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No es una casualidad que “Science” una de las més prestigiosas
revistas de ciencia a nivel mundial haya realizado en junio de
este afio, una separata completa de los ultimos avances sobre
los microbiomas: “la interaccién entre la microbiota y su nicho
especifico”. Los microorganismos representan la mayoria de la
vida de la tierra, presentes en todos los ambientes, sobre y bajo
la superficie, en los océanos, en la atmdsfera y dentro de los
organismos multicelulares. El hombre representa claramente
este ejemplo, donde la microbiota tiene un papel critico en
diversas areas como salud publica, agricultura, energia y medio
ambiente. Tal es este efecto que se estima que la microbiota
intestinal humana contribuye con el 369 de las moléculas
pequefias que se encuentran en la sangre humana y también
juega un papel importante en la creacion de la susceptibilidad
a ciertas enfermedades (Hood 2012).

Proyectos como el microbioma humano y el microbioma ter-
restre se crearon recientemente para responder a preguntas
como ;Qué hace un microbio individualmente?, ;cémo inter-
actuan las comunidades de microorganismos para modificar
el medio ambiente? ;C6mo redisefiar microbios y sus comu-
nidades para que ejecuten tareas y soporten los desafios de
las comunidades modernas? El secuenciamiento del DNA de
ultima generacién y los estudios funcionales han comenzado a
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revelar la importancia de estos habitan-
tes internos para nuestra evolucién, de-
sarrollo, metabolismo, sistema inmune,
susceptibilidad a infecciones y enferme-
dades (Hood 2012, Mueller et al. 2012).

La microbiota intestinal se puede definir
como la comunidad de microbios que
viven en el tracto intestinal de un indi-
viduo, de forma intracelular (células es-
pecializadas) o extracelular (vida libre),
representada por bacterias, virus, hon-
gos, nematodos entre otros endosim-
biontes (Gordon 2012). La composicién
y actividad de la microbiota intestinal
se desarrolla conjuntamente con el hos-
pedero desde su nacimiento y esté su-
jeta a complejas interacciones que de-
penden del genoma, nutricién y estilo de
vida del hospedero. La microbiota intes-
tinal estd involucrada en la regulacién
de multiples vias metabdlicas en el hos-
pedero, dando lugar a una sefializacién
metabdlica interactiva e inmunoinflama-
toria entre el hospedero y su microbio-
ta, ejes que fisiolégicamente conectan
el intestino, el masculo y el cerebro. Un
entendimiento mas profundo de estos
ejes, es un prerrequisito para optimizar
estrategias terapéuticas para la manipu-
lacién de la microbiota intestinal dirigi-
das hacia combatir enfermedades y me-
jorar la salud (Nicholson et al. 2012).

En insectos, varios estudios también
han avanzado en el conocimiento de las
comunidades microbianas y su influen-
cia sobre su hospedero principalmente
de aquella que se encuentra en el intes-
tino. Se sabe por ejemplo que el éxito de
la produccién agricola es fuertemente
dependiente de las abejas polinizadoras
y que la variabilidad de la microbiota
debido a cambios ambientales, pesti-
cidas y presiéon de patdégenos puede

llevar a grandes pérdidas poblacionales.
Estudios metagenémicos de la micro-
biota de abejas ha demostrado su papel
en la nutricién y salud de estos insec-
tos, con actividad importante sobre el
metabolismo de los carbohidratos y la
dieta. Interesante notar que una nueva
especie, Snodgrasella junto a Gilliamella,
protegen a esta especie de la invasion
bacteriana principalmente en el intes-
tino y en el recto (Engel et al. 2012).
Los primeros trabajos en esta especie
fueron realizados por Garcia y colabo-
radores en 2006, cuando se caracter-
izaron los microorganismos cultivables
asociados con Apis mellifera a partir de
polen almacenado y transportado en
corbiculas y tracto digestivo de las abe-
jas (forrajeras y recién nacidas), aislan-
do bacterias pertenecientes a los géne-
ros Pseudomonas, Streptococcus, Micro-
coccus, Lactobacillus, Klebsiella, Proteus
y Arthrobacter y hongos de los géneros
Rhizopus, Alternaria y Epicoccum, que de
acuerdo a sus propiedades bioquimicas,
algunas de estas bacterias pueden es-
tar involucradas en la degradacién de
los compuestos de la capa externa del
polen y son adquiridas por las abejas a
través del alimento y contacto con otros
individuos de la colmena. Estudios para
analizar la disminucién en las pobla-
ciones de la mariposa monarca Danaus
plexippus también han sido realizados,
en donde se ha descrito que los princi-
pales grupos bacterianos nativos encon-
trados en el abdomen son Enterobacter
spp., Staphylococcus spp. y Pasteurella
spp. (Bravo 2009). Otro ejemplo de una
bacteria simbionte intracelular de espe-
cial importancia es Wolbachia pipientis,
extremadamente comun en muchos or-
ganismos incluyendo Drosophila melano-
gaster y muy conocida por su habilidad
para inducir alteraciones reproductivas
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en sus hospederos, tales como muerte
de los machos, feminizacién, partenogé-
nesis e incompatibilidad citoplasmatica;
estas alteraciones pueden promover es-
peciacién en casos extremos (Cho et al.
2011)

Las bacterias existen naturalmente en el
intestino de insectos silvestres y en cau-
tiverio, y se adquieren mediante la in-
gesta de azucares (néctar, savia, secre-
ciones de &fidos, soluciones azucaradas
contaminadas en laboratorio), obtencién
de sangre (alimentacién artificial, fuen-
tes de alimentacién silvestre o experi-
mental) y a través de materia organica
en descomposicién utilizada como ali-
mento (heces de animales, lignina, ho-
jarasca acumulada, basuras acumula-
das) (Hurwitz et al. 2011, McCarthy et
al. 2011). El hecho de que los insectos
se alimenten de una amplia variedad de
dietas es porque muchas de estas pre-
sentan deficiencias nutricionales y son
de dificil digestién por causa de molécu-
las complejas, en este sentido las bacte-
rias del tracto digestivo son necesarias
para la desintoxicacién del material veg-
etal y para favorecer la disponibilidad de
Fet de los eritrocitos, de los amino&ci-
dos esenciales y de vitaminas como el
complejo B (Shu et al. 2010).

La interaccién microbio-hospedero tam-
bién es conocida como metaorganismo
(Bosch y McFall-Ngai 2011). La impor-
tancia de conocer la microbiota total y
existente en el intestino de los insectos,
no es Unicamente por el conocimiento
de la comunidad bacteriana total, sino
también por el hecho que muchos mi-
crorganismos pueden tener un papel
determinante sobre la reproduccion,
inmunidad, sobrevivencia y en el de-
sarrollo de los parasitos especialmente

cuando se trata de insectos vectores de
enfermedades tropicales como malaria,
leishmaniasis, enfermedad de Chagas,
filariasis, dengue, etc. (Azambuja et al.
2005a, Genes et al. 2011). Adicional-
mente, estudiar las comunidades micro-
bianas transitorias o residentes del trac-
to digestivo de los insectos vectores pu-
ede contribuir a entender las variaciones
anuales o regionales registradas para la
enfermedad; modular el desarrollo o al-
terar el ciclo de transmisién del parasito,
bloquear el ciclo de vida del insecto (al-
teracion de longevidad), incrementar la
acciéon de los insectos por determinados
hospederos mamiferos, o actuar como
pelicula para prevenir la colonizacién de
otros patégenos como los hongos ento-
mopatégenos (Cirimotich et al. 2011,
Vallet-Gely et al. 2011, Weiss y Aksoy
2011).

En los insectos transmisores de parasi-
tos y virus a humanos de diversos géne-
ros como Lutzomyia, Aedes, Triatoma,
Culex y Anopheles, el primer punto de
contacto entre los parasitos ingeridos
con la sangre del hospedero y los vec-
tores comienza en la superficie epitelial
de su tracto digestivo, principalmente
el intestino (barrera innata inespecifica
y fisiolégica). Es en este punto que los
paréasitos deben cambiar a otros esta-
dios y tienen su primera oportunidad
de unién e invasién de los tejidos del
vector (matriz peritréfica, peptidoglica-
nos), pero es aqui también que la micro-
biota funciona como la primera barrera.
Muchos parasitos sufren reducciones
importantes en nimero considerable de-
bido al ataque directo de la microbiota
nativa, en especial de bacilos Gram neg-
ativos (Azambuja et al. 2005a), indican-
do que aquella poblacién parasitaria so-
breviviente se encargara de la infecciéon
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en un préximo hospedero (Azambuja et
al. 2004). Los factores responsables de
la reduccién dréastica de paréasitos han
sido poco entendidos; sin embargo, en
el intestino de los insectos vectores se
incluyen enzimas, lectinas, éxido nitrico
y complejos de peroxidasa, activados
por su mecanismo de defensa (celular,
humoral) o bien por las bacterias que
pueden impedir el completo desarrollo
de los parasitos (Hoffmann 1997, Whit-
ten et al. 2007, Zientz et al. 2004), al
exponer moléculas o estructuras toxicas
(proteasas, hemolisinas, sider6foros,
factores antitripanosomales, prodigi-
osina, catepsinas, lipasas, glicosidasas)
o bien activar la produccién de agluti-
ninas, trialisinas, defensinas, AMP, ROS
y competir por peptidoglicanos (Vallet-
Gely et al. 2008). Este evento ha sido
bien descrito para los mosquitos trans-
misores de la malaria, en donde menos
de la mitad de los miles de gametocitos
de Plasmodium spp., ingeridos sobre-
viven debido al sistema inmune propio
del hospedero y a los microorganismos
existentes naturalmente en el intestino
medio (Azambuja et al. 2005a).

Las bacterias del intestino medio de di-
versas especies de mosquitos han sido
identificadas encontrando bacterias
Gram negativas dominantes incluyendo
Serratia marcescens, K. ozaenae, P. ae-
ruginosa, P. fluorescens, Escherichia coli,
Enterobacter spp., ademas se han de-
scrito algunas bacterias Gram-positivas
como Enterococcus faecalis, Anoxibacil-
lus flavithermus, Geobacillus kaustophilus,
Streptomyces coelicolor, Propionibacte-
rium acnés'y Bacillus thuringiensis (Azam-
buja et al. 2004). El hecho de encontrar
mas bacterias Gram negativas se puede
deber de alguna forma al método de cul-
tivo aerobio en agar LB usado comun-

mente, el cual es mas selectivo para este
grupo bacteriano. Este tipo de cultivo
tiene algunas limitaciones para propor-
cionar la composicién completa de la
microbiota intestinal ya que, ademés
del sesgo, gran parte de las bacterias no
pueden ser cultivadas, similar a lo que
se reporta con la microbiota intestinal
humana (Dong et al. 2009). En insec-
tos hematéfagos como los triatomineos,
Figueiredo et al. (1995) identificaron di-
versos géneros de bacterias que inclu-
yen E. cloacae, S. marcescens y E. faeca-
lis en ocho especies de triatomineos en
condiciones de laboratorio (Azambuja et
al. 2004).

Las bacterias encontradas en estos vec-
tores pueden estar modulando la infec-
cién de los parésitos. Por ejemplo, se ha
encontrado que la bacteria simbionte S.
glossinidius en la mosca tsetse produce
un inhibidor de azlcares que neutraliza
la actividad antitripanocida de la lectina
del intestino, haciendo que se mejore
el desarrollo de las formas tripanoso-
matideas (Azambuja et al. 2005a). Pum-
puni et al. (1993, 1996) sugieren que las
bacterias libres del intestino modifican
el ambiente intestinal haciendo con que
se inhiba el desarrollo del parasito o que
se proporcione una respuesta inmune de
defensa. La respuesta inmune se puede
deber también a la produccién de pép-
tidos antimicrobianos contra parasitos
o contra otras bacterias no simbiontes.
También fue descrito que en A. stephensi
infectado con P. falciparum, la alta con-
centracién de bacterias gram-negativas
bloquean la formacién de oocistos (Dong
et al. 2009, Pumpuni et al. 1993,1996).
Otra posibilidad es que las bacterias for-
men una barrera fisica que bloquee el
acceso de los parasitos al epitelio, este
es un mecanismo comun por el cual la
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microbiota de los vertebrados protege
contra la infeccién de bacterias patogé-
nicas (Dong et al. 2009).

Las bacterias del género Serratia han
sido comunmente asociadas a muchos
6rdenes de insectos, y se localizan en el
intestino medio de insectos hematéfagos
como Rhodnius. prolixus, A. triseriatus, C.
pipiens, Psoropora columbiae, A. gambiae,
A. funestus, A. albimanus, Phlebotomus
papatasi y L. longipalpis. La bacteria S.
marcescens se ha encontrado en insec-
tos vectores, es considerada una bacte-
ria patogénica facultativa, pues carece
de la capacidad de invadir el hemocele
de insectos sanos; sin embargo, ha sido
reportado que tiene efecto téxico sobre
la poblacién de parasitos de T. cruzi, lo
que demuestra que esta involucrada en
la interacciéon de bacterias y parésitos
(Azambuja et al. 2004). La disminucién
de esta poblacién parasitaria esta rela-
cionada directamente con la produccién
de una substancia hemolitica por parte
de varias especies del género Serratia.
Esa substancia se conoce como prodigi-
osina, un pigmento insoluble en agua
que esta relacionada con la muerte de
los parasitos por inducir dafio mitocon-
drial, ademéas se ha observado que in-
duce apoptosis en lineas celulares can-
cerigenas y tiene actividad antimaléarica
(Azambuja et al. 2005b, Genes et al.
2011, Montaner et al. 2000).

En la actualidad, el uso de técnicas mo-
leculares han mejorado los analisis de
identificacién y funcién de los ecosiste-
mas microbianos (Van Hamme et al.
2003). La ecologia microbiana se basa
en la amplificacién directa y el secuen-
ciamiento del gen ribosomal 16S rDNA
a partir de cualquier muestra ambien-
tal (Case et al. 2007). Los genes ribo-

somales son considerados excelentes
marcadores moleculares ya que man-
tienen las caracteristicas conservadas de
todos los genomas bacterianos durante
la evolucién. La metodologia de identi-
ficacién bacteriana mediante la amplifi-
cacién por PCR, seguida de electrofore-
sis es facil y simple. El secuenciamiento
de las bandas obtenidas de la amplifi-
cacién, permite detectar cambios en la
estructura de la comunidad microbiana
(Van Hamme et al. 2003). Otras técni-
cas que se vienen implementando para
analizar la riqueza de las comunidades
microbianas son la electroforesis en gel
de gradiente de denaturacién y tempera-
tura (DGGE, TGGE), la secuenciacién de
nueva generacién o pirosecuenciacion,
el empleo de herramientas bioinformati-
cas (BlastN, Lasergene, Check-Chimera/
Bellorophon, Phyllip, DOTUR, MOTUR,
MIRA, Phrap, Metasim, Dogma). Este
enfoque permite la determinacién de
las secuencias de nucleétidos de ADN o
ARN, estructura y funcién de los genes
y caracterizacién genética de la diversi-
dad de los individuos presentes en una
muestra sin tener que aislar y cultivar
las especies individuales (Rondon et al.
2000), ademaéas de hacer estimativos
de diversidad (Shannon-Weaver; Simp-
son), abundancia (estimador de cober-
tura ACE, sesgo de correccion CHAO1L)
y curvas de rarefacciéon (acumulacién
de especies). Los enfoques independi-
entes de cultivo se estén utilizando en
gran medida para identificar comuni-
dades microbianas como una estrategia
de manipulacién paratransgénica (Hi-
llesland et al. 2008). Las técnicas de las
diferentes «émicas» como el anélisis de
metagenomas junto con los recientes
avances en secuenciacion, proporcionan
informacién que permiten anélisis en
profundidad de la diversidad microbiana
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y de los procesos biolégicos al interior
de los insectos, como la degradacién de
la biomasa; ademas, del estudio de la
expresion génica, con métodos de anéli-
sis en metatranscriptomica y metapro-
teémica (Shi et al. 2010). La integracién
de los datos a nivel de las diferentes
«6micasy y la caracterizacién usando un
enfoque independiente de cultivo son ele-
mentos que permitirdn la comprension
del papel funcional de la microbiota, la
supervivencia y transmisién de patége-
nos en el insecto.

El conocimiento tanto de las bacte-
rias como de las substancias produci-
das por estas puede ser una estrategia
para el control biolégico de los insectos
vectores y el tratamiento de las enfer-
medades tropicales causadas por vi-
rus y parasitos (Da Mota et al. 2012).
Una aproximacién para la prevencién
de enfermedades transmitidas por in-
sectos vectores es el uso de bacterias
genéticamente transformadas que ex-
presen actividad antiparasitaria. Lindh
et al. (2005) identificaron las bacterias
intestinales de mosquitos A. gambiae y
A. funestus basado en el gen 16S rRNA,
revelando nuevas especies relacionadas
con simbiontes conocidos y buscando el
uso de estas como simbiontes transgé-
nicos que lleven para dentro de los mos-
quitos toxinas antiparasitarias. Beard
y Cols (2002) sugirieron el uso de la
bacteria simbionte en R. prolixus, Rhodo-
coccus rhodnii genéticamente transfor-
mado, para la expresién de moléculas
tripanoliticas. En C. quinquefasciatus,
mosquito vector de Wuchereria bancrofti,
causante de filariasis, enfermedad que
ocupa el sexto lugar de importancia den-
tro del grupo de las enfermedades tropi-
cales, han sido consideradas también
las alternativas para manipular las bac-

terias simbiontes del intestino medio y
usarlas como control de la enfermedad;
los estudios iniciales parten del analisis
de la microbiota intestinal a partir de la
investigacion genética del gen 16S rDNA
(Pidiyar et al. 2004).

Al conocer las comunidades de bacte-
rias se pueden también dirigir estrate-
gias de control vectorial bajo un enfoque
paratransgénico, de aplicacién residual
o de implementacién de péptidos con
futura actividad tripanosomal (vacuna
o tratamiento). Para esto es necesario
contemplar algunos requisitos o funcio-
nalidad de la bacteria objeto aislada del
tracto digestivo de los insectos vectores,
dentro de los cuales se destacan en lo
posible: no representar una amenaza
ambiental, no ser patogénicas para hu-
manos, contar con actividad biofertili-
zante (manejo ambiental), tener un paso
transestadial de estados inmaduros a
adultos, poder realizar transferencia
horizontal de genes, 6ptima asimilacion
por via coprofégica, tener la capacidad
de expresar moléculas anti-protozoaria
o de bloquear el ciclo de vida del insecto
(Durvasula et al. 1999, Hurwitz et al.
2011).
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