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RESUMEN

La Wolbachia es una bacteria que infecta del 20-75% de los insectos del mundo produciendo
diferentes efectos en el proceso reproductivo de estos, entre los cuales podemos mencionar
la incompatibilidad citoplasmatica, partenogénesis, cambio de sexo y muerte de machos. En
este estudio el objetivo era detectar esta bacteria en diferentes 6rganos de triatominos de
campo y de colonia, que son vectores de la enfermedad de Chagas en Panama. La deteccion
de Wolbachia se hizo mediante la Reaccion en cadena de la Polimerasa, utilizando cebadores
especificos para 16S ADNr y para wsp, y se utilizo 28S ADNr para verificar la calidad del
tejido. Nos interesé también, detectar la infeccion simultinea de Wolbachia 'y Trypanosoma
cruzi y/o Trypanosmoma rangeli en los triatominos de campo. Este estudio se realiz6 con el
apoyo del Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud y el Centro de
Investigaciones Parasitarias de la Facultad de Medicina de la Universidad de Panam4, de
donde se obtuvieron los ejemplares de colonias; y con lo colaboracion del Instituto
Smithsonian de Investigaciones tropicales y el Instituto de Biotecnologia de la Universidad
de Granada en donde se realizd la investigacion. Del total de triatominos estudiados (n=73)
el 64,4% resultaron positivos por Wolbachia y se encontraron diferencias en la infeccién de
Wolbachia en triatominos de campo y los de colonia. En el caso de los triatominos de
campo se obtuvo el 100% positivos mientras que en los triatominos de colonia sélo el
45,8%. Se detecté Wolbachia en gonadas, glandulas salivares e intestinos de los triatominos
de campo y de colonia. Un 52% de los tritominos de campo, estaban infectados con T cruzi,
y un 24% con T rangel:.

SUMMARY
The Wolbachia is a bacterium that infects the 20-75% of the insects of the world producing
different effects in the reproductive process from these; we can mention the cytoplasmic
incompatibility, parthenogenesis, change of sex and death of males. In this study the
objective is to detect this bacterium in different organs of triatomines from field and colony,
that are vectors of the disease of Chagas in Panama. The detection of Wolbachia will be
done by the Polymerase Chain Reaction, using specific primers for 16S rDNA and wsp, the
primer 28S rDNA will be used to verify the quality of the tissues to be tested. We are also
interested to detect the simultaneous infection of Wolbachia with Trypanosoma cruzi and/or
Trypanosmoma rangeli in the triatomines of field. This study was made with the support of
the Gorgas Commemorative Institute of Studies of the Health and the Parasitic Research
center of the Faculty of Medicine of the University of Panama, from where the samples form
colonies were obtained; and with the collaboration of the Smithsonian Institute of tropical
research and the Institute of Biotechnology of the University of Granada in where the
investigation was made. From the total of triatomines studied (n=73) the 64,4% were
positive by Wolbachia and were differences in the infection of Wolbachia in triatomines of
field and those of colony. In the case of the triatomines of field 100% were positives whereas
in the triatomines of colony only the 45,8%. Wolbachia was detected in sexual tissue,
salivary glands and intestines of the triatomines of field and colony. A 52% of the tritomines
of field, were infected with 7. cruzii and a 24% with T rangeli.
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INTRODUCCION

Las asociaciones simbi6ticas han sido de gran interés entre los estudiosos de la biologia,
y esto se debe a que se han encontrado similitudes entre células procariotas y organelos
celulares como las mitocondrias y cloroplastos, en células eucariotas (Margulis 1992;
Hartman, H., and Fedorov, A., 2005). Con la aplicacion de la biologia molecular se han
podido observar diferentes simbiontes en organismos eucariotas estableciendo una
interrelacién mutualista o parasitaria con su huésped, que ha llevado a estudiosos de esta

rama a interesarse mas en conocer los sistemas simbionte-insecto (Werren 2003)

La Wolbachia es una bacteria intracelular obligatoria (Makepeace et al., 2006; Werren
2003) perteneciente al género Wolbachia, clase alfa-proteobacteria, del orden
Rickettsiales y dividida en 6 subgrupos taxonémicos de la A a la F (Baldo et al., 2005;
Stouhamer et al., 1999). Se ha identificado en un 20 a 75% de la poblacion de insectos
del mundo (Baldo et al., 2005; Stouhamer et al., 1999; Van Meer et al., 1999; Werren
1997; Zimmer 2001) elevando el interés en su estudio, por los efectos que produce en los
eventos reproductivos de los mismos (Wade 2001; Werren, J. and Jaenike, J., 1995) entre
los que podemos mencionar: partenogénesis, feminizaciéon, muerte de machos, e
incompatibilidad citoplasmatica (Stouhamer et al., 1999; Sun et al., 2003; Van Meer et

al., 1999; Zhou et al., 1998).
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Basandose en lo expuesto y en lo encontrado por investigadores alrededor del mundo, nos
interesa profundizar los estudios en esta bacteria pero aplicando esos conocimientos a una
enfermedad que afecta a nuestro pais como la Enfermedad de Chagas. Esta enfermedad
no tiene cura y es transmitida por la picada de un triatomino hemat6fago de transmisién
ciclopropagativa. Iniciamos la investigacion detectando en los triatominos vectores de la
enfermedad de Chagas un reconocimiento que se basa en la deteccion de Wolbachia en
sus diferentes o6rganos. Para esta identificacion utilizamos la técnica de Reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) y diferentes cebadores que nos ayudaron a confirmar su

presencia o ausencia.

Este trabajo se estructura en cuatro capitulos, el primero plantea las generalidades de la
investigacién, cuyos objetivos estan dirigidos a detectar la Wolbachia por un método
molecular en diferentes 6rganos de los triatominos, obtenidos del campo y de colonias de

laboratorio.

El capitulo segundo hace una revisidn actualizada del marco tedrico que sirve de
fundamento conceptual a la investigacién, con detalles relacionados con los antecedentes
histéricos, morfologia y composicién, manifestaciones en los diferentes huéspedes,
fenémenos reproductivos que afecta, una revision general de los usos que se le estin
dando a los endosimbiontes como control de vectores, métodos de diagndstico de la

bacteria y otros endosimbiontes de triatominos.
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Por su parte en el capitulo tercero, se aborda el marco metodolégico de la investigacion,
se detalla la poblacion en estudio, las muestras utilizadas, los métodos que se emplearon
para detectar Wolbachia y como se realizaron cada una de las técnicas.

El capitulo cuarto presenta los resultados, los cuales se presentan por cada grupo
estudiado por separado y luego se relacionan los grupos entre si para efectos de
comparacion de resultados entre las dos poblaciones estudiadas. Estos resultados revelan
datos interesantes, como por ejemplo la presencia de Wolbachia en varios 6rganos del
triatomino y no sélo en las gonadas como se tenfa documentado. La diferencia en la
infeccién de los triatominos de colonia con respecto a los triatominos de campo que
resultaron con 100% de positividad para Wolbachia Tales resultados se presentan

mediante tablas y gréficas, que permiten visualizar los resultados con mayor claridad.

Finalmente se plantean las conclusiones y recomendaciones, las primeras orientadas a
destacar la presencia de la bacteria Wolbachia en varios 6rganos del triatomino,

principalmente en aquellos provenientes del campo.

La informacidon obtenida en este estudio permitird profundizar en el tema para lograr
cambios importantes en alguna etapa de la enfermedad, a nivel de transmision o en el
tratamiento y en motivacién para otras investigaciones que abarquen diferentes especies

de insectos, vectores de otras enfermedades que aquejan nuestro pais.




CAPITULO I: GENERALIDADES DE LA INVESTIGACION



Planteamiento y estado actual del problema

Actualmente existen enfermedades que nos afectan, que son de dificil control y no
cuentan con un tratamiento efectivo pese a los adelantos tecnolégicos y a los hallazgos a
nivel molecular de la célula biologica. Entre éstas podemos mencionar a las parasitosis
como la enfermedad de Chagas y la filariasis.

La tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas afecta entre 16 a 18 millones de
personas en Centro y Sur América y cerca de 100 millones estan en riesgo de contraerla;
la misma es transmitida por la picada de un triatomino, de transmisién ciclopropagativa,
en quienes los cambios y la metaciclogénesis del pardsito podrian estar mediados por
bacterias endosimbiontes.

Producto de estudios recientes ha tomado importancia el papel que juegan los
endosimbiontes bacterianos que habitan en los parasitos causantes de enfermedades y/o
vectores de esos mismos parasitos. Existe la evidencia comprobada por lo menos en la
filariasis causada por Onchocerca volvulus, que tratindola con antibioticos adecuados, la
bacteria endosimbionte (Wolbachia) detiene su desarrollo y se disminuyen los estragos de
la ceguera y mds importante aun es que se detiene el desarrollo y la reproduccién del
mismo parasito (Punkosdy et al., 2003).

Los nuevos tratamientos para la filariasis linfitica, comprueban que la reaccién
inflamatoria que se produce en esta enfermedad, la causa un lipopolisacdrido que es la
endotoxina de Wolbachia, y no el parasito. Estos avances en la investigacién harn

mejorado el prondstico de estas enfermedades.



La relaciéon que existe entre los artropodos y algunos de sus simbiontes puede ser
mutualista o parasitica. En el caso de la bacteria Wolbachia se ha visto que puede
producir fenémenos sorprendentes en sus huéspedes. Es por esto, que nace el interés de
profundizar en este campo ya que el control biolégico de vectores se perfila como una de
las mejores alternativas para controlar vectores que transmiten enfermedades a los
humanos; existe ademds la posibilidad de usar estos microorganismos como vehiculo de
genes de interés para diferentes poblaciones de insectos. Con la presencia de los
endosimbiontes en los insectos transmisores de enfermedades se podria llegar a modificar
los esquemas de tratamiento de algunas enfermedades o modificar comportamientos
dentro de estas poblaciones, disminuyendo asi su eficacia como transmisores de
patogenos.

Nuestro interés en este estudio es demostrar la presencia o ausencia de Wolbachia en los
triatominos que transmiten la Enfermedad de Chagas procedentes de 4reas endémicas de
la enfermedad en la Repiblica de Panama y de triatominos procedentes de colonias de
laboratorio. Esta deteccion se realiz6 mediante técnicas de diseccién de diferentes
érganos de los triatominos y aplicando la Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Para esto se utilizaron diferentes cebadores que incluyen: dos pares para diferentes genes
de Wolbachia y un par para células eucariotas controlando asi la calidad del tejido.
Ademas, en los triatominos de campo se realizo la bisqueda de T cruzi por pruebas

moleculares y microscdpicas directas, y de T’ rangeli mediante PCR.



Objetivos

Objetivo general
Detectar la bacteria Wolbachia en diferentes 6rganos de triatominos de campo y colonias,
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando dos pares de cebadores

especificos.

Objetivos especificos
1. Comprobar mediante PCR la presencia de Wolbachia en triatominos de campo y
de colonias de laboratorio.
2. Verificar la presencia de Wolbachia en diferentes 6rganos de los triatominos.
3. Determinar si existe diferencia respecto a la infeccion por Wolbachia entre los
triatominos de campo y los de colonia.
4. Detectar la infeccién simultanea de Wolbachia y T cruzi y/o T rangel: en los

triatominos de campo.



Justificacién

La Wolbachia es una bacteria endosimbionte que infecta del 20-75% de los insectos del
mundo produciéndole diferentes efectos en su proceso reproductivo, entre los cuales
podemos mencionar la incompatibilidad citoplasmatica, partenogénesis, cambio de sexo y
muerte de los machos (Baldo et al., 2005; Stouhamer et al., 1999; Van Meer et al., 1999;
Werren 2003; Zimmer 2001). Esta bacteria puede ser usada para transportar genotipos
deseables en insectos que funcionan como vectores de patégenos humanos y modificar

asi sus habilidades para transmitirlo.

La Wolbachia también puede ser utilizada como una herramienta poderosa para el control
de plagas bajo diferentes modalidades, como sistema de transformacion, expresando
genes para especies de artropodos y nematodos; provocando incompatibilidad
citoplasmatica para dirigirla a poblaciones naturales (Xi and Dobson, 2005) e induciendo
esterilidad mediante incompatibilidad citoplasmatica en poblaciones especificas de

insectos.

En consideracion a estos usos, este estudio investigo si los triatominos involucrados en la
transmision de la Enfermedad de Chagas, se ven afectados por la Wolbachia, abriendo un
camino innovador en la busqueda de técnicas para el control seguro de vectores o incluso
nuevas estrategias de tratamiento para la Tripanosomiasis americana o la Enfermedad de
Chagas, que es un problema de salud que afecta de 16 a 18 millones de personas en

Centro y Sur América y que cercade 100 millones estan en riesgo de contraerla.



Nos interesd conocer los 6rganos de los triatominos infectados con Wolbachia, y su

presencia en los triatominos infectados simultaneamente con T cruzi y/o T. rangeli

Para investigaciones futuras sera interesante conocer si la Wolbachia interfiere en el ciclo
de vida del parasito dentro del vector o si interfiere en la transmision del mismo al

humano.



CAPITULO II: FUNDAMENTACION TEORICA



1. Generalidades de endosimbiontes

El término simbiosis fue usado por primera vez en 1879 por Antén de Bary, para referirse
a dos 0 mas especies que viven permanentemente en estrecha asociacion, durante al
menos una parte de su ciclo de vida, ya sea con la coexistencia de un individuo sobre el
otro o uno dentro del otro (Gil et al., 2004)

Los simbiontes pueden pasar de una generacion a otra mediante dos estrategias generales:
la transmision horizontal (cuando se adquiere del ambiente externo) y la transmision
vertical, mediada por la herencia, casi siempre via materna, a través del citoplasma de los
huevos (Grijalva y Giraldo 2006) Existen dos tipos de simbiontes, los primarios u
obligados y los secundarios o facultativos. En el grupo de los primarios entran aquellos
que mantienen evidencia de una asociacion antigua y especializada, con claras
congruencias con el de su hospedero durante largos periodos de tiempo evolutivo (Thao
and Baumann 2004; Moran et al., 2005; Baumann 2005; Lo et al., 2003; Moran et al.,
2003; Wu et al., 2006). En el grupo de los simbiontes secundarios o facultativos se
encuentran aquellos que no estan regidos a 6rganos especificos y no son indispensables
para la supervivencia de su hospedero. En esta categoria hay un grupo que se les
considera patégenos, porque poseen su propia maquinaria bioldgica para invadir células
hospederas y tejidos (Dale and Moran 2006). En el siguiente cuadro se muestran
ejemplos de los simbiontes mas estudiados y que se consideran importantes para sus

hospederos. (Cuadro No. 1)



Cuadro No. 1: Simbiontes en insectos

HOSPEDERO | SIMBIONTE EFECTO
AFIDO Buchnera aphidicola Confinado a células especializadas, aporta
nutrientes al hospedero. Posee genoma
reducido.
Hamiltonella defensa Es facultativo. Presente en muchos tejidos.
Transmision horizontal y vertical. Defiende
al hospedero contra parasitoides.
Tsetse Wigglesworthia Es obligado. Confinado en células
glossimidia especializadas. Aporta nutrientes y
cofactores al hospedero. Posee genoma
reducido.
Sodalis glossinidius Es facultativo. Presente en muchos tejidos.

Transmision vertical y horizontal Defiende

al hospedero contra parasitoides.

Las asociaciones entre seres vivos tienen antecedentes muy antiguos y en estudios

realizados a lo largo de los siglos se le encuentra estrecha relacion con el origen de las

células eucariotas. Algunas evidencias de la relacion célula procariota-célula eucariota

las presenta Lynn Margullis con la primera “Teoria endosimbidtica de la célula

eucarionte”. Esta teoria describe la interaccion de una célula huésped procariota original
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que entra en contacto estrecho con una bacteria aerdbica y esta fusion da como resultado
invaginaciones de la membrana celular, lo que da origen a un organismo compuesto
proeucariotico. Las bacterias evolucionan en mitocondrias y el reticulo endoplasmico y la
membrana nuclear se forman de las invaginaciones de la membrana, dando lugar a la
célula eucariota de animales, hongos y algunos protistas (Margulis, 1993). Las
mitocondrias poseen caracteristicas que evidencian su origen ancestral entre las que
podemos mencionar: su tamafio, las dos membranas que la rodean, el contenido de
lipidos que sélo se encuentran en bacterias, se dividen por fisién binaria y poseen
maquinaria genética parecida a la de las bacterias; con estas afirmaciones no hay dudas
sobre el origen de las mitocondrias (Fig. No. 2) (Margulis et al., 2000; Margulis, 1992).

Los eucariontes tienen ribosomas de 80S con una subunidad de 40S y otra de 60S. La
subunidad de 40S esta formada por 33 proteinas y un ARN ribosomico de 18S (18S
ARNr). La subunidad de 60S consiste de 49 proteinas y 3 tipos de moléculas de ARNr:

5S, 5.8S y 28S (Holley) (Fig. No. 1).
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Figura No. 1: Estructura de los ribosomas de la célula eucariota.
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Con la aplicacion de la biologia molecular se han podido observar diferentes simbiontes
en organismos eucariotas ya sea estableciendo una interrelacion mutualista o parasitaria
con su huésped, lo cual ha llevado a estudiosos de esta rama a interesarse mas en conocer
los sistemas simbionte-insecto (Werren, 2003)

Se han identificado diversos tipos de bacterias dentro de diferentes insectos y
produciendo efectos distintos en cada uno de ellos: pueden alterar su desarrollo (Braendle
et al., 2003); pueden intervenir en mecanismos nutricionales que posibilitan suplementar
una dieta pobre con algin componente o la digestion de recursos alimenticios como la
celulosa (Baumann 2005); alteraciones en la reproduccion que pueden traducirse en
eventos de especiacion (Hurst and Werren 2001; Stouhamer et al., 1999); defensa contra
el ataque de enemigos naturales (Scarborough et al., 2005); inmunidad (Macdonald and

Monteleone 2005) y compensacion por la pérdida del simbionte primario (Koga et al.,

2003).
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Figura No. 2: Origen de la célula eucariota.
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2. Antecedentes histéricos y clasificacion de Wolbachia

La Wolbachia fue reportada por primera vez en 1924 por Herting y Wolbach y la
nombraron Rickettsia sin nombre (Fenollar et al., 2003; Stouhamer et al., 1999; Zimmer
2001), por su parecido a los miembros del grupo de las Rickettsias y fue encontrada en
ovarios del mosquito Culex pipiens; en 1936 fue formalmente llamada por Herting,
Wolbachia pipientis en honor a su colega Wolbach (Punkosdy et al., 2003). Cuando se
encontré por primera vez en C pipiens no se reportaron sintomas patologicos obvios
(Hertig and Wolbach, 1924; Herting, 1936) En 1971 Yen y Barr comienzan a observar
incompatibilidad citoplasmatica en mosquitos y descubrieron que lo causaba W pipientis,
y el interés aumentd luego que se observara este fendmeno en otros insectos (Fenollar et
al., 2003; Stouhamer et al., 1999; Sylvain et al., 2001). Para 1980 Werren describia la
Wolbachia como un montén de bacterias que viven s6lo en un grupo de insectos (Werren
1995)

En los setentas, se identificaron estructuras parecidas a bacterias dentro de nematodos
filariales mediante microscopia electrénica (McLaren et al., 1975; Kozek, 1977; Kozek
and Marroquin, 1977) Después, estas estructuras bacterianas fueron identificadas y
clasificadas dentro del género Wolbachia, el cual habia sido identificado con anterioridad
en artropodos. La Wolbachia encontrada en artropodos y en las filarias, presenta
variaciones considerables (Taylor et al., 2005)

Por sus caracteristicas similares a la de las riquetsias se clasificé en la familia de las

Rickettsias, tribu Wolbachieae y luego con la secuenciacién del gen 16S ADNr se
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modificé su clasificaciéon (Fenollar et al., 2003; Stouhamer et al., 1999) Actualmente
pertenece al género Wolbachia, clase alfa-proteobacteria, del orden Rickettsiales y
dividida en 6 subgrupos taxonémicos de la A a la F, basados principalmente en los genes
16S ADNr vy el fisZ; encontrandose los subgrupos A y B principalmente en artrépodos, el
C, y D en nemétodos filariales (Baldo et al., 2005; Stouhamer et al., 1999) el E
recientemente encontrado en Collembola, que es un grupo de insectos primitivos y el F en

termitas y Mansonella (Baldo et al., 2005)

3. Caracteristicas relevantes.
a. Morfologia
Herting ha descrito la Wolbachia como una bacteria con caracteristicas generales
similares a las Rickettsias (Stouhamer et al., 1999; Xi and Dobson 2005) Es una bacteria
dimorfica, pequefia, en forma de bacilo irregular de mas o menos 0.3 a 1.3um de largo y
formas cocoides de 0.25 a 0.5 um de diametro. Pueden existir también en formas mas
grandes de hasta 1 a 1.8 um de diametro y conteniendo muchas de las formas mas
pequefias. La W pipientis al entrar en la célula huésped queda envuelta en una vacuola,

y dicho mecanismo esta descrito en otras bacterias intracelulares (Stouhamer et al., 1999)

b. Eventos reproductivos
Wolbachia tiene tropismo por el tejido reproductivo de los insectos, pero algunos afirman
que la infeccion puede encontrarse en otros organos (Stouhamer et al., 1999), ésta se
transmite verticalmente (Ahrens and Shoemaker 2005; Baldo et al., 2005; Fenollar et al.,

2003; Frank 1997; Jeyaprakash and Hoy 2000; Kondo et al., 2002; Miller and Riegler
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2006; Stouhamer et al., 1999; Sun et al., 2003; Sylvain et al., 2001; X1 and Dobson 2005;
Zhou et al., 1998) Algunos investigadores han descrito la forma de transmisién horizontal
ya que se ha detectado una misma cepa de la bacteria en artropodos de distintas especies
(Miller and Riegler, 2006; Stouthamer et al., 1999; Van Meer et al., 1999) y esto lo hace
para explorar nuevos ambientes celulares por mecanismos que ain no estin claros
(Ahrens and Shoemaker, 2005; Baldo et al., 2005) La transmision horizontal de genes
entre cepas de Wolbachia altamente divergentes puede estar dada por un fago llamado

fago WO aislado de la cepa wKue (Masui et al., 2001)

El hecho de que se herede maternalmente por infeccion de los oocistos mantiene una alta
incidencia de la infeccion en los artrépodos. También es cierto que hay algunos factores
que impiden la dispersién de esta bacteria sin necesidad de manipular el ciclo
reproductivo del huésped, entre los cuales podemos mencionar: la imperfeccion de la
herencia materna debido a exposiciones altas de temperatura o a antibidticos de
ocurrencia natural o a factores genéticos del huésped que puedan interferir en el
desarrollo de la infeccién, disminuciéon de la capacidad de fertilizacién de las hembras
infectadas y de este modo podria disminuir o perderse la poblacion actual de la bacteria
(Stouhamer et al., 1999)
La Wolbachia es capaz de provocar diversos fenémenos reproductivos en el huésped.
Entre los fenémenos que produce, podemos mencionar:
- Partenogénesis, es donde hembras virgenes infectadas pueden reproducirse sin ser
fertilizadas por un macho (Stouhamer et al., 1999; Sun et al., 2003; Van Meer et

al., 1999; Zhou et al., 1998)
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- Feminizacion, es donde los machos infectados pueden reproducirse comc
hembras (Stouhamer et al., 1999; Sun et al., 2003; Van Meer et al., 1999; Zhou et
al., 1998)

- Muerte de machos, ocurre cuando todos los embriones machos que vienen
infectados mueren y sobreviven los embriones hembras. (Stouhamer et al., 1999;
Sun et al., 2003; Van Meer et al., 1999; Zhou et al., 1998; Zimmer, 2001)

- Incompatibilidad citoplasmatica unidireccional, en donde un macho infectado se
aparea con una hembra no infectada y la progenie muere (Fig. No. 2);
bidireccional es el caso en el que ambos estan infectados pero con cepas
diferentes (Ahrens and Shoemaker, 2005; Bourtzis et al., 1998; Dobson et al.,
2002; Miller and Riegler, 2006; Stouhamer et al., 1999; Sylvain et al., 2001; Van
Meer et al., 1999; Zhou et al., 1998)

En el caso de incompatibilidad citoplasmética hay algunos factores que influyen en la
transmision de la Wolbachia como la temperatura, la exposicion a antibiticos naturales,
la calidad de la alimentacién, y la densidad larval (Werren 1997)

Los fenémenos reproductivos en los que interviene la Wolbachia no han sido resueltos a
nivel molecular. Numerosos estudios genéticos, citogenéticos y celulares indican que
Wolbacha de alguna forma modifica los cromosomas paternos durante la
espermatogénesis (espermas maduros no contienen la bacteria), de esta manera
influencian su comportamiento durante la primera division mitética resultando en la
pérdida de la sincronizaciéon mitdtica (Breeuwer and Werren, 1990; O'Neill and Karr,

1990; Reed and Werren, 1995; Callaini et al., 1997, Tram and Sullivan, 2002) Varios



estudios moleculares estan en progreso para identificar las proteinas de la bacteria y/o
proteinas originarias del huésped que estan involucradas en la IC (Sasaki et al., 1998;
Harris and Varig, 2001; Tram and Sullivan, 2002; Tram et al., 2003; Iturbe-Ormaetxe et

al., 2005; Sinkins et al., 2005)

RN
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Figura No. 3: Incompatibilidad Citoplasmatica unidireccional (Wade 2001).

Cuadro No. 2: Incompatibilidad citoplasmatica bidireccional (Wade 2001).

Macho Hembra Fertilizacion

Infectado con Wolbachia cepa A Infectado con Wolbachia Cepa A | Si

Infectado con Wolbachia Cepa A Infectado con Wolbachia cepa B No
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¢. Wolbachiay la relacion con el huésped
Se pensé que Wolbachia asi como otros endosimbiontes obligados estuviera alli para
proveer a los huéspedes de amino acidos que éste no pudiese sintetizar. Pero al
secuenciar el genoma de ambas Wolbachia 1a mutualista wBm (aislada de Brugia malayi)
y la parasitaria wMel (aislada de Drosophila melanogaster), se observé que son incapaces
de sintetizar amino 4cidos y los obtienen de sus huéspedes para suplir sus propios

requerimientos metabolicos (Zientz et al., 2004)

Wolbachia adquiere amino 4cidos, carbohidratos, y lipidos de su huésped. Los amino
acidos juegan un papel importante en el metabolismo de Wolbachia, ya que muchos de
sus requerimientos metabolicos son tomados del catabolismo de proteinas del huésped y
de amino 4cidos liberados, y esto se evidencia por la gran cantidad de proteasas,
peptidasas y de transportadores de amino acidos codificados por el genoma del wMel
(Wu et al., 2004; Foster et al., 2005) una vez que estén importados, los aminoacidos
pueden ser catabolizados para los requerimientos energéticos (sintesis de ATP) o

biosintesis de otros amino acidos, asi como sintesis de proteinas.

A pesar de que Wolbachia requiere una serie de pasos para sintetizar lipidos y conformar
su pared celular, el principal componente lipidico encontrado en las proteobacterias es el

lipido A, que no puede ser sintetizado (Wu et al., 2004)

wMel codifica una lipasa GDSL (GDSL-like lipase) que parece ser secretada y que

permite a la Wolbachia adquirir colesterol de su huésped catabolizando moléculas
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lipidicas de éste (Wu et al., 2004; Foster et al., 2005) Lipasas similares son codificadas
por otras bacterias intracelulares y son usadas para desintoxicar compuestos citotoxicos
derivados del huésped (Flieger et al., 2002) De esta manera el GDSL like lipase puede
jugar un papel similar en el mantenimiento de la infeccion con wMel por la

desintoxicacion de compuestos citotdxicos derivados del huésped.

wMel no es capaz de sintetizar o metabolizar una gama de amino 4cidos esenciales,
carbohidratos, o lipidos. En cambio, a través de la secrecion de enzimas catabdlicas y
numerosos transportadores, estos metabolitos esenciales son adquiridos activamente del

huésped (Bourtzis and Miller, 2003)

4. Caracteristicas moleculares

Para conocer mds acerca de la filogenia, se han realizado diversos estudios utilizando el
wsp que codifica para la proteina WSP (Wolbachia Surface Protein) y con el cual se han
hecho las subdivisiones microtaxonémicas de los principales grupos A y B para los
artropodos. En base a estos estudios se sabe que la Wolbachia es una bacteria muy
antigua y numerosas mutaciones del mtADN se han acumulado desde la mas reciente
invasion de Wolbachia (Ahrens and Shoemaker, 2005) Wolbachia tiene la capacidad de
arrastrar su genoma o adquirir DNA foréaneos y generar variaciones genéticas para actuar

sobre la seleccion natural (Tamas et al., 2002)

Antes de la secuenciacion del genoma wMel, se usaban diferentes marcadores genéticos
como el 16S ADNLT, fisZ, dnaA, y el gene wsp que se usaban para distinguir entre varias

cepas de Wolbachia (Holden et al., 1993; Bourtzis et al., 1994; Braig et al., 1998; Zhou et
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al., 1998; Jeyaprakash y Hoy, 2000) La wMel tiene alto contenido de bases A+T, no tiene
plasmido extracromosdémico y tiene un tamafio de 1.26 Mb y es bastante pequeifia si se
compara con bacterias de vida libre (Wernegreen, 2002; Dufresne et al., 2005) wMel
contiene su propia maquinaria reparadora de ADN y gran cantidad de ADN repetitivo.
(Wu et al., 2004) La secuenciacion del genoma de wMel revelé que mas del 14% de los
cromosomas estan hechos por simples ADN repetitivos, elementos transposables, que no
son mas que elementos genéticos movibles capaces de replicarse dentro del genoma del

huésped y secuencias de profagos (Wu et al., 2004)

5. Otros endosimbiontes
Se ha estimado que el 10% de los insectos contienen microorganismos intracelulares
simbidticos, pero hasta el momento sélo cinco se han podido aislar en cultivos in vitro,
entre estos tenemos a: Sodalis glossimdius (Welburn et al., 1987); Wolbachia pipientis
(O'Neill et al., 1997); Candidatus Arsenophonus triatommarum (Hypsa and Dale, 1997),

Candidatus Consessoris aphidicola y Candidatus Adiaceo (Darby et al., 2005)

a. Endosimbiontes en Triatominos

a.1 Rhodococcus rhodnii
Es el simbionte de triatominos mas estudiado. R. rhodnii es una bacteria del tipo
actinomicete nocardioforme que segln la tincion de Gram es clasificada como un
cocobacilo pleomoérfico Gram positivo. Esta bacteria ha sido muy estudiada como
simbionte de triatominos. Ademds del R rhodnu, se han encontrado otros actinomicetes

como simbiontes de triatominos, entre los que podemos mencionar a R fiatomae, que se
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puede encontrar junto con R rhodhnii en el intestino de Rhodnius prolixus y Triatoma sp.
También se han encontrado bacterias del tipo actinomicetes en Triatoma infestans, T.
sordida y Panstrongylus megistus, todas estas bacterias que se encuentran como
simbiontes en este grupo de insectos artropodos, le suplen nutrientes, amino acidos,
vitaminas y acidos nucleicos que éstos no pueden adquirir de su dieta (Baines, 1956)
Rhodococcus no se transmite genéticamente a su progenie sino por coprofagia (Baines,
1956) y la funcién de la bacteria, especificamente el R rhodnii, es suplir al triatomino las
vitaminas que éste no puede tomar de la sangre del mamifero al que pica, y hasta ahora
las que se han identificado por diversos ensayos de laboratorio estin la tiamina,
piridoxina, pantoteneto de calcio y nicotidamina (Baines, 1956; Beard et al., 1998).

R rhodnii reside extracelularmente en el intestino del Rhodnius en cercana proximidad al
T cruzi, (Durvasula et al., 1997) es por esto que los estudios realizados con este
simbionte se fundamentan en tratar de llevar algunos genes de interés para que afecte al

Trypanosoma.

a.2 Baterias corineriformes
En Triatoma dimidiata se han encontrado otros simbiontes que han sido menos
estudiados, pero que son otro tipo de bacterias corineriformes entre las cuales se
menciona a Gordonia rubropertinctus y a Gordona terrae (Beard et al., 2002)
Con la mosca Tse Tse transmisor de la tripanosomiasis africana, también se han realizado
estos estudios pero la flora normal microbiana de ésta difiere de la de los insectos
transmisores de la Tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas. En la mosca Tse

Tse se han encontrado dos microorganismos muy relacionados a Escherichia coli en el
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intestino de la mosca; y se transmiten via materna a la progenie (Aksoy et al., 2001)
Entre estas tenemos a Wigglesworthia, que se encuentra en células epiteliales
especializadas llamadas bacteriocitos, y Sodalis que vive intra y extracelular y se
encuentra en el intestino medio, musculo, grasa, hemolinfa, glandulas salivares, y otras

glandulas (Aksoy, 1995; Grijalva y Giraldo, 2006)

6. Diagnéstico de Wolbachia.

La Wolbachia puede ser diagnosticada recurriendo a diferentes metodologias como, por
ejemplo, cultivo de células en linea celular de Aedes albopictus, usando pruebas
moleculares dirigidas a identificar diferentes genes como el wsp, 16S ADNr, fiz,
mediante la técnica de PCR. La microscopia electronica con marcadores fluorescentes
también puede ser utilizada, y algunas pruebas de deteccion de anticuerpos anti IgG de
Wolbachia que han sido utilizados para verificar si existen anticuerpos en las personas
con filariasis. La Wolbachia es una bacteria intracelular obligatoria y esto la convierte en
un microorganismo dificil de cultivar en medios con bajos requerimientos nutricionales.
El cultivo en medios celulares es lo que se recomienda, y para su deteccion se pueden
utilizar diferentes técnicas tales como: diagndstico molecular, observacion microscopica

y diagndstico microscopico.

Otras técnicas usadas en la bisqueda e identificacion de estos endosimbiontes son los

isotopos, metagenomica, fingerprinting, que ofrecen la oportunidad de estudiar la
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filogenética y la diversidad funcional de la comunidad de microorganismos que son

complejos y dificiles de cultivar (Tyson et al., 2004; Dumont and Murrell, 2005)

a. Diagnéstico molecular.
Afortunadamente existen numerosas técnicas diagnosticas publicadas que son muy ttiles
para la deteccion de bacterias cultivadas en lineas celulares. Si no se tiene idea de cual es
la bacteria se pueden utilizar cebadores universales para el grupo de eubacterias (Chen et
al., 1996) o si se conoce la bacteria o se tiene sospecha de su presencia entonces recurrir a
cebadores especificos. La técnica de PCR es muy efectiva para la deteccion temprana del
microorganismo en el cultivo cuando el numero de estos es bajo y son dificiles de
detectar en el cultivo por otros métodos. El PCR también tiene una desventaja al
utilizarlo para detectar simbiontes en cultivos celulares, porque no se puede distinguir si
el ADN detectado es del simbionte vivo (que haya crecido en el cultivo) o si pertenece al

indculo inicial de simbiontes.

b. Detecciéon microscopica no especifica
La microscopia es util cuando el simbionte produce efecto citopatico visible, y se puede
detectar y caracterizar la morfologia de los microorganismos en asociacién con la linea
celular, pero no se puede usar para detectar viabilidad del microorganismo. Para
visualizar los efectos se utilizan técnicas de tincion como la de Jiménez, tinciones

fluorescentes especificas para acidos nucleicos (gj. propidium de yodo, 4°6°-diamidino-



23

2-fenilindol- DAPI), microscopia electronica de transmision, y microscopia electronica

de barrido.

¢. Deteccion microscépica especifica.

Anticuerpos monoclonales especificos para la proteina WSP, producidos en E. coli, ha
sido exitoso para la deteccion e identificacion de Wolbachia (Zabalou et al., 2004), pero
esta metodologia no ha sido aplicada a otros simbiontes.

La hibridacion in situ (Amann et al., 1990) utiliza datos secuenciados para generar
sondas para la deteccion de células individuales o en grupos que tienen la misma
secuencia de nucledtidos. Como el blanco para la sonda especifica es ARNr, la
hibridacidn in situ provee informacion sobre la viabilidad de la célula (Zarda et al., 1991)
La hibridacion fluorescente in situ (FISH) ha sido utilizada ampliamente para describir
los simbiontes de insectos, el tropismo tisular y morfologias (Fukatsu et al., 1998; Darby
et al., 2001; Moran et al., 2005) y demostrar el éxito de los cultivos de simbiontes (Darby

et al., 2005)

7. Control biolégico de vectores.
Aplicando los simbiontes al mundo moderno y conociendo todos los efectos que pueden
producir en sus diferentes hospederos, estos pueden ser utilizados en medicina,
agricultura y veterinaria.
Existen algunos simbiontes que pueden enfermar a su hospedero causédndoles la muerte, o

disminuyendo su nimero en una localidad determinada, o expresando genes que evitan
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que se propague una enfermedad especifica. Aquellos que le causan dafio al hospedero
sin causarle dafio al medio ambiente se consideran candidatos para control bioldgico de
vectores. Ejemplo de este tipo de microorganismo tenemos a Bacillus thuringiensis, que
se utihza mundialmente por su accion entomopatogena producida por unas proteinas
cristalinas que lesionan el intestino de sus hospederos, con lo cual se produce un
desbalance ionico que suele ser mortal (Gill et al. 1992)

En la actualidad existe una resistencia en el uso de pesticidas por los numerosos
problemas de salud que esto conlleva. Es por eso que se estan implementando nuevas
alternativas entre las cuales podemos mencionar, la técnica del insecto estéril, y la de

incompatibilidad citoplasmatica.

a. Técnica del insecto estéril (TIE)
Esta técnica se basa en la induccién de mutaciones letales dominantes en la célula
germinal del insecto que luego va a ser liberado en una poblacion de insectos en
particular de campo especifico (Dyck et al., 2005) El insecto estéril se puede obtener por
radiacion o quimioesterilizantes. (Breeland et al., 1974) La TIE, estd en etapa
experimental, pero se tienen buenas expectativas al respecto, tanto para el control de
vectores de enfermedades infecciosas como para pestes que afectan la agricultura.
Actualmente, se estan liberando en Panamé el gusano barrenador (Cochliomyia
hominivorax) estéril para prevenir la reinvasion de esta peste de Sur América (Matlock,

2005)
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b. Técnica de Incompatibilidad citoplasmatica (TIC)
La disminucion de la fertilidad en una poblacion y por lo tanto el potencial reproductivo,
puede llegar a reducir el nimero de vectores en una poblacion. Cuando se perturba la
fertilidad de una poblacion, se entiende mejor la dindmica de la misma en el campo

(Weidhaas et al., 1972)

La IC puede ser unidireccional o bidireccional y resulta en la mortalidad de los
embriones, y cruces entre insectos con diferente estatus de infeccion por Wolbachia. La
infeccion por Wolbachia puede diseminarse y persistir en la naturaleza reemplazando
poblaciones de no infectados porque las hembras infectadas pueden aparearse con
machos infectados y no infectados, mientras que las hembras no infectadas s6lo pueden
aparearse con machos no infectados (Turelli and Hoffmann, 1991) La distribucion de IC
dentro de la filogenia general de Wolbachia sugiere que IC es una propiedad ancestral de

Wolbachia (Werren and Jaenike, 1995; Zhou et al., 1998).

El primer ensayo piloto utilizando la técnica del Insecto Incompatible (TII), fue realizada
en 1960 para controlar al vector de filariasis Culex pipiens (Laven, 1967) La TII también
se ha probado contra pestes agricolas, como la polilla de la almendra Cadra (Ephestia)

cautella (Brower, 1979)

Existen varios factores que han sido identificados y que pueden afectar la expresion de la
IC en el huésped, estos incluyen: edad del macho, temperatura, historial de apareamiento,

competencia espermdtica, otros factores, como la presencia de antibidticos,
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especialmente tetraciclinas, niveles de nutricion y la reduccién en los niveles de

expresion de incompatibilidad citoplasmatica. (Clancy and Hoffmann, 1998)

7.1.Control de triatominos utilizando Rhodococcus rhodnii

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis americana es causada por un paréasito
llamado T cruz: y es transmitido a los humanos a través de la picada de un insecto de la
familia Reduviidae, subfamilia Triatominae, frecuentemente llamado reduavido,
triatomino o chinche besucén (Beard et al., 2002)

En este campo se ha trabajado aislando Rhodococcus del intestino de Rhodnius, luego se
le ha incorporado un gen especifico que codifica para la secrecién de L-cecropina A que
es un péptido residual compuesto por 37 amino acidos mas una Glicina que le
proporciona un carbono terminal la cual precede a una amida, este péptido ya estudiado
es un eficiente formador de poro y se aisla de hemolinfa de varios insectos y de animales
vertebrados (Durvasula et al., 1997) Basado en estos estudios se han producido colonias
de Rhodnius paratransgénicos con las modificaciones hechas al genoma del Rhodococcus
para que exprese el gen para la secreciébn de L-cecropina A, y se han encontrado
resultados sorprendentes ya que este péptido formador de poro tiene una alta actividad
litica contra el T cruzi y no tiene efectos letales para el tejido del Rhodnius
Consecuentemente, estos resultados sugieren que la cecropina A podrias ser usada
potencialmente como un péptido antitripanosoma puede ser expresado en un sistema
paratransgénico (Beard et al., 2002). Se probo la resistencia del Rhodmius infectado con el
Rhodococcus modificado genéticamente para adquirir la infeccion por T. cruzi, el 70% de

los Rhodnius probados no adquirieron la infeccion (Beard et al., 1998) Esta informacién
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de insectos paratransgénicos como pesticidas microbianos ha sido probada en
laboratorios y ha funcionado muy bien, pero 1a aplicacion de la misma esta muy lejos de
ser aplicada ya que falta mucho por estudiar acerca de las repercusiones que éstos
microorganismos modificados genéticamente puedan tener para el ambiente y para los
seres humanos. En la prictica es bastante dificil transmitir en masa e este
microorganismo modificado ya que la via de transmision e infestacion seria la via oral.
Existen varias propuestas que han sido probadas pero no se han obtenido buenos
resultados porque si ya existe el Rhodococcus no modificado dentro de una poblacién
silvestre de Rhodnius, se mezclan las dos y sobrevive una; no hay pruebas de que siempre

la que sobreviva sea la cepa modificada ya que depende mucho de la dosis infectante.

7.2.Uso de Wolbachia en otros vectores

Inoculacion de cepa de Wolbachia wAlbB, que es natural de Aedes albopictus, y su
establecimiento en Aedes aegypti principal vector del virus Dengue (Xi et al., 2005) Se
demostré la habilidad de Wolbachia para diseminarse en 4. aegypti, experimento
importante en las estrategias de reemplazo de poblaciones, en donde poblaciones
naturales de A. aegypti se reemplazan por poblaciones modificadas refractarias a la

transmision de Dengue (Xi et al., 2005)

8. Wolbachia y filariasis

Las filarias son parasitos del grupo de los nematodos, el hombre se infecta a través de la

picada de un mosquito, y luego que el parésito entra produce la enfermedad. La
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caracteristica sobresaliente de estos nematodos es la simbiosis mutualista que tienen con
la bacteria Wolbachia. Esta relacion simbiodtica ha permitido que se enfoque el
tratamiento de una manera diferente utilizando como blanco del tratamiento la bacteria
endosimbionte que posee el parasito.

La Wolbachia en el nemétodo adulto esta localizada en las células hipodérmicas de los
cordones laterales y en las hembras esta en los ovarios, oocistos y en los embriones en
estado de desarrollo dentro del utero. La bacteria no se ha encontrado en el aparato
reproductor del macho. Esto sugiere que la bacteria se transmite verticalmente a través
del citoplasma del huevo y no a través del esperma (Kozek, 1977; Taylor et al., 1999) La
bacteria expresa un crecimiento dindmico de su poblacion en diferentes estadios del ciclo
de vida de la filaria.

Mientras el numero de bacterias permanece constante en las microfilarias y en los
estadios presentes en el mosquito (L2 y L3), en la primera semana de infeccion en el
mamifero, el nimero de bacterias aumenta dramaticamente y el radio ADN
bacteriano/ADN del nematodo es el mds alto en todo el ciclo de vida. La rapida
multiplicacion contintia hasta el estadié L4, lo que hace que el principal periodo donde se
encuentra el nimero mas alto de bacterias sea el primer mes de la infeccién en el huésped
definitivo. En las hembras, el nimero de bacterias aumenta a medida que el nematodo

madura y mientras el ovario y los estadios larvales se infectan (McGarry et al., 2004)

Se ha evidenciado la dependencia de Wolbachia en este grupo de nematodos utilizando
tetraciclina que es un antibidtico activo contra las riquetsias. Este antibiotico produce

efectos marcados en las filarias que tienen Wolbachia, y sin efectos en las filarias que no
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estan infectadas como por ejemplo Acanthocheilonema viteae (Hoerauf et al., 1999;
McCall et al., 1999) Los efectos van desde una esterilizacién permanente de la hembra
adulta (Hoerauf et al., 2000) hasta la letalidad del gusano adulto seguido de un
tratamiento sostenido (Langworthy et al., 2000; Taylor et al., 2005) Estas observaciones
implican que la bacteria provee distintos factores, ain no identificados, que son
esenciales para la embriogénesis de las filarias y la viabilidad del gusano adulto. Se cree
que la Wolbachia aislada de Brugia malayi (wBm) provee cofactores esenciales como

heme y riboflavina a su huésped filarico Brugia malay: (Foster et al., 2005)

Recientes ensayos en humanos con doxiciclina evidencia esterilizacién a largo plazo de
O. volvulus y efectos microfilaricidas contra W. bacrofti (Hoerauf et al., 2001; Hoerauf et
al., 2003; Taylor et al., 2005), usando un tratamiento de 6 a 8 semanas con doxiciclina.
El tratamiento con doxiciclina por periodos de tiempo relativamente largos reduce la
transmisién del nemitodo y elimina los estadios patogénicos de la oncocercosis
(microfilarias) y de la filariasis linfatica (adultos). La doxiciclina no se recomienda para
nifios menores de 9 afios y para mujeres embarazadas 0 que amamantan, por eso existe la

necesidad de identificar otros antibi6ticos efectivos contra Wolbachia.



CAPITULO III: MATERIALES Y METODOS
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1. Area de estudio
Estudiamos triatominos procedentes del Insectario del Instituto Conmemorativo Gorgas

de Estudios de la Salud (ICGES), mantenidos en colonias y clasificados segin region
geografica y segun generacion a la cual pertenecen; al igual que del Centro de
Investigaciones Parasitarias de la Facultad de Medicina de la Universidad de Panama
(CIDEP), ademas de triatominos obtenidos en colectas de campo de las regiones en
donde la enfermedad del Chagas prevalece (regiones de Panamé Este). Para realizar el
estudio nos entrenamos en el STRI que nos ensefio la técnica y nos proporcionaron la
secuencia de cebadores que estan utilizando ellos en su busqueda de Wolbachia e nivel
mundial.

2. Tipo de estudio
El estudio fue descriptivo.

3. Universo de estudio, seleccion y tamafio de muestra, unidad de anadlisis y
observacion. Criterios de inclusion y exclusién.
Utilizamos 73 Triatominos obtenidos de la siguiente manera:
- 30 Triatominos del Insectario del Instituto ICGES
- 18 Triatominos del CIDEP
- 25 Triatominos de colecta de campo en diferentes regiones del pais, obteniéndose

dos especies Rhodnius pallescens y Panstrongylus geniculatus
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Las especies de colonia analizadas fueron R pallescens, R prolixus, R nasutus, R
pictipes, T. dimidiata 'y P. gemiculatus

A todos los triatominos se les realiz6 diseccion para extraerle los érganos a analizar.

a. Criterios de Inclusion y Exclusién.
Los triatominos utilizados en este estudio fueron adultos o ninfas de 5° estadio, se
preservaron vivos y luego se congelaron hasta el momento de la diseccion.
Aquellos triatominos que se recibieron muertos o en condiciones desfavorables,
fueron descartados del estudio. También se descart6 un triatomino de la especie T

dimidiata

4. Procesamiento de las Muestras.
a. Materiales

Para realizar la investigacion utilizamos los siguientes materiales:
pinzas entomologicas de diseccion
estereoscopio
etanol al 95%
mechero de alcohol o incinerador bacteriologico
agua destilada estéril
tubos ependorf de 0.2ml, 0.5ml, 1.5ml

papel parafilm

vV V V¥V V¥V Vv V V V¥V

kit de extraccion de Qiagen (DNeasy Tissue cat. No. 69506, California, USA)
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agarosa de grado molecular
Taq polimerasa (Biotaq DNA Polymerasa cat No. BIO-21040, de Bioline)
DNTP's 25mM de Biotool

TBE 1x

vV V¥V ¥V V V¥V

Cebadores especificos (thermo electron corporation) para 28S ADNr (28sF3633
5"TAC CGT GAG GGA AAG TTG AAA y 28sR4076 S’AGA CTC CTT
GGT CCG TGT TT)

» Cebadores especificos (thermo electron corporation) para 16S ADNr para
Wolbachia (WspecF 5°CAT ACC TAT TCG AAG GGA TAG y WspecR
S’AGC TTC GAG TGA AAC CAATTC)

» Cebadores especificos (thermo electron corporation) Wolbachia wsp (wsp81F
5'TGG TCC AAT AAG TGA TGA AGA AAC y wsp691R S’AAA AAT TAA
ACG CTACTCCA)

» Cebadores especificos (thermo electron corporation) Trypanosoma rangeli TrF3

5°CCC CAT ACA AAA CACCCT T y TrF8 S'TGG AAT GAC GGT GCG

GCG AC (Chiurillo et al., 2003)

b. Colecta de Triatomines de Campeo.
La colecta fue realizada en la comunidad de Viento Fronto de Chilibre y de las
comunidades de Loma del Rio y Santa Clara de Arraijan por personal idéneo para esta

tarea. El procedimiento realizado consistié en cortar palmas reales para obtener los
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ejemplares. Todos los triatominos colectados fueron revisados por la Magister Argentina

Ying (Entomoéloga) quien confirmo las especies.

Figura No. 4: Colecta de triatominos en la comunidad de Viento Fronto de Chilibre
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Figura No. 5: Participacién de la comunidad de Viento Fronto en la
colecta de Triatominos.

c.Diseccion de Triatominos

. Preparamos todo el material necesario para la diseccion. Los triatominos deben
estar congelados y permanecer frios durante todo el proceso.

Se encendi6 el mechero

. Se coloco hielo en un recipiente sobre la base del estereoscopio

. Se puso un cuadrito de parafilm 60 x 60cm sobre el pad para luego colocar el
triatomino a disecar

. El triatomino congelado se coloc6 sobre el dorso, y se le agregé un poquito de

agua para hacer mas comodo el procedimiento

UNIVERSIDAD DE PANAMA

BIBLIOTECA
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Las pinzas se esterilizaron con el calor del mechero y luego se enfriaron con agua
destilada estéril.

Se separo el térax del cuerpo con las pinzas, y se extrajeron las glandulas salivares
que se colocaron en un tubo ependorf de 0.5ml, al cual se le agregé 1 gota de
etanol al 95%

Se identificaron el tubo digestivo, ovarios o testiculos y se procedio de igual
forma que en el punto 7

Una vez se que se extrajeron los 6rganos, guardamos el resto del triatomino en un
tubo ependorf de 1.0ml y se lleno de etanol al 95% para estudios posteriores.

Los tubos.de cada triatomino se rotularon con la misma serie de niumeros y cada
6rgano se guardo en un tubo diferente.

Una vez terminado el proceso se esterilizaron las pinzas en el mechero
nuevamente y se sumerjieron en etanol al 70% para continuar con el siguiente
triatomino.

Se limpio el 4rea y se guardaron los instrumentos de trabajo limpios.
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Figura No. 6: Preparacion del area de trabajo para iniciar las disecciones.

il

Figura No. 7: Seleccion de los triatominos adultos para la diseccion



38

Figura No. 8: Separacion del torax (paso No. 7 de la diseccion de triatominos)

Figura No. 9: Identificacion de los diferentes 6rganos de los triatominos.
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d. Verificacion de la infestaciéon con Trypanosomas
Los triatominos de campo, se transportaron vivos al laboratorio, se les presiono la
parte posterior del cuerpo para que defecaran y se tomé una muestra en un
portaobjetos, luego de colocarle un cubreobjeto se observo la muestra al microscopio
para verificar la presencia de parasitos en las heces. Aquellos triatominos que no se
les observo microscopicamente la infeccion por tripanosomas se les hizo deteccion de
T. cruzi mediante PCR. Estos triatominos a los que se les hizo deteccion de T cruzi
por PCR, fueron utilizados en el estudio DISENO Y EVALUACION DE UN PCR
DUPLEX PARA LA DETECCION Y DIFERENCIACION DE Trypanosoma cruzi y
Trypanosoma rangeli EN TRIATOMINOS Y MUESTRAS CLINICAS
PROCEDENTES DE LA COMUNIDAD VIENTO FRONTO CHILIBRE Panama -
2006 En este estudio los autores utilizaron los cebadores especificos para T’ cruz:
F3CRU3 5'-cgacgttcagcgaatgaatc-3 y B3CRU3 5’-cctccgtagaagtggtaget-3°
(Rodriguez y Rivas 2007). Los resultados de este estudio son datos atn no
publicados, pero fueron presentados como tesis para obtener el titulo de Licenciatura

en Tecnologia Médica en la Universidad de Panama4, en febrero de 2007.

e.Extraccion de ADN
Para la extraccién de ADN se siguieron las instrucciones especificas indicadas en el

inserto del reactivo de extraccion QIAGEN DNeasy tissue kit, cat. No. 69506, CA, USA.
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Kit de Extraccion de ADN

Figura No. 10: Kit de extraccién de ADN utilizado.

f.Reaccion en Cadena de la Polimerasa.
La técnica de PCR se realiz6 en un Termociclador (Techgene, Techne, Cambridge, UK)
(Figura No. 11)
Los cebadores utilizados fueron referidos por el Instituto Smithsonian de Investigaciones
Tropicales y adquiridos en Thermo Electron Corporation.
Para realizar la PCR, se utilizé un volumen total de 10ul para la reaccion, que guarda las

siguientes relaciones:
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Cantidades utilizadas por muestra para los PCR de 16S ADNr, wsp, y 28S ADNr.

Reactivo Cantidad utilizada
Cloruro de Magnesio (MgCl2) 50mM 0.5ul

Buffer de PCR 10x 1ul

DNTP’s 0.08ul

Primer forward 10mM 0.5ul

Primer Reverse 10mM 0.5ul

DMSO 5% 0.4ul

H20 grado molecular Resto para completar 10ul
Taq Polimerasa 0.1ul

" Para la reaccion se utilizé 1ul del ADN de la muestra mas 9ul de la mezcla preparada.
Una vez preparada la muestra se llevaban al termociclador y se iniciaba el proceso
detallado a continuacidn.

Para la PCR del 28s D2 se utilizaron las siguientes condiciones de amplificacion:
» Desnaturalizacion a 94°C por 2 minutos,

seguido de 38 ciclos de 30 segundos cada uno a 94°C,

anidamiento a 58°C por 50 segundos,

un periodo de extension de 1 minuto y medio a 72°C

luego una extension final a 72°C por 10 minutos

vV Vv V¥V Vv V

con una finalizacion mantenida a 4°C.
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Para la PCR del 16S ADNr Wspec se utilizaron las siguientes condiciones de

amplificacion:

>

vV Vv V V V¥V

Desnaturalizacién a 94°C por 2 minutos

seguido de 38 ciclos de 30 segundos cada uno a 94°C
anidamiento a 55°C por 45 segundos

un periodo de extension de 1 minuto y medio a 72°C
luego una extension final a 72°C por 10 minutos

con una finalizaciéon mantenida a 4°C

Para la PCR de Wolbachia wsp se utilizaron las siguientes condiciones de amplificacion:

vV Vv V V¥V

>

>

Desnaturalizacion a 94°C por 2 minutos

seguido de 38 ciclos de 1 minuto cada uno a 94°C
anidamiento a 55°C por 1 minuto

un periodo de extension de 1 minuto a 72°C

una extensién final a 72°C por 10 minutos

con una finalizacion mantenida a 4°C

Cantidades utilizadas para PCR de Trypanosoma rangeli, para un volumen final de

10ul por reaccién.

Reactivo Cantidad utilizada

Cloruro de Magnesio (MgCl12) 50mM 0.6ul

Buffer de PCR 10x lul

DNTP’s 0.08ul

Primer forward 10mM 0.4ul
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Primer Reverse 10mM 0.4ul
H20 grado molecular Resto para completar 10ul
Taq Polimerasa 0.2ul

Para la PCR de T. rangeli se utilizaron las siguientes condiciones de amplificacion:
Desnaturalizacion a 94°C por 4 minutos
seguido de 35 ciclos de 1 minuto cada uno a 94°C

anidamiento a 55°C por 30 segundos

una segunda incubacion de 1 minuto a 55°C

>
>
>
» un periodo de extension de 40 segundos a 72°C
»
» extension final por 10 minutos a 72°C,

>

temperatura de finalizacion de 4°C.

Figura No. 11: Termociclador
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Corrida Electroforética en gel de Agarosa.
Para visualizar los resultados de las amplificaciones se preparaba un gel de agarosa al 2%
con TBE 1x, y se le agregaba 2ul de Bromuro de etidio, luego se vertia sobre el plato de
la camara de electroforesis con un peine de 10 hoyos colocado previamente y se esperaba
su solidificacion, por lo menos 30 minutos, para luego llevarlo a la camara y colocarlo
dentro con el buffer TBE 1x, y una vez que estuviese totalmente cubierta se empezaban a

cargar las muestras en los pozos.

g. Cargado de las muestras en el gel de agarosa.

Para cargar las muestras, se utilizo naranja de acridina 2X, se colocaba 1ul dentro del
tubo ependorf con la muestra ya amplificada, se mezclaba bien y se colocaban 10ul en
los pocillos del gel. Luego se cerraba bien la camara y se programaba para correr por 40
minutos a 100 voltios, utilizando una fuente de poder LKB 2303 Multidrive XL
(Laboratory Equipment Bought, USA) (Figura No.12)

Para todas las corridas se cargaba, un control negativo (ADN negativo para Wolbachia),
un control positivo (ADN positivo por Wolbachia, y para 28s) y un control de master mix
(que es master mix sélo), también se corria un marcador de peso molecular para comparar

el tamafio de la banda obtenida.



Figura No. 12: Fuente de Poder LKB.

h. Criterios utilizados para la Interpretacion de los resultados obtenidos
en los PCR realizados.

Para la interpretacion de los resultados se utilizé un marcador de peso molecular de 1000
pares de base. El tamafio obtenido en el PCR para 28S ADNr fue de 443pb, para el 16S
ADNr fue de 438pb, para el wsp fue de 500pb y para T. rangeli fue de 170pb. Para

considerar un resultado positivo para Wolbachia se tomaron en cuenta estos criterios:
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Si el PCR es positivo para Wspec (16S ADNr) y positivo para 28s D2, se considera

positivo para Wolbachia

Si es positivo para Wspec (16S ADNr) y negativo para 28s D2, se considera positivo

para Wolbachia

Si es negativo para Wspec (16S ADNr) y positivo para 28s D2, se considera

negativo para Wolbachia

Si es negativo para Wspec (16S ADNr) y negativo para 28s D2, se debe variar la
concentracion de ADN (2-5 veces por encima o por debajo de la concentracion

inicial utilizada) si continia negativo para ambos se debe descartar la muestra.

Si probando diferentes concentraciones del ADN aparece negativo para Wspec (16S
ADNIr) y positivo para 28s D2, se debe hacer una PCR para el gen wsp, y si este sale

positivo, se considera positivo para Wolbachia.




CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION
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1. Resultados.
Los resultados de la investigacion se basaron en los datos obtenidos de los diferentes
PCR realizados. A todas las muestras se le realizé la deteccion por PCR del gen 28S
ADNr para comprobar que el tejido a utilizar estuviera en condiciones favorables. Una
vez se realizara el primer PCR (28s) se continio con los siguientes. Todos los datos
obtenidos a lo largo de la investigacion eran tabulados en una base de datos. (Anexo No.

ly2)

En las siguientes figuras se muestran los PCR realizados con los diferentes cebadores.

1 Marcador de peso molecular
2 ala9 Muestras positivas para 28s
10 Control positivo

Figura No. 13: Resultados de PCR para 28S.
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En la Figura No.13 y 15 el tamaiio de la banda obtenida en este PCR es de 443pb. El
100% de los tejidos a utilizar en la investigacion resultaron positivos para el gen 28s
ADNr. Esta deteccion se hizo en triatominos de campo y de colonia, y en cada organo

que se iba a utilizar en el estudio (gonadas, glandulas salivares e intestinos).

1 2 3 456 7 8 910

! R L 4 38rD

‘ peso molecula
2 Control negativo

3 Control positivo

4-10 Muestras positivas para Wspec (16s rDNA)

Figura No. 14: Resultados de PCR para 16s rDNA.

Luego de realizar el PCR para el gen 28s, se inici6 con la deteccion de Wolbachia
utilizando el primer par de cebadores para el gen 16s IDNA. (Ver figura No. 14 y 15) El
tamafio de la banda obtenida en los PCR realizados para detectar el gen 16S ADNTr es de
438pb.

A todos los triatominos de campo y de colonia se les realizo esta prueba como primera
alternativa. El niimero de muestras positivas utilizando esta técnica fue 47 de un total de

73, obteniendo asi un 64.38%, de los cuales 21 (44.68%) ejemplares fueron machos y 25
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(53.19%) ejemplares hembras. El 100% de los triatominos de campo y el 45.83% de los

de colonia resultaron positivos para €l gen 16S ADNTr.

2 3 4 5 6 7 8 9 10

1- Marcador de PM
2. C+ 28s

3. 027 2.ul ADN 28s
4: 001 1ul ADN 28s
5. 005 2ul ADN 28s
6: C+ Wspec
7. 027 + Wspec
8. 001 + Wspec
9 005 + Wspec
10: Control neg.

Figura No. 15: Corrida de PCR para 28S ADNry 16S ADNr.

En la figura No. 15 se muestra la diferencia en el tamafio de las bandas para ambos PCR
28sy 16s rDNA.

Una vez obtenidos los resultados de estos dos PCR se utilizaba otro par de cebadores para
confirmar todos aquellos resultados negativos en la deteccion del gen 16S ADNr. La
prueba confirmatoria que se realizd consiste en detectar el gen que codifica para la
proteina WSP de Wolbachia y el tamafio de la banda obtenida es de 500pb como se
muestra en la Figura No. 16. De los PCR realizados para confirmar los resultados

negativos por 16S ADNTr, se obtuvieron 3 muetsras positivas por wsp.



1-2 Muestras negativas a wsp
3 control positivo

4 Marcador de peso molecular
5 Control negativo

Figura No. 16: Corrida de PCR para wsp

Ademas de la deteccion de Wolbachia, se realiz6 la deteccion de T’ cruziy T rangeli. La
deteccion de T cruzi se realiz6 mediante PCR (Rodriguez y Rivas, 2007) y mediante
técnica de microscopia directa. Para la deteccion de T rangel: se utilizaron cebadores
especificos para la region subtelomérica del pardsito, y como muestra se utilizaron
glandulas salivares de los triatominos colectados en el campo. El 24 % de los triatominos
de campo resultaron positivos para I’ rangeli y el 52% resultd positivos para T' cruzi. El
tamaiio de la banda obtenida para la deteccion de T rangel1, con estos cebadores es de

170pb como se muestra en la Figura No. 17.
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1 Control negativo

2-4 muestras positivas

§ Control positivo

6 Marcador de peso molecular
7 y 8 Muestras negativas

Figura No. 17: Corrida de PCR para Trypanosoma rangeli.

Una vez obtenidos los datos mediante todas las técnicas descritas arriba, se tabularon y se

obtuvieron los siguientes resultados para triatominos de colonias y de campo.

a. Resultados obtenidos de triatominos de colonias.

Cuadro No. 3: Wolbachia en
triatominos de colonia segin sexo

Sexo Positivas Total %

Hembras 19 33 57 58
Machos 3 13 2308
Ninfas 0 2 000
Total 22 48 45.83

Fuente. Deteccion de Wolbachia en triatominos mediante PCR.
En el cuadro No. 3 y la Grafica No 1, observamos que en la poblacion estudiada
predominaron las hembras y que el 57.58% del total de hembras estudiadas resultaron
positivas por Wolbachia. En el caso de la poblacion de machos, el 23.08% resultaron

positivos.
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Grifica No. 1: Distribucién de Wolbachia en triatominos de colonia segiin sexo.

30

25 -

20
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@ Negatives
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Fuente: Deteccion de Wolbachia en triatominos mediante PCR.

A todos los triatominos se les realiz6 PCR para la deteccion de Wolbachia en génadas y
glandulas salivares y como se obtuvieron resultados positivos en ambos 6rganos se tom6
la decision de intentar con los intestinos de aquellos que sabiamos que estaban positivos
en gonadas.

Como se muestra en la grafica No. 2, en ambos organos representados se obtuvieron
resultados positivos lo que representa el 45.83% en gonadas y el 39.58% en glandulas
salivares. De 22 ejemplares con gonadas positivas que se obtuvieron, se hizo PCR para
detectar Wolbachia en intestinos de estos mismos y se obtuvieron 18 muestras positivas
lo que representa el 37.5% del total de ejemplares de colonias utilizados y el 81.8% del

total de muestras con gonadas positivas por Wolbachia.
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Gréfica No. 2: Resultados de Wolbachia obtenidos en diferentes 6rganos de
triatominos de colonias

35

30
25
20

@ Gonadas
15 res

£1 Glandulas saliva

10
5

0
Positivo Negativo

Fuente: Deteccion de Wolbachia en triatominos mediante PCR.

La especie de triatomino que mas nos interesa estudiar es Rhodnius pallescens, por ser el
principal vector de la enfermedad de Chagas en Panama, pero sin embargo se utilizaron
triatominos de otras especies disponibles para ampliar el estudio y conocer el estado de la
infeccion de Wolbachia en estos. (Ver cuadro No. 4 y Grafica No. 3)

Cuadro No. 4: Distribucion segin sexo de las diferentes
especies de triatominos de colonia utilizadas en el estudio.

Especies
Rhodnius Rhodnius Rhodnius Rhodnius
Sexo nasutus pallescens pictipes prolixus TOTAL
Hembras 1 25 2 5 33
Machos 1 9 0 3 13
Ninfas 0 2 0 0 2
TOTAL 2 36 2 8 48

Fuente: Deteccion de Wolbachia en triatominos mediante PCR.
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Grifica No. 3: Resultados de Wolbachia en las diferentes especies de triatominos de

40
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Rhodnius Rhodnius
pictipes prolixus

Fuente: Deteccion de Wolbachia en triatominos mediante PCR

En la grafica No. 3 Podemos observar que las especies de R. nasatus, R. pallescens y R.

prolixus resultaron positivas por Wolbachia, sin embargo en la especie de R. pictipes no

se obtuvieron casos positivos.

La especie mayor estudiada fue R pallescens con resultados que sobresalen porque

obtuvimos 50% de positividad del total de ejemplares estudiados de esta especie. En el

caso de R. prolixus se obtuvieron dos ejemplares positivos lo que corresponde al 25% de

los ejemplares estudiados.

Los triatominos obtenidos de las colonias del ICGES, se les anot6 la informacion acerca

de su procedencia original y la generacion a la que pertenecian. (Ver Tabla No. 5)

Tabulando los datos encontramos resultados interesantes relacionados con las

generaciones. (Ver tablas No.6 y 7)
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Cuadro No. 5: Distribucion segin
region de los tritominos obtenidos
en la colonia del ICGES.

LOCALIDAD Frecuencia Positivos

Cerro Cama 4 4
Chepo 10 0
El Cigual 6 6
Meteti 4 0
Naja 2 0
Santa Rita 2 0
Villa Grecia 2 2
Total 30 12

Fuente Deteccién de Wolbachia en triatominos mediante PCR.

Cuadro No. 6: Triatominos del ICGES obtenidos de la colonia de El Cigual segiin

generacion.
Generacion Cantidad Resultado de Wolbachia
Cuarta 1 Positivo
Quinta 3 Positivo
Sexta 2 Positivo

Fuente Deteccidon de Wolbachia en triatominos mediante PCR.

Cuadro No. 7: Triatominos del ICGES obtenidos de la colonia de Cerro Cama segin

generacion.
Generacion Cantidad Resultado de Wolbachia
Tercera 2 Positivo
Quinta 2 Positivo

Fuente: Deteccién de Wolbachia en triatominos mediante PCR.

En estas dos regiones pudimos observar que en las generaciones estudiadas se mantuvo la

infeccion.
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De las regiones de Chepo y Meteti también se lograron obtener ejemplares de diferentes
generaciones pero todos resultaron negativos a la infeccion por Wolbachia. (Cuadro No.

8y9)

Cuadro No. 8: Triatominos del ICGES obtenidos de la colonia de Chepo segun

generacion.
Generacion Cantidad Resultado de Wolbachia
Tercera 2 Negativo
Cuarta 3 Negativo
Quinta 5 Negativo

Fuente: Deteccion de Wolbachia en triatominos mediante PCR.

Cuadro No. 9: Triatominos del ICGES obtenidos de la colonia de Meteti segiin

generacion.
Generacion Cantidad Resultado de Wolbachia
Cuarta 2 Negativo
Quinta 2 Negativo

Fuente: Deteccion de Wolbachia en triatominos mediante PCR.

b. Resultados obtenidos de triatominos de campo.
En los triatominos de campo encontramos que el 100% resulté positivo para Wolbachia.
Brevemente detallaremos a continuacion los resultados obtenidos con estos ejemplares y
todos los aspectos que se evaluaron en ellos.
En la poblacion de triatominos de campo estudiada predominaron los machos sobre las

hembras. (Cuadro No. 10 y Grafica No. 11)
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Cuadro No. 10: Wolbachia en
triatominos de campo segin sexo.

Sexo Positivas Total %
Hembras 7 7 100
Machos 17 17 100

Ninfas 1 1 100

Total 25 25 100

Fuente: Deteccion de Wolbachia en triatominos mediante PCR.

Grifica No. 4: Distribucién de Wolbachia en triatominos de campo segin sexo.
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Fuente: Deteccion de Wolbachia en triatominos mediante PCR.

En cuanto a los 6rganos estudiados en estos triatominos de campo encontramos que de
los triatominos positivos para Wolbachia en gonadas el 96% dio positivo en glandulas
salivares. En el caso de los triatominos de campo no se les hizo la deteccion en

intestinos. (Grafica No. 12)
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Grifica No. 5: Resultados de Wolbachia obtenidos en diferentes érganos de
triatominos de campo.
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Fuente: Deteccion de Wolbachia en triatominos mediante PCR.

Para nuestro estudio era importante saber si coexistia la infeccion de Wolbachia con T.
cruzi y/o T. rangeli.

Del total de triatominos de campo al 52% se le detect6 infeccion por T. cruzi, el 24%
infeccion por T. rangeli y un 12% tenian ambos parasitos. Un 36% de los triatominos no
presentaron infeccion por tripanosomas pero si por Wolbachia. En la grafica No. 13 se

presentan los tipos de infeccion que pudimos detectar en este grupo.
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Grifica No. 6: Resultados de infeccion por Trypanosoma cruziy Trypanosoma
rangeli en triatominos de campo.
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Fuente: Deteccion de Wolbachia en triatominos mediante PCR.

La especie que predominé en esta etapa de la investigacion fue R. pallescens ya que en
las colectas realizadas hubo mayor cantidad de ésta. En una de las colectas se obtuvo un
triatomino de la especie P.s geniculatus el cual se incluyo en el estudio y resulto positivo
con Wolbachia 'y con T. cruzi.

Con los datos obtenidos de triatominos de campo y de colonia se aplicé la prueba
estadistica de Chi cuadrado. Para calcularla se utilizo el programa Epi Info version 3.2.2
para hacer la comparacion vélida de significancia estadistica. En el analisis a
continuacion, utilizamos como referencia las muestras positivas de ambas procedencias
segin sexo. Para este andlisis se utilizo un alfa (o) de 0.05 que indica 95% de confianza

para dos grados de libertad. Para que el resultado fuera significativo nuestro valor de chi
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cuadrado debié dar > de 5.99 y el resultado obtenido en nuestra comparacién fue de

16.2130.

Cuadro No. 11: Resultados de Wolbachia obtenides en triatominos de campo y de
colonia segiin sexo.

PROCEDENCIA TRIATOMINO
Sexo Campo Colonia TOTAL

Hembra 7 19 26
%Fila 269 73.1  100.0
% Columna 28.0 86.4 55.3

Macho 17 3 20
%Fila 85.0 15.0 100.0
% Columna  68.0 13.6 426

Ninfa 1 0 1
% Fila 100.0 00 1000
% Columna 40 0.0 2.1

TOTAL 25 22 47
%Fila 532 46.8 100.0
% Columna 100.0 100.0 100.0

Anadlisis de tabla simple

Chi cuadrado gl
16.2130 2
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2. Discusion

En nuestro estudio pudimos confirmar la presencia de Wolbachia mediante PCR en los
triatominos de campo y de colonia en un valor que coincide con los resultados obtenidos
en estudios en donde se afirma la presencia de Wolbachia en el 20 al 75% de los insectos
alrededor del mundo (Baldo et al., 2005; Stouhamer et al., 1999; Van Meer et al., 1999;
Werren 2003; Zimmer 2001).

Esta documentado (Stouhamer et al., 1999) que hay algunos factores a los que se exponen
los insectos que pueden modificar la dispersion o presencia de la Wolbachia en ellos, lo
que puede haber ocurrido en los resultados positivos obtenidos con los triatominos de
campo. Entre estos factores podemos mencionar, la imperfeccién de la herencia materna
debido a exposicién a altas temperaturas, antibiéticos de ocutrencia natural o factores
genéticos del huésped. Con estos resultados seria conveniente verificar si los triatominos
al ser extraidos de su habitat natural y criados en laboratorios, pueden exponerse a
factores que impiden el desarrollo o dispersion de la Wolbachia dado que en la naturaleza
existen condiciones mas Optimas para el insecto que favorecen la conservacion de la
misma.

El hecho de que la Wolbachia se transmite verticalmente por infeccién de oocistos, hace
que se mantenga una alta incidencia de la infeccion en los artrépodos, principalmente en
las hembras (Stoubamer et al., 1999), lo que fue confirmado en nuestro estudio.

Werren y Windsor recomiendan el uso de dos pares de cebadores, el que detecta el gen
16S ADNr y un segundo mas especifico para el gen wsp que detecta falsos negativos lo

cual fue confirmado en nuestro estudio en tres muestras.
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Se ha documentado que Wolbachia ostenta tropismo por el tejido reproductivo de los
insectos, pero otros autores afirman que la infeccion puede encontrarse en otros organos
(Stouhamer et al., 1999). En este estudio también demostramos su presencia en las
glandulas salivares e intestinos de los triatominos estudiados. Estos hallazgos nos
permitieron observar en microscopia electronica caracteristicas morfologicas descritas
para esta bacteria (Beard et al., 1998) en un triatomino de campo cuyas muestras se
enviaron al Centro de Instrumentacion de la Universidad de Granada (Anexo No. 4 Fig.
No. 18, 19, 20)

Con el hallazgo de Wolbachia en intestinos y su presencia significativa en los triatominos
de campo, principalmente en R. pallescens, seria conveniente confirmar en estudios
posteriores si Wolbachia tiene alguna relacion con la eficiencia de este insecto en la
transmision del parésito.

Para nuestro estudio era importante confirmar la coexistencia de la infeccion de
Wolbachia con T cruzi y/lo T rangeli, pero ello solo fue demostrado en la mitad de la
poblacion de triatominos de campo estudiada. No confirmamos si triatominos de campo
negativos por Wolbachia estaban infectados por tripanosomas porque todos fueron

positivos por la bacteria.



Fue interesante confirmar la transmision vertical de Wolbachia en ejemplares de
diferentes generaciones de las colonias de triatominos estudiadas, como lo describen
otros autores (Ahrens and Shoemaker 2005; Baldo et al., 2005; Fenollar et al., 2003;
Frank 1997, Jeyaprakash and Hoy 2000; Kondo et al., 2002; Millar and Riegler 2006;
Stouhamer et al., 1999; Sun et al., 2003; Sylvain et al., 2001; Xi and Dobson 2005; Zhou

ztal., 1998).
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CONCLUSIONES

Se demuestra por primera vez la presencia de Wolbachia en diferentes 6rganos de
triatominos.

Se confirma que los cebadores utilizados en este estudio son efectivos para la
deteccion de Wolbachia. El primero, utilizado para tamizaje dirigido a detectar el
gen 16S ADNT, y el segundo para detectar falsos negativos, dirigido al gen wsp.
Entre los 6rganos en donde se detecté la Wolbachia ademas de las génadas,
fueron: glandulas salivares e intestinos.

Existe diferencia en la infeccién por Wolbachia entre los triatominos de campo y
de colonia.

Un 52% de los tritominos de campo, estaban infectados con T cruzi, y un 24%
con T. rangeli. No estuvo a nuestro alcance determinar si en triatominos con

ausencia de Wolbachia habia presencia de los parasitos T. cruzi y/o T rangel:.
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RECOMENDACIONES

Dado el hecho que ya se hizo la deteccion de Wolbachia en R pallescens de Panama,
nos surgen algunas interrogantes que seria interesante se pudieran dilucidar con
estudios posteriores mas profundos, y poder llegar a tomar decisiones en cuanto a el
efectivo control de vectores en la naturaleza y tratamiento de la enfermedad. Entre
las interrogantes que surgen y lo que recomendamos esta:

> Estudiar si la presencia de la Wolbachia en el intestino del Rhodnius es necesaria
para la supervivencia y desarrollo del parasito en el vector. Si se llega a encontrar
relacién podria convertirse en un blanco importante para el desarrollo de una
estrategia biolégica para controlar el vector.

» Serfa interesante conocer si en el momento de la picada y entrada del parasito en
el hombre también puede entrar la Wolbachia y producir inflamacion como en el
caso de las filarias. En el momento que esto se defina se podria estar hablando de
cambios en los esquemas de tratamiento para disminuir el efecto inflamatorio que
se produce.

» Relacionado con todo esto es necesario continuar la busqueda de Wolbachia en el
T cruzi ya que esto podia estar ligado a la infectividad del paréasito una vez
infecte el huésped.

> Iniciar la identificacion de los tipos de cepas de Wolbachia que predominan en

Panama.



68

» Buscar la Wolbachia en Triatoma dimidiata porque es otro vector importante de
la enfermedad de Chagas en Panama.

Es necesario ahondar méas en el tema de las simbiosis con Wolbachia en insectos

transmisores de enfermedades importantes en nuestro pais como la enfermedad de

Chagas, la leishmaniasis, el Dengue y la Malaria. Y lo consideramos importante

porque cada dia que pasa nos damos cuenta que las mismas enfermedades que nos

han acosado siempre, todavia estan alli, y en el caso de la enfermedad de Chagas no

existe la cura ni ¢} tratamiento efectivo.



ANEXOS
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ANEXO NO.1

Cuadro No. 12: Resultados Obtenidos de Triatominos de Campo.

Resultado Resultados para Wolbachia
Rupes 2l Sex0 T cruzi T rangeh Goénadas Glandulas salivares
21 | Rhodnwus pallescens Ninfa pos Neg Pos Pos
22 | Rhodnwus pallescens M pos Pos Pos Pos
23 | Rhodnius pallescens M neg Pos Pos Pos
24 | Rhodnus pallescens M pos Pos Pos Pos
25 | Rhodnus pallescens M neg Neg Pos Pos
26 | Rhodmus pallescens H pos Neg Pos Pos
27 | Rhodnus pallescens M pos Neg Pos Pos
28 | Rhodnus pallescens M pos Neg Pos Pos
29 | Rhodnus pallescens H pos Neg Pos Pos
30 | Rhodnius pallescens M pos Neg Pos Pos
31 | Rhodmus pallescens M neg Neg Pos Pos
32 | Rhodnus pallescens M neg Neg Pos Pos
33 | Rhodnus pallescens M neg Neg Pos Pos
34 | Rhodnus pallescens M pos Neg Pos Pos
35 | Rhodnius pallescens M neg Neg Pos Pos
36 | Rhodnus pallescens M pos Neg Pos Pos
68 | Panstrongylus geniculatus M pos Neg Pos Pos
71 | Rhodnius pallescens H pos Neg Pos Pos
72 | Rhodnius pallescens H neg Neg Pos Pos
73 | Rhodnius pallescens M pos Pos Pos Pos
74 | Rhodnius pallescens M neg Neg Pos Pos
75 | Rhodnius pallescens M neg Neg Pos Pos
76 | Rhodnius pallescens M neg Pos Pos Neg
78 | Rhodnus pallescens H neg Neg Pos Pos
82 | Rhodmus pallescens H neg Pos Pos Pos
n=25 M18H6 | Pos 13 Neg Pos 6 Neg Pos 25 Pos 23 Neg 1
N 1 12 19




ANEXO No. 2

71

Cuadro No. 13: Resultados Obtenidos de Triatominos de Colonias

Numero Especie Sexo Resultados de Wolbachia Generacion
Gonadas | Glandulas | Intestinos
Salivares
1 | Rhodnius pallescens H Pos Pos Pos ND
2 | Rhodnus pallescens | H Pos Pos Pos ND
3 | Rhodnius pallescens | H Pos Pos Pos ND
4 | Rhodnus pallescens | H Pos Neg Pos ND
5 | Rhodnius pallescens M Pos Pos Pos ND
6 | Rhodnius pallescens | H Neg Neg 4° |
7 | Rhodnus pallescens | H Neg Neg 4° |
8 | Rhodnus pallescens | M Pos Pos | Pos 5|
9 | Rhodnius pallescens | M Neg Neg 6°
10 | Rhodnius pallescens | H Neg Neg 6°
11 | Rhodnwus paliescens | M Neg Neg 6°
12 | Rhodnius pallescens | M Neg Neg 4°
13 | Rhodnius pallescens | M Neg Neg 4°
14 | Rhodnius pallescens | H Pos Pos Pos 5° |
15 | Rhodnius pallescens H Pos Pos Pos 5°
16 | Rhodnwus pallescens | H Pos Pos Neg 5°
17 | Rhodnius pallescens | H Pos Pos Pos 5°
18 | Rhodnus pallescens | H Pos Pos Pos 4°
19 | Rhodnius pallescens H Neg Neg 4°
20 | Rhodnius paliescens | H Neg Neg 4°
37 | Rhodnuus pallescens | M Neg Neg 5°
38 | Rhodnius pallescens | H Neg Neg 5°
39 | Rhodnius pallescens | H Neg | Neg | e
40 | Rhodnius pallescens | M Neg Neg e ]
41 | Rhodnius pallescens | NINFA Neg Neg 4°
42 | Rhodnuus pallescens NINFA Neg Neg 4°
43 | Rhodnius pallescens H Pos Pos Pos 4°
44 | Rhodnus pallescens H Pos Pos Pos 4°
45 | Rhodnius pallescens | M Neg Neg 3° |
46 | Rhodnius pallescens | H Neg Neg 4°
47 | Rhodnius paliescens | H Neg | Neg i B -3
48 | Rhodnuws pallescens | H Pos Pos Pos 6 |
49 | Rhodnius pallescens | H Pos Pos 1Pos | 6 ﬁJ
50 | Rhodnius pallescens | H Pos Pos 3 |
51 | Rhodnius pallescens | H Pos Neg Pos 7 3° |
52 | Rhodnius prolixus H Pos | Neg | ND J
53 | Rhodnius prolixus M Neg Neg ND
54 | Rhodnius prolixus H Ne Neg | “~Nno ]
55 | Rhodnus prolixus H Neg Neg ND
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56 | Rhodnius prolixus H Pos Neg Pos ND
57 | Rhodnius prolixus M Neg Neg ND
58 | Rhodnius prolixus M Neg Neg ND
59 | Rhodnius prohxus H Neg Neg ND
60 | Rhodnius nasatus M Pos Pos ND
61 | Rhodnius nasatus H Pos Pos ND
77 { Rhodnus pallescens H Pos Pos ND
79 | Rhodnius pictipes H Neg Neg Pos ND
80 | Rhodnius pictipes H Neg Pos Pos ND
n 48 Pos 22 Pos 19 18 Pos *
Neg 26 Neg 27

Abreviaturas.

Pos.: positivos a Wolbachia o Tripanosomas segun sea el caso

Neg.: negativos a Wolbachia o Tripanosomas segun sea el caso

ND: no determinado

En intestinos solo se le hizo la deteccion a los que previamente habian salido positivos
por Wolbachia en génadas.

H: hembra

M: macho
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ANEXO NO.3

Imagen obtenida en el Centro de Instrumentacién de la Universidad de Granada Agosto de 2006

Figura No. 18: Diferentes cortes de intestinos de R. pallescens a diferentes aumentos
en microscopia electréonica
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Imagenes sugerentes de
bactenas intracelulares

Vacuola

Cuneins 03] 0

Imagen obtenida en el Centro de Instrumentacién de la Universidad de Granada Agosto de 2006

Figura No. 19: Imagenes de microscopia electrénica realizadas a intestino y ovario

de Rhodnius pallescens de campo
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Figura No. 20: Imagen lde microscopia electronica de Wolbachia en tejidc
reproductivo. (Beard et al., 1998)
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