucrados en la sintesis de citoquinas proinflamatorias y moléculas de adhesion. La relacion entre
el papel antiapoptdtico y el antiinflamatorio de YopP sigue siendo desconocido, al igual que el mecanismo exacto
de accionn. YopP parece ser una proteasa, probablemente de la familia de las SUMOladoras (SUMO: “small
ubiquitin related modifier”), pero no se conoce cémo la actividad proteasa conduce a la inhibicion de ambas
rutas, la de NFkB y la de las MAP-Kinasas.

(3) Por otro lado, la interaccion de algunos factores bacterianos no determinados con un RTK (receptor tirosin-
kiansa), induce que la proteina PI3K sea reclutada en la membrana. PI3K activada fosforila los lipidos
fosfoindsidos, lo que permite la aparicion en la membrana de fosfatidilinositol-3-fosfato. Estos ultimos reclutan
proteinas como la proteina kinasa PDK1, que es capaz de fosforilar y activar a Akt (también llamada protein-
kinasaB). Akt activada puede fosforilar diferentes tipos de proteinas, que termina entre otras cosas, en la sintesis
de MCP1.
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e Reduce la liberacidon de TNF (“tumour-necrosis factor”) (ver CAJA 2) por los macrofagos vy la

IL-8 por células epiteliales y endoteliales.

e Reduce la presentacion de moléculas de adhesion, tales como ICAM1 (“intercellular adhesion
molecule 1”) y E-selectina en la superficie de células endoteliales, y esto probablemente

reduce el reclutamiento de PMNs al sitio de infeccion.

Todos estos eventos son la consecuencia, en parte, de la inhibicién de la activacion de NF-xB (un
factor transcripcional que es central para desencadenar la inflamacidn). La inhibicién de la activacién
del NF-kB es provocada por YopP al inhibir a la NF-kB quinasa B (IKKB) —una quinasa que fosforila al
inhibidor de NF-xB (lxB) (Fig. 16). Dentro de la via NF-kB, IKKB es un activador y ejerce su efecto
fosforilando al inhibidor IxB, que como consecuencia sufre ubiquitinacion y degradacion. La
degradacion de IkB deja expuesta la sefial de localizacion nuclear de NF-kB y éste se transloca al
nucleo para activar la transcripcién. Al impedir la fosforilacidn de kB, YopP impide la degradacién de

IxBy, de esta forma, la traslocacion de NF-xB al nucleo (Fig. 16).

Ademas de actuar sobre la via NF-kB, YopP también inhibe vias de MAPK (“mitogen-activated protein
kinase”) mediante la inhibicién de MEKs (“MAPK kinases”) que se encuentran por encima en la via de
sefializacion (Fig. 16). Como resultado de estos efectos inhibitorios, activadores transcripcionales tales
como la proteina CREB (“cAMP-response-element-binding”) y el factor ATF-1 (“activating transcription
factor 1”), al igual que NF-kB, no pueden estimular la transcripcién de los genes implicados en la

sintesis de citoquinas pro-inflamatorias y de moléculas de adhesion.

YopH:

e Previene la sintesis de MCP1 por los macrofagos infectados (Figura 16). Esta inhibicion tiene
un papel crucial durante la infeccion al inhibir el reclutamiento de macréfagos a los nédulos

linfaticos.

CAJA 2

El TNF-a es una citoquina pro-inflamacién y desempeiia un papel central en el desarrollo de una
respuesta inmunitaria frente a la infeccidn. Secretado principalmente por los macréfagos, el TNF-a
actua sobre varios tipos de células implicadas en los mecanismos de defensa del hospedador. Estimula
la actividad microbicida de macréfagos y PMN y actla sobre las células NK junto con la IL-12 para

provocar la liberacion de IFN-g, que adicionalmente aumenta la actividad microbicida de los
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macréfagos. Ademads, el TNF-a induce la expresion de moléculas de adhesién sobre las células
endoteliales y es quimiotactico para monocitos, contribuyendo asi a la amplificacién de la actividad

microbicida de macréfagos.

3.4.3. Induccidn de apoptosis en macrofagos.

Estudios pioneros en 1986 pusieron de manifiesto que los macréfagos de ratén mueren tras 4-6 horas
tras la infeccion con Y. pestis o Y. pseudotuberculosis. Posteriormente se vio que una cepa de Y. pestis
carente del pldsmido pCD1 no fue capaz de matar a los macréfagos. En 1997, se describié que los

macréfagos infectados por Yersinia mueren de apoptosis.

En 2001, se detectd que en los macréfagos infectados por Yersinia se producia la rotura de la proteina
Bid (un miembro pro-apoptético de la familia Bcl-2), un sustrato especifico de la caspasa-8, lo que
sugirié que era la activacién de la caspasa 8 una de las etapas iniciales de la muerte inducida en
macrdéfagos infectados por Yersinia. tBid, el producto de degradacidn de Bid, induce la liberacién de
citocromo c¢ por la mitocondria. La liberacién del citocromo c promueve el ensamblaje del
“apoptosoma”, la rotura y activacion de la caspasa-9, y finalmente la activacidon de las caspasas

ejecutantes 3y 7 que producen la muerte celular (Fig. 16).

YopP (Yop) en Y. pestis) es requerida por las tres especies patogénicas de Yersinia para inducir

apoptosis en macréfagos. Sin embargo, esta proteina no induce apoptosis en otros tipos celulares.

Como se indicd arriba, YopP inhibe las vias de sefializacién que operan a través de las quinasas
activadas por mitégenos (MAPK, “mitogen-activated protein kinases”) y por el factor de transcripcién
NF-kB. Sobre esta base, se ha postulado que YopP induce apoptosis a través de bloquear las proteinas

antiapoptéticas que estan bajo el control de NF-xB (Fig. 17).

Teniendo en cuenta que YopP parece actuar bloqueando las proteinas antiapoptéticas inducidas por
la activacion del factor NF-kB, es necesario implicar la presencia de un factor apoptético asociado a
la infeccidn por Yersinia. Esta molécula podria ser LPS, un componente de la pared celular de todas las
bacterias Gramnegativas. Estudios preliminares han puesto de manifiesto que los macroéfagos
expuestos a LPS mueren de apoptosis si se bloquea la sintesis de proteinas. LPS estimula la muerte de
los macrofagos a través de su interaccion con TLR4; sin embargo, esta muerte puede ser inhibida a
través de la sintesis de factores antiapoptéticos que se encuentran bajo el control transcripcional de
NF-kB. Hay que tener en cuenta, que el LPS es un inductor de una respuesta proinflamatoria mediada
a través de sefializacion por el factor NF-kB. De hecho, los macréfagos deficientes en TLR4 son menos

sensibles a la apoptosis inducida por Yersinia. Entre los inhibidores de la apoptosis que son regulados
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por NF-kB estan: c-FLIP, que interfiere con la activacidn de la caspasa-8; miembros de la familia Bcl-2,

qgue inhiben la apoptosis al impedir la despolarizacién de mitocondria y la liberacion de citocromo c.

Adicionalmente, se ha demostrado en modelos murinos que existe una via extra por la que Y. pestis
puede impedir la apoptosis de los macréfagos en las fases tempranas de la infeccidn. En esta via
intervendria la proteina YopK, la cual se localiza en la membrana plasmatica de la bacteria donde,
ademas, de controlar la inyeccion del resto de proteinas Yop, desencadena la formacién del complejo
de muerte DISC, que estd compuesto por la procaspasa-8, la procaspasa-10, FADD y C-FLIP, y el cual

es necesario para activar la caspasa-8.

Asi, en conjunto, estas Yops estan dedicadas a frustrar al macréfago, por un lado bloquean su aparato

de fagocitosis y, por otro, lo inducen a suicidarse (Fig. 17).
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Figura 17. Modelo de las vias por las que Yersinia induce la apoptosis de los macréfagos. Se observa de forma
esquemdtica las posibles vias por las que YopP (Yop) en la Figura) y YopK inducen la muerte del macréfago
mediante el impedimento de las sefiales antiapoptdticas dependiente de las MAP-Kinasas y la estimulacion de
las sefiales proapoptdticas. Imagen de Peters et al (2013).
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3.5. La proteina YadA.

La proteina YadA es una proteina mayoritaria de la membrana externa que forma una matriz fibrilar
sobre la superficie de Y. enterocolitica y Y. pseudotuberculosis, cuando son cultivadas a 37°C. En
cuanto a su estructura, YadA es una proteina trimérica, quedando su extremo N-terminal en el exterior

de la bacteria.

A pesar de que YadA es un factor determinante para virulencia para Y.enterocolitica, no lo es para
otras especies como Y.pseudotuberculosis o Y.pestis. De hecho, en esta ultima la induccién de la

expresidn de esta proteina conlleva una reduccidn de su virulencia.

El nombre YadA fue dado por "Yersinia adhesin", dado que su presencia hace a la bacteria adherente
a las células epiteliales. YadA es también responsable de una marcada autoaglutinacién y por la unién
a las fibras de colageno y a la fibronectina. Sin embargo, aunque se conocen bien sus interacciones, el

papel real de YadA durante la infeccion sigue siendo bastante desconocido.

Aunque estas propiedades tienden a sugerir que YadA podria ser un factor de colonizacion, algunas
observaciones indican que, al menos en Y. enterocolitica, YadA desempeiia un papel mayoritario en la
defensa frente a la respuesta inmunitaria no especifica (Figura 18). De hecho, la presencia de YadA,
debido a su unidn al factor H, reduce la deposicién de C3b en la superficie de Y. enterocolitica. Esto
tiene dos consecuencias: (1) inhibe la formacién del complejo de ataque a la membrana del
complemento, lo que inhibe la muerte de la bacteria; (2) impide la opsonizacidn, lo que drasticamente

reduce la fagocitosis y muerte por leucocitos polimorfonucleares.

Ademads de esto, mas recientemente se ha descrito que YadA recluta a C4BP (Figura 19) en la superficie
bacteriana, el cual es un regulador negativo muy importante de la via de las lectinas y de la via clasica
del complemento. C4BP actua como cofactor del factor | (serin-proteasa), promoviendo la inactivacion
de C4b. De esta forma, se impide tanto la opsonizacion dependiente de C4b como el ensamblaje de la

convertasa de C3 de la via clasica.
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Figura 18. Efecto de la interaccion y reclutamiento de YadA de las proteinas inhibidoras del complemento C4BP
y factor H. Imagen modificada a partir de Sepulveda et al. (2018).
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Figura 19. Modelo esquemdtico de la union de C4BP a la superficie de Yersinia enterocolitica. Yersinia
enterocolitica expresa en su membrana las proteinas YadA y Ail, que son capaces de capturar C4BP. Imagen

obtenida de Kirjavainen et al., 2008.
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4. REGULACION DE LOS GENES DE VIRULENCIA.

En 1986 mediante estudios de mutagénesis con el transposdn Tn5 en Y. pestis identificaron el gen lcrF
como un locus responsable de la activacidn transcripcional de los genes yop. Posteriormente, se
descubrié el homdlogo en Y. enterocolitica que se denominé virF. El gen virF codifica un activador
transcripcional de 30-kDa que controla la expresion de los genes yop, de yadA y también del operén
virC (donde se encuentran los genes Ysc, que codifican para las proteinas que forman el inyectosoma),
ademas de su propia sintesis. La proteina VirF pertenece a la familia AraC de reguladores. Esta larga
familia incluye reguladores de las vias degradativas en E. coli al igual que reguladores implicados en el
control de virulencia de Shigella, Yersinia y Pseudomonas.

VirF actia como una proteina de unidn a DNA. Experimentos de “footprinting” con DNasal mostraron
que VirF se une en una region de los promotores de los genes yopE, yopH, virCy otros, unos 40-pb por
encima del sitio de unién de la RNA polimerasa. Estas regiones de unidn a VirF estan ubicadas en
regiones ricas en AT y aparecen aisladas o en repeticiones invertidas.

La transcripcién de los genes yop y vir, incluyendo virF, es fuertemente termodependiente. La
transcripcién del gen virF clonado en una cepa de Y. enterocolitica curada del plasmido pYV es
termodependiente, lo que indica que virF es en si termorregulado por un gen cromosomal. (Fig. 20)
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Figura 20. Representacion esquemdtica del circuito de regulacion de los genes de virulencia. Resalta la
importancia de la termorregulacion en la transcripcion de los genes de yop y vir en Yersinia. Imagen editada a
partir de Cornelis et al (1998).

Experimentos de mutaciones con transposones pusieron de manifiesto un gen modulador, situado en
el cromosoma, que se llamé ymoA (por "Yersinia modulator"). Este gen codifica una proteina de 8064
daltons extremadamente rica en residuos cargados positiva y negativamente.

El hecho de que virF esté termorregulado puede explicar por qué las Yops son sélo producidas a 37°C.
Sin embargo, parece ser que la temperatura desempefa un papel adicional en la regulacidn de estos
genes.

De hecho, cuando virF es transcrito a bajas temperaturas a partir de un promotor diferente al suyo,
los genes yop y yadA son transcritos pobremente y no se traducen las Yops. Esta transcripcion pobre
a 25°C del regulén yop en presencia de VirF puede ser debida a una conformacién inadecuada del
promotor. La hipdtesis mas probable es que la temperatura, de alguna forma, podria modificar la
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estructura de la cromatina, haciendo que los promotores sean mas accesibles a VirF. Datos
experimentales indican que la temperatura altera el superenrollamiento y la curvatura del DNA donde
interacciona VirF, quizas al retirar un represor, que podria ser YmoA, de las regiones promotoras de
los genes regulados por VirF.

5. ALTERACIONES PRODUCIDAS POR YERSINIA PESTIS EN SU VECTOR PARA FAVORECER LA
TRANSMISION.

A primera vista, se podria pensar que los insectos que transmiten patdgenos, como es el caso de Y.
pestis, actian de vehiculos o vectores de transmisidon mientras que el patégeno se deja llevar, en una
actitud pasiva. Pero cuando se profundiza en el estudio de la interaccidon que existe entre el patdégeno
y su vector, queda claro la existencia de una interaccién activa por parte de la bacteria y la relevancia
gue la interaccidn tiene para la transmision a los hospedadores mamiferos. Esto resulta evidente en
el caso de la infeccidén por Y. pestis, cuya infeccidn no es posible si la bacteria en cultivo es depositada
de forma intradermal en el hospedador.

La transmisién de Y. pestis a través de la pulga presenta dos mecanismos de actuacién. Existe una
transmision de fase temprana, caracterizada inicialmente en experimentos realizados entre 1904-
1907 por miembros de la Comision de Investigacion de Plagas de la India. En estos casos la infeccién
através de la pulga se produce tras la incorporacion del parasito en la ingesta de sangre, transmitiendo
la infeccion en la siguiente ronda de alimentacion. No se conoce muy bien el mecanismo por el que se
produce. El segundo mecanismo, y el mas conocido, es el que se produce por la formacién de una
biopelicula en el proventriculo, como se explicara a continuacion.

Y. pestis se mantiene siempre en el tubo digestivo de la pulga, desde donde serd transmitido. La pulga
hace ingestas pequenfas de sangre (entre 0,1y 0,4 u), pero con mucha frecuencia (Fig. 21).

Xenopsylla cheopis

Figura 21. El tracto digestivo de las pulgas es el hdbitat de Y.pestis. En la parte superior de la imagen se observa
a la pulga Xenopsylla cheopis no infectada por Y. pestis, asi como imdgenes del tracto digestivo de la pulga. En
la parte inferior de la imagen se observa una Oropsylla infectada con Y. pestis que expresa GFP. El proventriculo
de la pulga esté completamente bloqueado con una biopelicula que impide que la sangre fresca ingrese al
intestino medio (sefialado mediante una flecha). Imagen obtenida de Hinnebusch et al (2017).

Una vez realizada la ingestion, se produce la liberacién de tripsina y otras proteasas destinadas a
hidrolizar las proteinas de la sangre. La digestion se completa en unas 24 horas. Por otro lado, la pulga
cuenta con su propia flora intestinal (microbiota), donde son abundantes bacterias de los géneros
Rickettsia, Wolbachia y Bartonella.
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Asi, una vez que la Y. pestis accede al tubo digestivo del insecto como parte de la ingesta de sangre, la
bacteria debe evitar su destruccién y eliminacion por las heces al tiempo que genera las condiciones
que favorezcan su transmisién a un nuevo hospedador.

Poco después de la ingestidn de Y. pestis junto a la sangre, se observa la formacién de agregados de
bacterias situadas dentro de una matriz amorfa (Fig. 22).

Yersinia pestis hmsHFRS* Yersinia pestis hmsHFRS~
a DIC DIC + FITC b DIC DIC+FITC

-

25 ur_r:‘

Figura 22. £n la imagen se observa la formacion de agregados de Yersinia pestis tras la ingestion de sangre en la
pulga. Los agregados se localizan en el proventriculo tras un dia desde la infeccion. Imagen obtenida de
Hinnebusch et al (2017).

Estos agregados, con caracteristicas de biofilm, se localizan en la parte anterior del tubo digestivo (el
proventriculo), donde parecen adherirse. Segun va creciendo, este agregado va a impedir que la
valvula proventricular pueda cerrarse y termina ademas bloqueandola, lo que favorece la
regurgitacion de estos agregados en la dermis del mamifero cuando las pulgas intentan alimentarse
(Fig. 23).
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Figura 23. La imagen nos muestra los pasos seguidos en la formacion de la biopelicula. En la parte superior (A)
se observa la fase temprana de transmision. Se produce con la entrada de sangre y la acumulacion de bacterias
formando agregados en el proventriculo. En esta etapa se produce una transmision temprana durante un tiempo
limitado. En la parte intermedia e inferior (B, C) comienza la transmision dependiente de la biopelicula. La vdlvula
proventricular se vuelve incompetente a medida que la biopelicula se expande. Este proceso favorece la
regurgitacion del contenido intestinal que sale a través del eséfago al lugar de la picadura. Imagen obtenida de
Hinnebusch et al (2017).

Ademas, como el bloqueo impide alimentarse adecuadamente a la pulga, esta comienza a picar
frenéticamente en multiples sitios, lo que favorece la transmisién de la bacteria. (Fig.24)

Soft Partially soft Remaining Hard Extremely
mass mass mass mass hard mass

0 B B B B

Figura 24. Imagen resumen de los distintos procesos que ocurren tras la infeccion de Y.pestis. Se inicia con la
formacion de una masa proventricular bactericida blanda. Esta biopelicula se va consolidando hasta ser lo
suficientemente fuerte para resistir el flujo de sangre entrante. El bloqueo presentado en la parte derecha de la
imagen produce un aumento de la necesidad de alimentacion de la pulga, favoreciendo la transmision de
Yersinia. Imagen obtenida de Dewitte et al (2020).
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