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RESUMEN. Se muestran los resultados de la busqueda de Leishmania y Wolbachia mediante PCR,
en flebotominos recolectados durante 2011 (febrero-marzo) en cafetales de cuatro localidades ubicadas
dentro de un transecto altitudinal en la region del Soconusco, Chiapas, México. Las especies Lutzomyia
texanay Lu. carpenteri son documentadas por primera vez para el estado de Chiapas. Wolbachia fue de-
tectada en una hembra de Lutzomyia cruciata capturada en la Finca Guadalupe Saju. Todas las muestras
fueron negativas a Leishmania.
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ABSTRACT. Using PCR-based tools, we show the results of screening for Leishmania and Wolbachia

in a phlebotomine sand flies collected during 2011 (February-march) in coffee plantations of four lo-

calities along an altitudinal transect in the Soconusco region, Chiapas, Mexico. The species Lutzomyia
texana and Lu. carpenteri are documented for the first time for the state of Chiapas. Wolbachia was

Recibido: 27/10/2011; aceptado: 06/02/2012.

401



Mickery-Pacheco et al. Deteccion de Wolbachia en flebotominos

detected in a female of Lutzomyia cruciata captured in the Guadalupe Saju farm. All samples were
negative to Leishmania.
Keywords: phlebotomine, sand flies, vector-borne diseases, ecology, biological control.

INTRODUCCION

Las leishmaniasis son un grupo de enfermedades infecciosas causadas por proto-
zoarios del género Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae). A este género
pertenecen veinte especies patdgenas para el humano (Ashford 2000). La transmisién
de estos parésitos ocurre por la picadura de insectos del género Lutzomyia (sensu
lato) y Phlebotomus (Diptera: Psychodidae). Esta enfermedad es considerada como
emergente y sin control por el TDR (Tropical Diseases Research), y se presenta en
América, Europa, Africa y Asia (Remme et al. 2002). Se estiman alrededor de 350
millones de personas viviendo en zonas de riesgo, con dos millones de nuevos casos
por afio (WHO 2010).

Se han registrado casos de leishmaniasis en 98 paises, incluido México. Su pre-
sencia ha sido registrada en 22 estados de la Republica Mexicana, con una mayor
prevalencia de leishmaniasis cutanea (LC) y visceral (LV) en el estado de Chiapas
(Sanchez-Tejeda et al. 2001, Becker et al. 2005). La LC en Chiapas afecta basica-
mente a la poblacion humana de zonas selvaticas y agricolas, siendo considerada una
enfermedad ocupacional (Becker et al. 2005, Chongo & Garcia 2010). La transmi-
sion de Leishmania ha sido documentada en plantaciones de café, en México y otros
paises (Alexander et al. 2001, Alexander et al. 2002, Sanchez-Tejeda et al. 2001,
Scorza et al. 1985). En México se han registrado 44 especies de flebotominos y una
especie fosil (Young & Duncan 1994, Ibafiez-Bernal et al. 2004, 2006, 2010, 2011),
25 de ellas en Chiapas. Entre las especies de importancia médica registradas en Méxi-
co se encuentran Lu. cruciata (Coquillett), Lu. ovallesi (Ortiz), Lu. longipalpis (Lutz
& Neiva), Lu. olmeca olmeca (Vargas & Diaz-N4jera), Lu. evansi (Nufiez-Tovar) y
Lu. shannoni (Dyar) (Ibafez-Bernal et al. 2004, Sanchez-Garcia et al. 2010).

Las poblaciones de estos vectores son combatidas principalmente con insecticidas
sintéticos (piretroides y clorofluazurén como inhibidor del crecimiento), aungue no
en México. También se han planteado alternativas bioldgicas (bacterias, sintesis de la
feromona sexual, hongos y plantas toxicas), como complemento para la destruccion
de criaderos (Alexander & Maroli 2003), que ain no estan incluidas en la Norma
Oficial Mexicana. El control genético es una alternativa muy prometedora para dis-
minuir la poblacién de vectores, mediante la distribucién de organismos con modifi-
caciones genéticas que intervengan en la transmisién de agentes patégenos (Sinkins
& Godfray 2004). Wolbachia es una bacteria intracelular obligada perteneciente a las
a-proteobacterias (Rickettsia), que es heredada maternalmente y se le encuentra en
el tejido reproductivo de insectos (Werren 1997, Werren et al. 2008). Esta bacteria
produce anormalidades reproductivas en el huésped, como partenogénesis, muerte
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de la progenie macho, feminizacién e incompatibilidad citoplasmica (IC) (Werren
et al. 2008), con una presencia estimada en el 65% de las especies de insectos (Hil-
genboecker et al. 2008). La liberacion de Aedes aegypti ( = Stegomyia aegypti) (L.)
transformada con la cepa wMel de Wolbachia, bloguea la capacidad de las poblacio-
nes silvestres para transmitir el dengue serotipo 2 (DENV-2) (Hoffmann et al. 2011,
Walker et al. 2011). Los fenotipos modificados se propagan rapidamente en las po-
blaciones naturales de mosquitos, lo que ha despertado el interés en este microorga-
nismo para usarlo en el control de insectos vectores de enfermedades e insectos plaga.
El tamizaje de Wolbachia en flebotominos se ha aplicado a 38 especies en el mundo,
ninguna procedente de México, y s6lo se ha registrado infeccion en ocho especies
(Azpurua et al. 2010, Cui et al. 1999, Ono et al. 2001). La deteccion de poblaciones
infectadas en México podria incentivar el uso de este microorganismo en estrategias
de control vectorial en un futuro préximo. El presente trabajo analiz6 la presencia de
Leishmania spp. y Wolbachia en poblaciones silvestres de flebotominos en cafetales
del Soconusco, Chiapas.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccién e identificacion de flebotominos. Los insectos fueron capturados en
cuatro localidades, ubicadas dentro de un transecto altitudinal de la zona cafetalera
del Soconusco, Chiapas, durante los meses de febrero y marzo de 2011. Las localida-
des fueron: Teotihuacan del Valle (N14°59°59.7°" 0092°14°’50.5°", 434 msnm), Ar-
govia (N15°07°28.7°” 0092°17°41.2’", 608 msnm), San José Nexapa (N15°03°46.2"’
0092°15°29.6°", 662 msnm) y Guadalupe Saju (N15°09°18.8°" 0092°17°03.0",
1007 msnm) (Fig. 1). La distancia entre sitios fue mayor a 5 km, para asegurar que
los especimenes recolectados provinieran de diferentes poblaciones, ya que el rango
de dispersion de los fleb6tomos es menor a esta distancia (Alexander 1987). Dos
métodos de captura fueron aplicados por localidad durante tres noches consecutivas
(7:00-8:00 p.m.). Cada noche, ocho trampas de luz blanca “CDC” (Model 512; Jo-
hn W. Hock Co., Gainesville, FL, EE.UU.) fueron suspendidas a 50 cm del suelo y
separadas entre si por 25 m, en un transecto lineal dentro de cada localidad (Sudia
& Chamberlain 1962). Adicionalmente, una trampa Shannon con cebo humano en el
interior fue instalada alejada 100m de las trampas de luz (Shannon 1939).

Los especimenes recolectados en cada sitio fueron depositados en frascos de vi-
drio con etanol al 96%, etiquetados y almacenados a -20 °C, hasta el momento de su
montaje. El 10% de los insectos capturados en cada localidad fueron preparados de
cuerpo completo en laminillas para su identificacion taxonémica mediante caracte-
risticas morfoldgicas tradicionales. El resto de los insectos fueron decapitados y sus
cabezas montadas en laminillas para identificacion de las especies; la parte restante
del cuerpo del insecto fue usada para la extraccion del ADN del vector y de ambos
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Figura 1. Ubicacion geografica de las localidades (*) donde se capturd a los flebotominos.

microorganismos (Wolbachia y Leishmania). Los insectos enteros y las cabezas fue-
ron procesados siguiendo el método descrito por Ibafiez-Bernal (2005a) para la ela-
boracion de preparaciones permanentes en resina Euparal® (Bioquip Products, CA,
EE.UU.) e identificados morfol6gicamente usando las claves de Young & Duncan
(1994) e Ibafiez-Bernal (1999, 2001, 2002, 2003, 2005a y b). Los abdémenes fueron
colocados en tubos Eppendorf de 200 uL (DNAsa/RNAsa free, Axygen, Inc., CA,
EE.UU.) conteniendo 100 pL de etanol 96% y almacenados a -20 °C hasta la extrac-
cion de ADN. Para este estudio no fue necesario utilizar el térax de los insectos.
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Extraccion de ADN. Las extracciones de ADN del vector, Leishmania y Wolba-
chia se hicieron en ejemplares hembra de flebotominos usando la técnica HotSHOT
descrita por Montero-Pau et al. (2008). El abdomen de cada individuo fue transferido
a un tubo Eppendorf de 0.2 mL conteniendo 50 pL de solucién tampon alcalina, para
posteriormente ser triturado con puntas para pipeta previamente esterilizadas. Las
muestras fueron incubadas a 95 °C por 30 min y almacenadas en hielo por 3-4 min;
después se le agregd 50 uL de solucion tampdn neutralizante a cada tubo, finalmente
fueron agitadas y ligeramente centrifugadas. Las muestras se almacenaron a -20 °C
hasta su posterior uso en las reacciones de PCR. Se hicieron grupos de ADN de 5
individuos por localidad para las reacciones.

Amplificacion de fragmentos de ADN por PCR. Se mezclé 10uL del extracto
de ADN de cada espécimen en un tubo Eppendorf de 200uL. En caso de un grupo
positivo se analizo el ADN individual de cada uno de los especimenes que se mez-
claron.

Para analizar la presencia de Leishmania spp., las muestras fueron tamizadas
usando los iniciadores L.MC-1S y L.MC-1R especificos para la secuencia conserva-
da dentro del ADN del minicirculo del cinetoplasto de Leishmania (Kato et al. 2005).
El tamizaje para Wolbachia se realizo usando los iniciadores especificos del gen 16S
ADNr (O’Neill et al. 1992) y wsp (Zhou et al. 1998) para detectar Gnicamente se-
cuencias de Wolbachia. Los iniciadores 12SAl y 12SBI especificos para secuencias
mitocondriales de insectos fueron usadas como control de calidad de cada extraccion
de ADN (O’Neill et al. 1992).

La mezcla de reaccion usada en el tamizaje de Wolbachia y ADN del insecto se
llevé a un volumen final de 10 pL, conteniendo solucion tampoén de PCR 1X, dN-
TP, Tag polimerasa (REDTaq® SuperPak™ DNA Polymerase, Sigma-Aldrich, MO,
U.S.A.), 1.0 yuL de ADN, 0.2 pL del iniciador (16S ADNr, wsp 0 12S mtADNr). La
mezcla de reaccion usada para el tamizaje de infeccion de Leishmania fue llevada a
un volumen final de 10 puL conteniendo Go Taq qPCR Master Mix 1X (PROMEGA),
0.4uL de cada iniciador y 1 uL. de ADN muestra. Los iniciadores usados en este es-
tudio fueron sintetizados por Eurofins MWG Operon (Huntsville, Alabama 35805,
EE.UU.).

El control positivo para Leishmania provino de un ratén infectado con Leishma-
nia mexicana, y el control positivo de Wolbachia se obtuvo de Culex quinquefascia-
tus el cual es conocido por ser portador de Wolbachia (Glaser & Meola 2010). Los
mosquitos y el ADN de Leishmania fueron proporcionados por el Centro Regional de
Investigacion en Salud Publica (CRISP) Tapachula, Chiapas. Se uso agua destilada
en sustitucién de ADN como control negativo.

El perfil de temperatura aplicado a los iniciadores de Leishmania fue: 95 °C por
2 min, 30 ciclos a 95 °C por 1min, 55 °C por 1min, 72 °C por 1 min y una extension
final de 72 °C por 10 min. El protocolo de amplificacion para los iniciadores 16S
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ADNry 12S mtADNr, fue: 94 °C por 2 min, 37 ciclos a 94 °C por 30 seg, 55 °C por
45 seg, 72 °C por 1:30 min y una extensién final de 72 °C por 10 min. El perfil de
temperatura para los iniciadores wsp fue: 94 °C por 1min, 55 °C por 1miny 72 °C
por 1min durante 35 ciclos. Las amplificaciones se realizaron en un termociclador
modelo C1000™ (BIO-RAD). A los productos de PCR se les agregé SYBR® Green
I nucleic acid gel stain 2x (SIGMA-ALDRICH) por 30 min y fueron corridos en gel
de agarosa al 2% con un marcador molecular de 100-1000 pb (Molecular PCR Low
Ladder Marker Set, SIGMA-ALDRICH, Inc. S.L. U.S.A.), para determinar la presen-
ciay tamafio del ADN amplificado. Los geles fueron observados y fotografiados bajo
luz UV en un transiluminador (KODAK Gel Logic 200, Imaging System).

RESULTADOS
Recoleccion e identificacion de flebotominos. Un total de 237 individuos fueron
capturados en esta region cafetalera del sureste de México (Cuadro 1), en las locali-
dades Teotihuacan del Valle (8.3%), Argovia (28.2%), San José Nexapa (24.3%) y
Guadalupe Saju (39.3%). El 71.4% de las capturas fueron obtenidas con las trampas
Shannon, el resto fue capturado con trampas CDC. El analisis morfoldgico realizado
al 94.1% del total de ejemplares permitié reconocer cinco especies pertenecientes al
género Lutzomyia (sensu Young & Duncan, 1994) el resto no logré ser identificado
debido a su mal estado de preservacion. Los 206 individuos identificados pertenecen
a las especies Lu. ovallesi (Ortiz 1952) (0.5%), Lu. shannoni (Dyar 1929) (0.9%),
Lutzomyia texana (Dampf 1938) (0.5%), Lutzomyia carpenteri (Fairchild & Hertig
1953) (2.9%) y Lu. cruciata (Coquillett 1907) (95.1%). La presencia de esta ultima

Cuadro 1. Porcentaje de especies capturadas por localidad y su infeccion con Wolbachia.

Localidad Altitud msnm Especie n % Individuos
infectados con
Wolbachia (%)

Teotihuacén del Valle 434 Lu. cruciata 17 100 —
Argovia 608 Lu. cruciata 56 96.5 —
Lu. carpenteri 1 1.7 —
Lu. texana 1 1.7 —
San José Nexapa 662 Lu. cruciata 48 96 —
Lu. carpenteri 2 4 —

Guadalupe Saju 1007 Lu. cruciata 75 92.3 19 (1.2)
Lu. carpenteri 3 3.7 —
Lu. ovallesi 1 1.2 —
Lu. shannoni 2 25 —
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especie en las cuatro localidades oscilé en un rango de 92.3-100%, mientras que
la presencia del resto de las especies se mantuvo en un rango de 0-4%. Lutzomyia
texana fue la Unica especie representada por un solo macho (Argovia), aunque otros
dos machos de Lu. shannoni fueron capturados en Guadalupe Saju. Todos los ma-
chos fueron capturados con trampas CDC. Lutzomyia cruciata y Lu. ovallesi fueron
capturadas con ambos tipos de trampa, aunque sus capturas fueron mas abundantes
empleando la trampa Shannon. Los especimenes de Lu. carpenteri fueron capturados
empleando trampas CDC.

Amplificacién de fragmentos de ADN por PCR. Los resultados de la amplifi-
cacion por PCR usando los iniciadores para Leishmania no proporcionaron bandas en
las muestras, solo en los controles positivos. Sin embargo, en las amplificaciones para
ADN de Wolbachia encontramos un grupo positivo (Fig. 2). Los cinco individuos
gue formaron ese grupo fueron tamizados individualmente, resultando un individuo
positivo identificado como Lu. cruciata. Los iniciadores proporcionaron un amplicon
de 900 pb correspondiente al gen 16S ADNr y 600 pb para el gen wsp (Figs. 2y 3).
Los especimenes de Lu. cruciata fueron capturados con ambos tipos de trampas en
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Figura 2. PCR para determinar infeccion por Wolbachia usando los iniciadores 76-99f y 1012-994r
especificos del gen 16S ADNr (900 pb). Los iniciadores 12SAl y 12SBI especificos para el ADN
mitocondrial de insecto 12S ADNr fueron usados como control de calidad de la extraccion de ADN
(400 pb). Lineas - M: Marcador de peso molecular; C-: control negativo; C+: control positivo; 1-
9 muestras de San José Nexapa; 10-24 muestras de la Finca Guadalupe Zaju; 25-28 muestras de
Teotihuacan del Valle; 29-39 muestras de la Finca Argovia.
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900 pb

600 pb

Figura 3. PCR para determinar infeccion por Wolbachia en el grupo 16 usando los iniciadores 76-99f
y 1012-994r especificos para el gen 16S ADNr (900 pb) y los iniciadores wsp 81f y wsp 691r del gen
WSP. Lineas — 1,5 y 9: marcador de peso molecular; lineas — 2: C+ (control positivo) gen 16S ADNT;
linea — 3: 136 (ADN Lu. cruciata) gen 16S ADNIr; linea — 4: C- (control negativo) gen 16S ADNTr;
linea — 6: C+ (control positivo) gen WSP; linea — 7: 136 (ADN Lu. cruciata) gen WSP; linea — 8: C-
(control negativo) gen WSP.

tres localidades (Argovia, San José Nexapa y Guadalupe Sajd) y Unicamente con
trampa Shannon en Teotihuacan del Valle. En Guadalupe Saju se captur6 el espéci-
men infectado con Wolbachia y se identifico la mayor cantidad de especies.

DISCUSION
La geografia de la Region Soconusco y sus caracteristicas climaticas proporcionan
ambientes ecol6gicos variables, que permiten albergar a un gran nimero de especies
tanto animales como vegetales (Sanchez & Jarquin 2004). Este estudio presenta por
primera vez la composicion de especies de fleb6tomos presentes en la Region So-
conusco y documenta la presencia de las especies Lu. texana y Lu. carpenteri en el
estado de Chiapas. Se sabia de la presencia de Lu. carpenteri en esta zona (Jeanneth
Pérez, Comunicacion personal), aunque no se habia documentado previamente. Por
su parte, las especies Lu. shannoni, Lu. ovallesi y Lu. cruciata han sido reportadas
para el estado de Chiapas (Ibafiez-Bernal 1999, 2002). Sin embargo, s6lo Lu. cruciata
esta registrada para la Region Soconusco (Ibafiez-Bernal 1999). Esta especie fue pre-
dominante en todas las localidades muestreadas en el presente estudio, demostrando
su amplia distribucion y adaptacion a esta region, ya que las especies distribuidas a
lo largo de gradientes altitudinales tienden a adaptarse a una variedad de condiciones
climaticas (Telfer & Hassall 1999). Lu. carpenteri no es antropofilica y su papel en
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la transmision de Leishmania en los animales es incierto (Rutledge et al. 1981); lo
mismo ocurre con Lu. texana (Sanchez-Tejeda et al. 2001).

Entre las especies identificadas destacan algunas consideradas como vectores im-
portantes de leishmaniasis en el sureste de México y Guatemala, como es el caso
de Lu. cruciata (Rebollar et al. 1996), Lu. shannoni (Sanchez-Garcia et al. 2010)
y Lu. ovallesi (Rowton et al. 1992). Nuestros resultados no muestran evidencias de
infeccion en la zona de estudio. Los antecedentes clinicos de casos encontrados en la
region, han sido personas que proceden de otros lugares endémicos de México o Cen-
troamérica (Ortega-Grillasca & Vidal-Antonio 1990). Tampoco se ha registrado in-
feccion con Leishmania en hospederos silvestres (Cigarroa 2011), lo que sugiere que
la tasa de infeccion es muy baja y que faltan mas estudios para descartar la presencia
de la enfermedad en esta regién de México. Sin embargo, se requieren mas estudios
sobre ecologia de flebotominos y su posible infeccidn con Leishmania en esta zona.

Existen antecedentes que sefialan a Wolbachia como un grupo de bacterias muy
abundante y con amplia distribucion en artrépodos, que incluye a insectos (Werren
1997). Se ha estimado que el 20% de los insectos neotropicales podria encontrarse
infectado con Wolbachia (Werren et al. 1995), aunque la presencia de este simbionte
no ha sido determinada para la mayoria de las especies de insectos hasta ahora descri-
tas. Los flebotominos forman un grupo que incluye méas de 800 especies, pero solo se
ha registrado infeccion con Wolbachia en un pequefio subgrupo de aproximadamente
ocho especies (5 Lutzomyia, 3 Phlebotomus) (Azpurua et al. 2010, Cui et al. 1999,
Ono et al. 2001). En este trabajo se registra por primera vez la infeccién natural con
Wolbachia en una poblacion silvestre de Lu. cruciata. De las especies aqui examina-
das, solo Lu. shannoni ha sido asociada con este simbionte a partir de especimenes
recolectados en Colombia (Ono et al. 2001). En el presente estudio no fue posible
registrar su presencia en Lu. shannoni, quiza por los pocos ejemplares recolectados.
Los bajos niveles de infeccidn registrados para Lu. cruciata y su ausencia en el resto
de las especies identificadas en este trabajo sugieren que la asociacion de Lutzomyia
spp. con Wolbachia no es algo comun en esta region. Lu. cruciata es una especie con
amplia distribucion y recientemente incriminada como vector de la leishmaniasis en
nuestro pais (Pech-May et al. 2010), por lo tanto el presente registro resulta de gran
interés para el desarrollo de estrategias que permitan el manejo de Wolbachia para el
control genético de los vectores de leishmaniasis. El bajo nivel de infeccion registra-
do contrasta con los descritos en otras partes del mundo para diferentes especies de
flebotominos (Azpurua et al. 2010), lo que puede deberse a las bajas tasas de transmi-
sion maternal reportadas para otras especies del grupo (Kassem & Osman 2007). Sin
embargo, la realizacion de estudios sobre la distribucion y presencia de Wolbachia en
flebominos de otras regiones de la Republica Mexicana y los fenotipos reproductivos
gue produce en ellas, son necesarios para sus futuras aplicaciones en el control de los
vectores de leishmaniasis.
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