Revista de la Facultad de Ciencias Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin
V 5 N 2 Julio-Diciembre de 2016 e ISSN-e 2357-5749 e Articulo Investigacién
Paginas 38 a 54

PRESENCIA DE Wolbachia y Leishmania EN UNA
POBLACION DE Lutzomyia evanst DE LA COSTA CARIBE
DE COLOMBIA®

PRESENCE OF Wolbachia AND Leishmania IN A
POPULATION OF Lutzomyia evansi FROM THE
CARIBBEAN COAST OF COLOMBIA.

RAFAEL J. VIVERO-GOMEZP ¢, MANUELA GUTIERREZ-GARCIA", CLAUDIA X.
HERRERAY, GLORIA CADAVID-RESTREPO®, SANDRA URIBE-SOTO"

Recibido 31-03-2016, aceptado 01-08-2016, versién final 06-09-2016.
Articulo Investigacién

RESUMEN: Lutzomyia evansi es importante en salud publica por su participacién en la trasmisiéon de
la leishmaniasis visceral y cutdnea en la costa caribe de Colombia. Diversos estudios se han desarrollado
sobre la poblaciones naturales de Lutzomyia evansi, sin embargo, pocos estudios han explorado en profun-
didad la deteccién de microorganismos simbidticos (ej. Wolbachia) y de manera simultdnea la presencia de
Leishmania sp.. El endosimbionte Wolbachia ha sido propuesto en la actualidad como control biolégico de
insectos vectores de diversas enfermedades tropicales. En el presente estudio el ADN de tres especies del
género Lutzomyia colectadas en el municipio de Ovejas (Departamento de Sucre) fue evaluado para detectar
la infeccién natural por la bacteria Wolbachia y la presencia de parasitos del género Leishmania. E1 ADN
total de 176 individuos adultos y 34 inmaduros (larvas y pupas) de Lu. evansi, fue utilizado para evaluar la
deteccién de Wolbachia mediante amplificacién por PCR del gen WSP (Proteina Mayor de la Superficie de
Wolbachia) y la infeccién por Leishmania mediante amplificaciéon por PCR de un segmento del gen HPSN70
(Proteina de Choque Térmico). Se encontré un grupo de machos infectado de forma natural por Wolbachia
y nueve grupos de hembras con infeccién natural por Leishmania, todos pertenecientes a Lutzomyia evansi.
El analisis filogenético de la secuencia del gen WSP de Wolbachia indica la ubicacion de la cepa detecta-
da dentro del supergrupo B (haplogrupo wLeva) y su relacién con haplotipos previamente reportados de
Lutzomyia evansi y Lutzomya dubitans. Una regién de 418 pb del gen HSP-70N fue secuenciada y mostré
similaridad con secuencias de Leishmania luego de realizar el anélisis en BlastN. Se confirma la presencia de
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Wolbachia en poblaciones silvestres de machos de L. evansi y la infecciéon natural por Leishmania spp. en
hembras de la misma especie cuya infeccién por Wolbachia resulto negativa.

PALABRAS CLAVE: ADN, Lutzomyia evansi, infeccién natural, Wolbachia, Leishmania.

ABSTRACT: Lutzomyia evansi is important in public health for its role in the transmission of visce-
ral leishmaniasis on the Caribbean coast of Colombia. Various studies have been developed on the natural
populations of Lutzomyia evansi, however few studies have explored in depth the detection of symbiotic
microorganisms (eg. Wolbachia) and simultaneously the presence of Leishmania sp. The endosymbiont Wol-
bachia has been proposed actually as biological control of insect vectors of various tropical diseases. In the
present study the DNA of three species of sandflies collected in the municipality of Ovejas (Sucre Depart-
ment) was evaluated for natural infection by Wolbachia and the presence of parasites of the Leishmania
genus. The total DNA of 176 adult individuals of different species and 34 immature (larvae and pupae) of
Lutzomyia evansi, was used to evaluate the detection by PCR amplification WSP gene (Major Surface Pro-
tein Wolbachia) and Leishmania infection by PCR amplification of a segments of HPSN70 gene (Heat Shock
Protein). A group of males naturally infected by Wolbachia and nine groups of females naturally infected
with Leishmania were found, all associated with Lutzomyia evansi. Phylogenetic analysis of the sequence of
WSP gene of Wolbachia indicates the location of the strain detected within the supergroup B (haplogroup
wlLeva) and its relation to previously reported haplotypes of Lutzomyia evansi and Lutzomya dubitans. A
region of 418 bp of HSP-70N gene was sequenced and showed similarity with sequences of Leishmania after
performing the analysis BlastN. The presence of Wolbachia in wild populations of of Lutzomyia evansi and
the natural infection with Leishmania spp is confirmed.

KEYWORDS: Colombia, Lutzomyia evansi, natural infection, Wolbachia, Leishmania.

1. INTRODUCCION

La leishmaniasis conforma un grupo de enfermedades infecciosas que afecta la piel, la mucosa y las
visceras (Zambrano, 2014). Estas afecciones son causadas por protozoarios del género Leishmania
(Kinetoplastida: Trypanosomatidae) que infecta a humanos y animales mediante la picadura de
hembras del género Lutzomyia en América (Gonzdlez et al., 2006; Zambrano, 2014). Los ciclos de
transmisiéon de la leishmaniasis perduran por efecto de la contaminacién, cambios ambientales como
la deforestacion, expansion de la frontera agricola, la construccion de presas y la urbanizacién, entre
otros (Sanchez et al., 2015; Gémez et al., 2016).

En Colombia se registra la presencia de 164 especies de la subfamilia Phlebotominae, siendo uno
de los paises con mayor diversidad a nivel mundial, con alto niimero de especies (n = 13) incrimi-
nadas como vectores (Vivenes et al., 2005; Bejarano, 2006; Cortés & Ferndndez, 2008; Contreras
et al., 2012; Vivero et al., 2013; Bejarano et al., 2015). Dentro de estas especies, Lutzomyia evansi
es un reconocido vector primario de Leishmania infantum, patégeno que genera la leishmaniasis

visceral en la Costa Caribe de Colombia y otras regiones de Latinoamérica, y también es conside-
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rado importante porque algunas de sus poblaciones naturales han sido encontradas infectadas por
pardsitos causantes de leishmaniasis cutanea (Cortés & Fernandez, 2008), relacionados filogenéti-
camente y por su patréon de desarrollo intestinal con especies del subgénero Viannia (Cazorla et
al., 2010; Montoya-Lerma et al., 1996; Pérez—Doria et al., 2011).

Los antecedentes expuestos y la presencia de Lutzomyia evansi en areas urbanas, periurbanas y
rurales (Pérez—Doria et al., 2011; Paternina, 2012; Bejarano et al., 2015), hacen necesario el disefio
y la aplicacién de medidas de intervencién, diferentes a las de tratamiento quimico con insecticidas
(Bejarano et al., 2003; Bejarano, 2006; Cochero et al., 2007; Gonzdlez et al., 2006; Paternina—
Gémez et al., 2011). Dentro de las medidas alternativas se encuentra el empleo de bacterias endo-
simbiontes como control biolégico y genético para disminuir la poblacién de vectores (Hoffmann et
al., 2015; Finney et al., 2015).

Wolbachia es una bacteria simbionte intracelular obligada perteneciente a las a-proteobacterias
(Rickettsia), de transmisién vertical y se encuentra en glandulas salivales, intestino y tejido re-
productivo de insectos (Werren et al., 1997; Werren et al., 2008). Algunos fenotipos de Wolbachia
generan alteraciones reproductivas y fisiolégicas en sus hospedadores dentro de las cuales se encuen-
tran la feminizacién, induccién a partenogénesis, muerte a machos, incompatibilidad citoplasmaética,
fecundidad, actividad locomotora y supervivencia (Florez Molina, et al., 2006; Fabio et al., 2007; We-
rren et al., 2008). Las cepas de Wolbachia que infectan principalmente hospederos artrépodos se
encuentran en los supergrupos A y B (Zhou et al., 1998; Gonzilez & Martinez, 2010; Hoffmann et
al., 2011; Walker et al., 2011).

Es necesario indicar que los estudios que incluyen la aplicacion de Wolbachia para el biocontrol
de insectos transmisores de enfermedades infecciosas, debe vincular en primera instancia el estatus
de infeccién y diferenciacién de las cepas de Wolbachia, como también incluir el andlisis del efecto
de Wolbachia sobre especies no blanco por una potencial transmisién horizontal que afecte la di-
namica de las poblaciones naturales de otros artrépodos (Dedeine et al., 2005; Florez Molina, et
al., 2006; Gonzélez & Martinez, 2010; Hoffmann et al., 2011; Walker et al., 2011).

En este estudio se planteé como objetivo inicial detectar la bacteria Wolbachia y el pardsito
Leishmania en especies del género Lutzomyia colectadas en el ambiente urbano del municipio de

Ovejas (departamento de Sucre, Costa Caribe de Colombia).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Colecta, procesamiento e identificacion taxonémica de flebotomineos

Los insectos del género Lutzomyia fueron colectados en ambientes urbanos del municipio de Ove-
jas (7513'0;931'N;27Tmsnm), ubicado en el departamento de Sucre. Se realizé una exploracién
entomolégica por dos dias en noviembre de 2013, época de alta precipitacién. Los muestreos en-
tomoldgicos estuvieron enmarcados dentro del proyecto “Estrategia Integral para el control de la
leishmaniasis en Colombia”, en actividades asociadas a la descripcién de los sitios de cria naturales
de Lutzomyia evansi, motivo por el cual el mayor esfuerzo de colecta estuvo centrado sobre este
topico y no sobre la colecta de estados adultos. Sin embargo, se indica que el mes de noviembre
corresponde al periodo de lluvias en donde la abundancia de las especies de Lutzomyia incrementa
de manera significativa, lo que garantiz6 contar con una alta proporcién de ejemplares para la detec-
cién del endosimbionte Wolbachia. Esta localidad es catalogada como un ecosistema de bosque seco
tropical (Hernéndez et al., 1992; Holdrige, 1967) ubicada en la costa norte del Caribe de Colombia.
Se utilizaron trampas de luz blanca tipo mini CDC ubicadas en el intradomicilio y peridomicilio de

las viviendas para. colectar los flebotomineos adultos.

Los insectos adultos colectados se transportaron y almacenaron en seco usando viales de 1,5mL,
conservandolos en el laboratorio a —20C y se procesaron de la siguiente forma: 1) La cabeza y
los tres ultimos segmentos abdominales fueron fragmentados para la identificacién de especie con
claves taxonémicas (Young & Duncan, 1994), 2) el térax, alas y el resto de segmentos abdominales
se almacenaron a —20C hasta el proceso de extraccién de ADN para posterior detecciéon y caracte-

rizacién de Wolbachia y Leishmania.

Adicionalmente inmaduros de Lu. evansi, fueron recuperados en sitios de cria naturales del am-
biente urbano del municipio de Ovejas mediante extracciéon de sustratos y examen directo bajo
estereomicroscopio (Vivero et al., 2015). Estos inmaduros también fueron contemplados para la

deteccion de Wolbachia, utilizando el mismo protocolo de extraccién de ADN de adultos.

2.2. Extraccion de ADN total de adultos e inmaduros

Posterior al reconocimiento taxonémico de especies del género Lutzomyia, los machos y las hembras
se organizaron y agruparon por especies en tubos Eppendorf de 1,5ml. Los inmaduros fueron
analizados de forma individual. El ADN se extrajo segin el protocolo de altas concentraciones
de sales descrito por Collins et al. (1987). La calidad y concentracién del ADN se evaluaron
mediante electroforesis en gel de Agarosa al 1%. Se cuantificé en un Nanodrop (Thermo Scientific)
y adicionalmente se amplifico6 por PCR un fragmento del gen COI para evaluar la calidad del

ADN y ausencia de inhibidores de la PCR (Figura 1a). El fragmento amplificado sirvi6 luego para
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confirmar la identidad taxonémica de grupos de adultos que resultaron de interés por la infeccion
de Wolbachia o Leishmania, como también para verificar la identidad de inmaduros por la ausencia

de claves morfoldgicas (Vivero et al., 2015).

2.3. PCR y secuenciacion parcial del gen WSP de Wolbachia

Se utilizaron oligonucle6tidos previamente descritos por Braig et al. (1998) (wsp81F-5" TGGTC-
CAATAAGTGATGAAGAAAC -3'; wsp691R-5’AAAAATTAAACGCTA CTCCA-3'), que ampli-
fican un fragmento parcial (590pb - 632pb) del gen codificante de la principal proteina de superficie
de Wolbachia (WSP). La mezcla de reaccién usada para la deteccién de Wolbachia incluyé 2ul de
ADN muestra, en un volumen final de 20ul segun las condiciones descritas por Zhou et al. (1998) y
el perfil térmico registrado en el estudio de Werren et al. (1995). Se incluy6 como control positivo de
la PCR el ADN obtenido de 10 larvas (L4) de Aedes aegypti infectadas con una cepa de referencia
de Wolbachia (Grupo A, cepa wMel) bajo condiciones de laboratorio en el insectario (PECET)
(Figura 1b-1c), que sirvié adicionalmente para la estandarizacién de la amplificacién por PCR del
gen WSP. Los productos parciales de WSP fueron clonados y secuenciados empleando el servicio

de la Compaiiia Macrogen Inc. en Corea.

2.4. Identidad de cepas de Wolbachia con base en secuencias reportadas y sus
relaciones de filogenia

Los cromatogramas obtenidos a partir de los productos del gen WSP de Wolbachia fueron verifica-
dos y editados con Bioedit v7.2.5 (Hall, 1999), para obtener las secuencias consenso relacionadas con
cada Lutzomyia. La secuencias editadas se contrastaron inicialmente con genes de WSP de cepas de
Wolbachia relacionadas principalmente con artréopodos, usando BLAST-N (Altschul et al., 1997),
para confirmar la identidad del fragmento obtenido. Se contempld el marco de lectura del alinea-
miento nucleotidico reportado por Scott O’Neill (ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/embl/align/
Numero de acceso DS42468) (Ono et al., 2001).

Los algoritmos Clustal W (Higgins et al., 1992) y Muscle (Robert, 2004) incorporados en MEGA
6 (Tamura et al., 2007), fueron empleados para la obtencién final del alineamiento de las secuen-
cias del gen WSP obtenidas en Lutzomyia y reportada en GenBank de artrépodos. Los patrones
de divergencia genética y las distancias genéticas K2P fueron evaluadas utilizando Bioedit v7.2.5
(Hall, 1999) y el software DNAsp 5.0 (Jaramillo Jaramillo, et al., 1981). Se realizé una verificacién
y/o validacién de eventos de recombinacién y presencia de quimeras con el software RDP4 (Martin
et al., 2005) para las secuencias obtenidas, con la finalidad de garantizar la veracidad de la varia-

bilidad nucleotidica con respecto a las secuencias previamente reportadas en GenBank.

Para evaluar la identidad y ubicacién en posibles haplogrupos con base en relaciones filogenéticas
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a partir de las secuencias del gen WSP se realizdé un dendograma de Neighbor Joining construido
con todas las secuencias reportadas, en el programa MEGA 6 (Figura 2). La tnica secuencia del
fragmento parcial del gen WSP de Wolbachia de este estudio estd depositada en el GenBank
(National Center for Biotechnology Information - NCBI) con el nimero de acceso KM594548.

2.5. Amplificacién por PCR del gen HSP-70N de Leishmania en grupos de
hembras

Previo a la PCR para la deteccién de Wolbachia se realizé6 PCR para la detecciéon de infeccién por
Leishmania, con las condiciones térmicas y los oligonucleétidos descritos por Fraga et al. (2010)
(HSP70-F25 -5 GGACGCCGGCACGATTKCT -3’; HSP70-R617 5- CGAAGAAGTCCGATA
CGAGGGA -3’) que amplifican un fragmento parcial de 593pb del gen HSP-70N (gen que codifica
para la Proteina Citoplasmatica de Choque Térmico 70) (Figura 1d). Se incluyé como control
positivo el ADN de las especies Leishmania nsis (Cepa referente UA 2903), provisto por la
Unidad de Biologia Molecular del PECET. Los productos parciales obtenidos de Leishmania fueron
secuenciados en ambos sentidos de la doble cadena de ADN, empleando el servicio de la Compania

Macrogen Inc. en Corea.

MILCH GI6 GIOGL Gl4 G2 G GTGE G0 Gl 3 CP MPLkb MPlkh  FTtezal Sh4agsl lldngsl Llagsl O

MP1kb Gé G3 Glé GIT G0 . CPF CN MPlkb

Figura 1: Geles de Electroforesis al 2% (a) PCR del gen COI (b) Estandarizacién de la amplificacién del gen WSP
de Wolbachia en insectos. (c) Identificacién molecular mediante PCR del gen WSP de la infeccién natural por
Wolbachia en pooles de Lutzomyia de Ovejas. (d) Identificacién molecular de infeccién por Leishmania en Lu.

evansi. CN control negativo; CP: Control positivo MP1kb: Marcador de peso molecular.

V 5 N 2 Julio-Diciembre de 2016 e ISSN-e 2357-5749 e Articulo Investigacién 43



RAFAEL J. VIVERO-GOMEZ, MANUELA GUTIERREZ-GARCIA, CLAUDIA XIMENA-HERRERA, GLORIA CADAVID-RESTREPO,

3. RESULTADOS '

3.1. Identificacion de ejemplares del género Lutzomyia

Un total de 176 adultos colectados y 34 inmaduros recuperados en sitios de cria naturales,
fueron obtenidos alrededor de la zona urbana del municipio de Ovejas. El empleo de claves
morfolégicas y el andlisis complementario de las secuencias del gen COI, permitié confirmar la
identificacion taxonémica de adultos e inmaduros (resultados no mostrados) incluidos en el estudio.
Se determinaron las especies Lu. evansi (nimero de individuos adultos = 160; inmaduros = 34), Lu.
panamensis (nimero de individuos adultos = 11) y Lu. gomezi (nimero de individuos adultos = 5)
(Tabla 1). La asignacién taxonémica de especie y del sexo de los flebotomineos permitié conformar

53 grupos para la deteccién molecular de Wolbachia y Leishmania mediante PCR.

3.2. Deteccion de la infeccion por Wolbachia en Lu. evansi.

Tabla 1
Especie de Numero Nitimero total de Grupos infectados con  Grupos infectados con
Estado K de grupos . Wolbachia (ntimero de Leishmania
flebotomineo i ejemplares o ) o
analizado individuos) (nimero de individuos)
Hembra Macho
Lu. evansi 16 143 17 1(10) 9(90)
Adultos Lu. panamensis 2 7 4 - -
Lu. gomezi 1 5 - - -
Inmaduros Lu. evansi 34 - - - -
Total 3 53 155 21 1(10) 9(90)

Se detect6 la infeccién natural por Wolbachia en un grupo de machos de Lu. evansi (nuimero
individuos = 10) catalogado como grupo 16 (G16) (Figura lc; Tabla 1). Se denoté una correcta
amplificacién del producto esperado de 600pb. El producto amplificado (Tamano de 600pb) fue ép-
timo para la secuenciacién de gen WSP de Wolbachia detectado en Lu. evansi (Nimero de acceso
GenBank KM594548) El andlisis preliminar con BLAST confirmé la presencia de Wolbachia y la
identidad del gen WSP con porcentajes de similaridad del 96 %. El dendrograma Neighbor Joining,
generado con secuencias parciales del gen WSP de Wolbachia de otros insectos reportados en Gen-
bank (Figura 2), ilustra la ubicacién del haplotipo WbLevaov16 detectado en machos de Lu. evansi,
ubicado en el supergrupo B y en el haplogrupo wLeva previamente reportado en el municipio de
Ovejas en flebotomineos colectados durante la época seca (Vivero et al. en prensa, 2016). Se aprecia
mayor relacién con los haplotipos de Wolbachia WbLevov75 y WbLdubov48 reportados para Lu.
evansi y Lu. dubitans. El haplotipo WbLevaov16 (KM594548) presenta una relacién cercana con
el grupo Con y otros grupos como Dei, Crag, Unif y Prn, los cuales en su mayoria tienen cepas de

Wolbachia aisladas de Mosquitos (Figura 2).
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Figura 2: Dendograma de Neighbor Joining de secuencias parciales del gen WSP, que ilustra en el circulo rojo la
ubicacién de la cepa de Wolbachia encontrada en Lu. evansi y en los tridngulos verdes cepas de Wolbachia
previamente reportadas. En circulo azul control positivo de la cepa wMel
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Figura 3: Dendograma de Neighbor Joining de secuencias parciales del gen HSPN-70 realizado en BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) con secuencias disponibles en GenBank, que ilustra en el circulo rojo la ubicacién del

asilamiento de Leishmania spp., encontrada en poblaciones naturales de Lu. evansi.

El andlisis de la variabilidad nucleotidica de la secuencia de Wolbachia detectada revela entre 3
y 6 sitios variables, con respecto a los haplotipos reportados del haplogrupo wLeva. Los valores
mas bajos de distancias genéticas pareadas de Kimura de WbLevaovi16 estuvieron entre 0,007 al
compararse con WbLcyov56, WbLdubov43, WbLdubov45; 0,012 con WbLevov75, WbLdubovd1l y
0,014 con el haplotipo WbLcyov59 que corresponde a otra cepa de Wolbachia detectada en Lu.
cayennensis. Las distancias genéticas del haplotipo WbLevaov16 con respecto a cepas de Wolbachia
identificadas en especies de la subfamilia Phlebotominae y ubicadas en el supergrupo A, fueron
de 0,251 (wPap-Phlebotomus papatasi), 0,027 (wPrn Phlebotomus perniciosus) y 0,171 (wWhi -
Lutzomyia whitmani, Lutzomyia shannoni). Las distancias genéticas con respecto al control positivo

de Wolbachia (Cepa wMel) ubicado en el supergrupo A fueron de 0,214.

3.3. Deteccién de la infeccion con Leishmania por PCR del gen HSP-70N

De los 53 grupos de flebotomineos fueron seleccionados 13 grupos conformados por hembras de la
especies Lu. evansi, Lu. gomezi y Lu. panamensis para la deteccién natural de Leishmania. Nueve
grupos de Lu. evansi resultaron positivos con el fragmento esperado de 590pb del gen HSP-70N
(Figura 1d). Sin embargo solo una secuencia editada de 418pb del gen HSP-70N del grupo 6 de Lu.
evansi, fue obtenida de forma legible y mostré mayor similaridad con secuencias de Leishmania del
subgénero Viannia luego de realizar el anélisis en BlastN. Los mayores porcentajes de similaridad
(93%) se presentaron con secuencias del gen HSP-70N Leishmania panamensis (X M10702330,1,
C'P009397,1), sin embargo el andlisis de la secuencia obtenida sélo permite definir su relacién con
el subgénero Viannia y su separacién de secuencias del gen HSP-70N pertenecientes a Leishmania

infantum (Figura 3).

4. DISCUSION

La deteccién de la infecciéon natural de Wolbachia por la presencia de su ADN en poblaciones

silvestres de insectos vectores presentes en areas donde se reportan enfermedades infecciosas, es
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importante porque este endosimbionte puede ser usado como control biolégico para disminuir las
tasas de infeccién al bloquear la actividad patogénica de diversos microorganismos (virus y para-
sitos) (Ono et al., 2001; Azpurua et al., 2010; Rodriguero & Marcela, 2013; Wallace, 2013). Este
estudio reporta y confirma la presencia de Wolbachia en un grupo de machos de Lu. evansi, especie
de gran interés por ser el vector principal de la leishmaniasis visceral en la costa caribe de Colombia

y algunos paises de Centroamérica (Gonzalez et al., 2006).

El hallazgo de Wolbachia sugiere revisar en futuras investigaciones la variabilidad genética de Lu.
evansi, por la capacidad de este endosimbionte para recombinarse con los genomas mitocondriales y
nucleares de los hospederos (Baldo et al., 2006; Ellegaard et al., 2013). Algunos estudios han suge-
rido que Wolbachia puede promover la especiacién rapida causando incompatibilidad reproductiva
entre las poblaciones (Kittayaponga et al., 2000; Sinkins et al., 2005; Azpurua et al., 2010). Esta
apreciacion coincide con la sugerencia de Azpurua et al. (2010), sobre la necesidad de explorar los
patrones de transmisién de Leishmania en diferentes haplotipos de Lutzomyia trapidoi, los cuales
resultaron ser positivos para Wolbachia, presentaron alta variabilidad intra-especifica del marca-
dor mitocondrial COI y mostraron tasas diferenciales de infeccién por Leishmania. Lo expuesto
anteriormente resultaria de gran interés epidemiolégico asociado a nuestro estudio, porque varian-
tes genéticas (haplotipos) de Lu. evansi pueden reflejar diferencias en la competencia vectorial y
la dindmica de transmision de la leishmaniasis en diferentes areas de influencia del parasito y de

reservorios de la enfermedad.

Las cepas de Wolbachia varfan en forma considerable segin sus hospederos (Gonzilez & Marti-
nez, 2010; Rodriguero & Marcela, 2013) y en cuanto a su dindmica de fijacién o efectos generados
en el insecto como la incompatibilidad citoplasmatica. Por tal motivo existe la posibilidad en el
panorama del control bioldgico, de que la cepas de Wolbachia transfectadas en un nuevo hospedero
(insecto vector de interés) puede verse alterada por las cepas ya existentes de la poblacién silvestre
de insectos (Rodriguero & Marcela, 2013), (Hoffmann et al., 2015). En este contexto la deteccién
molecular de la cepa de Wolbachia en Lu. evansi, es importante porque permite conocer su genotipo,
relacién con otros insectos hospederos y estimar posibles efectos que puede tener la cepa Wolba-

chia, como el de transmisién horizontal al estar presente en otras especies de Lutzomyia de la regién.

El analisis de secuencias del gen WSP de nuestro estudio indica que la cepa de Wolbachia encon-
trada en machos de Lu. evansi se sitiia en el supergrupo B, uno de los primeros en ser estudiados
y se corresponden con las cepas responsables de la incompatibilidad citoplasmatica, partenogénesis
en huevos y feminizacién en los artrépodos (Werren et al., 1997). Dentro de este sistema de clasi-
ficacién de supergrupos, se ha propuesto subdividirlos en otros mas pequenos (“grupos”, linajes o
cepas) basdndose en la secuencia del gen WSP. La cepa detectada en machos de Lu. evansi tiene

relacion con cepas de los grupos Con, Unif, Dei, Prn y Gel que en su mayoria han sido detectadas
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en dipteros, indicando que estas cepas tienen gran capacidad de adaptacién por sus hospederos
y de infectividad por diferentes 6rganos (Zhou et al., 1998; Ruang—Areerate et al., 2003). Los
hospederos de las cepas Con, Unif, Dei, Prn relacionados corresponden con los dipteros Phleboto-
mus perniciosus, Mansonia uniformis, Mansonia indiana, Culex sitiens, Trichograma deion, Culex

gelidus y al escarabajo Tribolium confusum principalmente (Ono et al., 2001; Azpurua et al., 2010).

Resulta necesario indicar que la cepa de Wolbachia encontrada en Lu. evansi, tiene lejana relacién
con las cepas encontradas en Lu. shannoniy Lu. whitmani (Ono et al., 2001). Esto indica que dife-
rentes especies de flebotomineos han sido infectadas con diferentes cepas de Wolbachia en distintas

ocasiones (Ono et al., 2001).

El desarrollo de estudios sobre la deteccién de la infeccién por Leishmania y Wolbachia en hembras
de poblaciones del género Lutzomyia aporta informacion preliminar para el disefio potencial de
estrategias de control bioldgico de estos insectos vectores. Dentro del grupo de especies encontradas
en este estudio, Lu. gomezi presenta antecedentes epidemiolégicos por ser un vector reconocido de
leishmaniasis cutanea en la Costa Caribe y otras regiones del pais tanto en zonas rurales como en
zonas urbanas (Cochero et al., 2007; Azpurua et al., 2010; Paternina—Gémez et al., 2011; Paterni-
na, 2012).

Esta especie también ha sido encontrada infectada naturalmente con diferentes especies de Leishma-
nia en distintos paises de Suramérica (Gonzalez et al., 2006; Paternina—Goémez et al., 2011; Azpurua
et al., 2010). Sin embargo, en nuestro estudio, no se detecté la infeccién natural con Leishmania ni
con Wolbachia en esta especie. El grupo de individuos de Lu. panamensis también resulté negativo
a la infeccién natural por Wolbachia y Leishmania, la presencia de sus ejemplares en el drea de
estudio es un hallazgo de interés ecoepidemiolégico, porque esta especie es un vector reconocido de
Leishmania (Viannia) panamensis en Panama (Christensen et al., 1972) y fue encontrada infectada

naturalmente con Leishmania (Viannia) braziliensis en Venezuela (Rodriguez et al., 1999).

Es necesario precisar que la ausencia de Wolbachia y Leishmania en estas dos especies (Lutzomyia
panamensis y Lutzomyia gomezi) puede estar influenciada por el esquema de muestreo, la reducida
escala geografica al considerase como una exploracién puntual y la baja abundancia encontrada,

que reduce la posibilidad de acceder a su ADN.

A diferencia, varios grupos de hembras de Lutzomyia evansi fueron encontrados positivos a la in-
feccién por Leishmania (Viannia) spp en el estudio. Estos resultados son congruentes con el reporte
preliminar realizado por Bejarano et al. (2012). Sin embargo es necesario precisar que el ADN de
los mismos grupos resulté negativo para Wolbachia. En contraste Azpurua et al. (2010), reporté

co-infeccién por Wolbachia y Leishmania en otras especies del género Lutzomyia. Lu. evansi es el
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vector principal de la leishmaniasis visceral en la costa caribe de Colombia (Sucre, Bolivar, Cérdo-
ba) y vector secundario en ausencia de Lutzomyia longipalpis en algunas regiones de Colombia y

determinados paises de Centroamérica (Gonzalez et al., 2006).

5. CONCLUSIONES

Se confirma la infeccién natural por el endosimbionte Wolbachia en machos de Lu. evansi y la
deteccién del pardsito Leishmania en un grupo de hembras que carecia de la infeccién de Wolbachia.
Se sugiere realizar mas estudios en otras localidades de la regién Caribe y de Colombia para aportar
a la filogenia y distribuciéon de Wolbachia en estos insectos vectores y relacionarlos a los niveles de

infeccion simultaneos de Wolbachia y Leishmania.
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