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RESUMEN

Aedes aegypti es el vector principal de enfermedades virales, tales como el Dengue, Zika 'y
Chikungunya. Debido a la falta de tratamientos especificos contra los virus, se ha optado por el
control del vector. En la ultima década, los esfuerzos para controlar la proliferacion de infecciones
arbovirales se han centrado en la descacharrizacion, liberacion de parvadas estériles de mosquitos,
el control biologico, y la aplicacion de insecticidas de amplio espectro. Sin embargo, este Gltimo
es ineficiente en el control del mosquito, y nocivo para otros artropodos, incluyendo especies
benéficas como las abejas y abejorros. Un nuevo objetivo sobre el control bioldgico es la biota
bacteriana intestinal de los artropodos; particularmente en los mosquitos, la cual tiene funciones
vitales en su desarrollo, reproduccion y capacidad vectorial; por lo que, al eliminar selectivamente
bacterias especificas del intestino de los mosquitos se afectaran significativamente algunos de los
procesos fisioldgicos antes mencionados. La Unica alternativa conocida para la eliminacién
selectiva de bacterias son los bacteriofagos liticos. El objetivo de esta investigacion fue aislar e
identificar bacterias intestinales cultivables y bacteri6fagos de Aedes aegypti hembra en fase adulta
presentes en la ciudad de Culiacn Sinaloa, asi como determinar experimentalmente el efecto litico
de los bacteri6fagos en el desarrollo de larvas de Aedes aegypti. Se identificaron 32 especies
bacterianas pertenecientes a 13 géneros, predominando los géneros Bacillus, Staphylococcus,
Arthrobacter y Micrococcus. No fue posible la recuperacion de bacteridfagos, por lo que se
procedid a utilizar fagos previamente aislados y almacenados en el cepario del LANIIA. Estos
mostraron diferencias significativas en el tiempo de pupacion de las larvas tratadas con
Enterobacter xiangfangensis infectada con el fago FAMIE y Klebsiella variicola infectada con el
fago FAMID. Ambos tratamientos tuvieron un efecto en el desarrollo del vector durante la etapa
larva-pupa al prolongar su tiempo de pupacion hasta un maximo de 14 y 16 dias, respectivamente.
Por lo tanto, desde una perspectiva de control bioldgico, la aplicacion de bacteriéfagos en larvas
de Aedes aegypti con actividad litica sobre especies bacterianas especificas pueden ser una

potencial estrategia de biocontrol para reducir y/o controlar la poblacion de Aedes aegypti.

Palabras clave: Aedes aegypti, bacteriofagos, biota bacteriana
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ABSTRACT

Aedes aegypti is the primary vector of viral diseases, such as Dengue, Zika, and
Chikungunya. Due to the lack of specific treatments against viruses, vector control has been
chosen. In the last decade, efforts have focused on finding strategies to stop mosquitoes, such as
delittering, sterile mosquito release, biological control and application of broad-spectrum
insecticides. However, the latter is inefficient in mosquito control and harmful to other arthropods,
including beneficial species such as bees and bumblebees. A new target for biological control is
the intestinal bacteria biota of arthropods; particularly in mosquitoes, it has vital functions in their
development, reproduction and vectorial capacity; therefore, by selectively eliminating specific
bacteria from the gut of mosquitoes, some of the physiological processes previously mentioned
will be significantly affected. The only known alternative for the selective elimination of bacteria
are lytic bacteriophages. The objective of this research was to isolate and identify culturable
bacteria and bacteriophages from adult female Aedes aegypti’s intestine present in Culiacan
Sinaloa, as well as to experimentally determine the lytic effect of bactgeriophages on the
development of Aedes aegypti larvae. Thirty-two bacterial species belonging to 13 genera were
identified, predominantly the Bacillus, Staphylococcus, Arthrobacter, and Micrococcus genera.
Although the isolation of lytic bacteriophages against the bacterial species under study was not
achieved, previously isolated bacteriophages were used for this stage, whose application showed
significant differences in the pupation time of the larvae treated with Enterobacter xiangfangensis
infected with phage FAMIE and Klebsiella variicola infected with phage FAMID. Both treatments
affected the vector's development during the larva-pupal stage by prolonging its pupation time up
to a maximum of 14 and 16 days, respectively. Therefore, from a biological control perspective,
applying bacteriophages in Aedes aegypti larvae with lytic activity on specific bacterial species can

be a potential biocontrol strategy to reduce and/or control the Aedes aegypti population.

Keywords: Aedes aegypti, bacteriophages, bacterial biota
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por vectores (ETV), o enfermedades vectoriales, son
causadas por parasitos, virus y bacterias. A nivel mundial se registran mas de 700,000 defunciones
como consecuencia de las ETV. La mayoria de estas enfermedades son transmitidas por insectos
artropodos, por lo que se denominan enfermedades arbovirales (traduccion del inglés “arthropod-
borne diseases”), tales como el Paludismo, Dengue, Esquistosomiasis, Ttripanosomiasis africana
humana, Leishmaniasis, enfermedad de Chagas, Fiebre amarilla, Encefalitis japonesa y
Oncocercosis (OMS, 2020). Particularmente en el caso del virus del Dengue, se estima que
aproximadamente 3,900 millones de personas en méas de 128 paises corren el riesgo de contraer la
enfermedad, y se confirman en promedio 96 millones de casos cada afio. La mayoria de estas
personas viven en zonas tropicales y subtropicales, con climas calidos donde se favorece la
transmision de ETV. Por otra parte, el paludismo (ETV de origen parasitaria causada por
Plasmodium) en 2020, tuvo 241 millones de casos y 627,000 muertes a nivel mundial
(CENAPRECE, 2017; WHO, 2022).

Se les denomina como vectores a aquellos organismos vivos que pueden transmitir enfermedades
infecciosas de persona a personas, o de animales a personas. Muchos de esos vectores son insectos
hematofagos que ingieren los microorganismos patdgenos junto con la sangre de un portador
infectado (persona o animal) y posteriormente los inoculan a un nuevo huésped al ingerir su sangre.
Los mosquitos son los vectores de enfermedades mejor conocidos. También las garrapatas, moscas,
flebotomos, pulgas, triatominos y algunos caracoles de agua dulce son organismos vectores de
enfermedades (OMS, 2020).

Los mosquitos, por ser los vectores mas importantes, también son los mayormente estudiados.
Hasta el momento se reportan aproximadamente 3,500 especies de mosquitos en todo el mundo
(Strand, 2018); sin embargo, solo unas pocas estan relacionadas con la transmisién de
enfermedades. Culex pipiens (el mosquito trompetero) es el responsable de transmitir el virus del
Nilo Occidental, causante de la fiebre del Nilo Occidental; Anopheles gambiae es responsable de

transmitir parasitos del género Plasmodium (agente causal de la malaria o paludismo); Aedes
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aegypti y Aedes albopictus (mosquito tigre), los vectores primario y secundario, respectivamente,
de los virus del Dengue, Zika y Chinkungunya (Weaver y Reisen, 2009; OMS, 2017).

Aedes aegypti es el principal vector transmisor de arbovirus patdégenos que afectan a los humanos,
como los virus del Dengue, Zika, Chinkungunyay el de la Fiebre amarilla (Vontas et al., 2012). El
Dengue, antes de 1970, solo habia ocasionado epidemias en nueve paises del mundo. En la
actualidad, es endémico en mas de 100 paises de la regiones de Africa, las Américas, el
Mediterraneo Oriental, Asia Sudoriental y el Pacifico Occidental. En 2015 tuvo un impacto
econdémico de 1,200 millones de pesos por gastos en prevencion y 400 millones de pesos por
tratamientos medicos en México (OMS, 2022; DGCS, 2015). El Zika, identificado por primera vez
en 1947, registro brotes en Africa, Las Américas, Asia y el Pacifico. En 2021 ocasiond 21,043
casos Yy 3,665 confirmados solo en la region de Las Américas (OPS, 2021;) y hasta la fecha, 86
paises y territorios han notificado casos de infeccion por el virus de Zika. Con un impacto
econdmico moderado de aproximadamente un 0.06% del PIB (producto interno bruto) o 3,500
millones de dolares en paises de América Latina y el Caribe (BANCO MUNDIAL, 2016). En
cuanto a la incidencia de Chikungunya, en 2007 se notificd su transmisién por primera vez en
Europa, y en diciembre de 2013 el virus fue detectado por primera vez en la region de las Américas.
Desde entonces, el virus se ha extendido por la mayor parte de Las Americas. En 2021 fue
responsable de 137,021 casos y 65,538 confirmados solo en la regidn de Las Américas (OPS, 2021,
OMS, 2020).

Con el objetivo de controlar la dispersion de las enfermedades arbovirales mediante la prevencién
y respuesta temprana a los brotes, la Asamblea Mundial de la Salud de la OMS, en el 2017 aprob6
la “Respuesta mundial para el control de vectores 2017-2030”, que ofrece a todos los paises las
orientaciones estratégicas para el desarrollo y fortalecimiento de medidas de control de los vectores
(OMS, 2017). Anteriormente se ha intentado prevenir las infecciones por arbovirus mediante el
control de la poblacion de los vectores (principalmente de los mosquitos) mediante estrategias de
descacharrizacion, liberacion de parvadas estériles de mosquitos, aplicacion de insecticidas
organofosforados (Acefato o acephate, el mas utilizado), etc. No obstante, existe preocupacion por
el rapido desarrollo de resistencia de los mosquitos ante los insecticidas y por el impacto negativo

que ocasiona en el ambiente (Saldafia et al., 2017).
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Con base en esta problematica, y a las gestiones conducidas por autoridades mundiales en la salud,
se ha promovido la basqueda de alternativas que permitan disminuir las poblaciones de mosquitos
y la transmision de enfermedades. Asi, investigaciones de la Gltima década se han centrado en
determinar el papel de la biota bacteriana intestinal de los mosquitos en su ciclo de vida y cémo el
control de su biota intestinal podria tener efectos en el desarrollo y capacidad vectorial de los

mosquitos.

Se ha sugerido que en el tracto intestinal de los mosquitos existen bacterias capaces de promover
su crecimiento y desarrollo, participando en la asimilacion y aprovechamiento de nutrientes (Apte-
Deshpande et al., 2012). Por otra parte, se ha sugerido que existen bacterias que “bloquean” la
capacidad vectorial (interaccion del vector con el patogeno y la interaccion de éste con el
hospedero) de los mosquitos, es decir, evitan que los mosquitos adquieran virus patégenos para los
humanos, aunque esto no se ha dilucidado completamente y se siguen haciendo estudios al respecto
(Coon et al., 2016a; Coon et al., 2016b).

Como resultado de extensas investigaciones, se ha concluido que en el intestino medio de los
mosquitos residen grupos bacterianos que viven en estrecha simbiosis con el vector, en donde
desempefian funciones vitales, tales como su reproduccién, nutricion, metabolismo, inmunidad,
etc. En este sentido, Gaio et al. (2011), demostraron que al eliminar la biota bacteriana intestinal
de Aedes aegypti se vio afectada la produccion de huevos y la lisis de glébulos rojos. Apte-
Deshpande et al. (2012); Carlson et al. (2020), demostraron que la presencia de Serratia odorifera
y Enterobacter ludwigii, respectivamente, aumentan la susceptibilidad de larvas de Aedes aegypti
de adquirir el virus del Dengue. De tal manera gque la eliminacion selectiva de estas bacterias podria
representar un avance significativo para la disminucién de las enfermedades transmitidas por

vectores.

Hasta el momento la inica manera conocida para eliminar de manera selectiva a un género/especie
bacteriana en el tracto intestinal de animales es mediante el uso de bacteri6fagos. Los bacteriéfagos,
también llamados fagos, son virus que infectan y lisan exclusivamente a bacterias. Pueden
presentar un amplio rango de hospederos. Estos virus han sido ampliamente utilizados para reducir

enfermedades bacterianas en animales y en humanos (Sklar y Joerger, 2001; Jun et al., 2018), en
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superficies inanimadas e incluso en alimentos (Leverentz et al., 2003; Lopez-Cuevas et al., 2012);
por lo tanto, podrian representar una alternativa para eliminar aquellas bacterias presentes en el
tracto intestinal de Aedes aegypti que participan en eventos biologicos benéficos para el mosquito.
Esta es una novedosa estrategia, pero muy poco explorada para el control de especies bacterianas
que participan positivamente en el desarrollo y salud de los mosquitos. Es por ello que el grupo de
investigacion del LANIIA-CIAD Culiacan ha puesto en marcha la identificacion de especies
bacterianas en el tracto intestinal de mosquitos hembra de Aedes aegypti en Sinaloa, asi como el
aislamiento de bacteridéfagos liticos contra dichas especies bacterianas, con el objetivo de
determinar, en primer lugar, el papel que juegan esas bacterias en el desarrollo y salud de Aedes
aegypti, y, en segundo lugar, obtener bacteri6fagos capaces de controlar/reducir las poblaciones
bacterianas en Aedes aegypti y determinar su potencial utilizacion como agentes de control del
vector.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades de Aedes aegypti

Aedes aegypti es el principal vector transmisor de patdgenos arbovirales que afectan a los humanos,
como el virus del Dengue, el virus de Zika, el virus de la fiebre amarillay el virus del Chikungunya
(Vontas et al., 2012). El vector se distribuye en areas urbanas y suburbanas a través de las regiones
tropicales de Africa, Asia, Australia, el Pacifico Sur, las Américas y algunas partes del Medio
Oriente (OMS, 2020). Esta especie esta fuertemente asociada con los habitats creados por humanos
y generalmente no se aleja mas de 50 m del lugar donde emergi6 durante todo su ciclo de vida. Los
machos se alimentan del néctar de las plantas, mientras que las hembras se alimentan de sangre
para producir huevos. Sus habitos de alimentacion son diurnos, mostrando mayor actividad por la
mafiana y en la tarde al ponerse el sol. Después de la alimentacién, buscan lugares oscuros y

himedos para reposar (Nelson, 1986).

2.1.1. Taxonomia

La clasificacion taxonémica de Aedes aegypti de acuerdo con Bates (1970) es la siguiente:

Reino: Animalia
Phylum: Arthropoda
Clase: Insecta

Orden: Diptera
Familia: Culicidae
Subfamilia: Culicinae
Género: Aedes
Subgénero: Stegomyia

Especie: aegypti
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2.1.2. Ciclo de Vida

Los mosquitos son organismos holometabolos (figura 1), que durante su ciclo de vida atraviesan
por cuatro etapas graduales de metamorfosis: huevo, larva, pupa o ninfa y finalmente el adulto o
imago (Nelson, 1986; Minard et al., 2013). Los huevos son blancos al momento de la postura, pero
inmediatamente se vuelven de color negro, miden aproximadamente 1 mm de diametro y en
condiciones Optimas el desarrollo embrionario se completa a las 48 horas después de la postura.
Una vez mojados, los huevos eclosionan y se liberan las larvas del primer estadio (Nelson, 1986;
CENAPRECE, 2015). La fase larval se compone de cuatro estadios distinguibles por el tamafio; es
estrictamente acudtica y se enfoca principalmente en la alimentacion y crecimiento del animal. Se
alimentan de plancton, material organico acumulado en las paredes del recipiente donde se
desarrollan y de microorganismos como bacterias que estén presentes en el agua (Ibafiez-Bernal y
Martinez-Campos, 1995; CENAPRECE, 2015). A partir del quinto dia, empieza la siguiente etapa
del mosquito de pupa o ninfa, cuya funcidn es exclusivamente la metamorfosis de la larva a adulto.
Tiene forma de coma y por su propiedad de flotabilidad se mantiene en la superficie del agua. Esta
fase tarda entre dos y tres dias en completarse (Minard et al., 2013; CENAPRECE, 2015).
Finalmente, la etapa adulta representa la parte final del ciclo de vida del mosquito y la fase
reproductiva de la especie, esta adaptada al vuelo y la dispersién de la especie; y, por lo tanto, de
las enfermedades arbovirales (Rueda, 2004; CENAPRECE, 2015).
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Figura 1. Ciclo bioldgico de Aedes aegypti. En condiciones Optimas, el tiempo que tarda en

desarrollarse el mosquito desde el huevo hasta su etapa adulta es de 7 a 14 dias (Biogents Mosquito
Control, 2018).

2.1.3. Ciclo de Transmision de Arbovirus

El ciclo de transmision comienza cuando un mosquito hembra de Aedes aegypti, después de
copular, se alimenta de la sangre de un humano infectado por algin arbovirus. Cabe sefialar que
los mosquitos machos no se alimentan de sangre humana o animal, sino de néctar de plantas, y por
lo tanto, no son transmisores arbovirales. Por lo tanto, los mosquitos hembra, una vez alimentados
con sangre infectada adquiriran el virus y seran capaces de transmitirlo a humanos en picaduras
posteriores (Cheng et al., 2016; Tol y Domopoulos, 2016). El tiempo que el virus tarda en replicarse
en el mosquito y hasta que es capaz de transmitirse a los humanos es conocido como periodo de
incubacion extrinseco. En el caso del virus del Dengue, este periodo generalmente oscila entre 7'y
14 dias (Tjaden et al., 2013).
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2.2. Estrategias para el Control de Aedes aegypti

Para que el control del vector sea eficaz, es necesario realizar una estricta vigilancia entomologica
y adoptar enfoques que aborden todas las etapas de la vida del mosquito y que procuren la
participacion total de las comunidades. Dentro de las caracteristicas de una estrategia de control
del vector se destacan cinco puntos primordiales, cada uno con diferentes acciones: 1.-promocion,
comunicacion de riesgos, participacion comunitaria y legislacion; 2.-colaboracién dentro del sector
de la salud y con otros sectores; 3.- enfoque integrado de control de enfermedades; 4.- toma de
decisiones en funcién de las pruebas y 5.- desarrollo de la capacidad (infraestructura, recursos
econdémicos y humanos). Tomando en consideracion lo anterior, una medida de intervencién
propuesta por la UNICEF durante un brote consiste en: (1) control de gestion ambiental (reduccion
de focos y proteccion personal), (2) uso de quimicos (reguladores de crecimiento de los insectos y
larvicidas), (3) uso de agentes bioldgicos (organismos predadores, parasitos o competidores de la
especie 0 aquellos que reducen su poblacién). Por ejemplo, emplear copépodos, Bacillus
thuringiensis var. israelensis, Wolbachia, como métodos de control natural contra los vectores.
Ademas, desarrollar estrategias de modificacion genética de organismos (técnicas de esterilizacion

y modificacion genética de mosquitos) (UNICEF, 2016).

2.2.1. Nuevas Estrategias para el Control de Vectores

Las estrategias actuales basadas en métodos quimicos y métodos bioldgicos para el control de
Aedes aegypti no han tenido el éxito esperado, ya que los métodos quimicos como larvicidas e
insecticidas han generado un impacto negativo en el ambiente, como la afectacion de otras especies
de insectos polinizadores y la generacion de resistencia a insecticidas por parte de los mosquitos;
por otra parte, los métodos bioldgicos, ya sean depredadores, parasitos o competidores de la
especie; no son factibles porque solo se manejan en grandes cantidades y en cuerpos de agua
grandes, como pozos Y lagos; por lo que utilizarlos en los lugares pequefios en donde se reproducen

los mosquitos es indtil y muy costoso. Esto se refleja en la dispersion y aumento de las diferentes
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especies de mosquitos y ahora podemos encontrarlas en lugares donde no habian sido registradas
anteriormente. Por ejemplo en zonas templadas de Asia y América; como Japon (OMS, 2017).

Los métodos bioldgicos han demostrado su eficacia contra los mosquitos, basados en la utilizacion
de organismos que depredan o parasitan las poblaciones de las especies que se pretende controlar.
Por ejemplo, se han empleado peces larvivoros y copépodos depredadores (caracoles de agua
dulce) para el control bioldgico de Aedes aegypti. Se han usado peces Guppy (Poecilia reticulata)
y tilapias (Oreochromis niloticus) en la lucha de Aedes aegypti local e internacionalmente, ya que
es considerada una préactica segura y efectiva (OMS, 2020). Se ha demostrado que estos peces
pueden consumir grandes cantidades de larvas de mosquitos; sin embargo, debido a los pequefios
ambientes en donde se desarrollan las larvas de los mosquitos Anopheles y Aedes, se vuelve dificil
y poco préctica la liberacion de peces en estos lugares. Ademas, los mosquitos hembra adultos son
discriminatorios en la seleccion de sitios de oviposicion, ya que utilizan sefiales quimicas para
evitar aguas con poblaciones de peces u otros depredadores (Azevedo-Santos et al., 2016). En el
caso de los copépodos, es necesario efectuar constantemente reintroducciones de estos crustaceos

para mantener controladas las poblaciones de mosquitos (OMS, 2020).

Con base en esta problematica, se estan buscando alternativas que aporten avances en el control
del vector, y por ende, en el control de las enfermedades transmitidas por éstos. En la tltima década
ha aumentado la investigacion en torno al papel que juegan los microorganismos del tracto
intestinal de los mosquitos en su fisiologia y desarrollo, asi como de la posible aplicacion de
microorganismos especificos para controlar las enfermedades transmitidas por vectores. Por
ejemplo, la técnica de paratransgénesis, usada para combatir la diseminacion del mosquito y asi
como reducir la incidencia de dichas enfermedades. Se basa en el uso de bacterias simbioticas
genéticamente modificadas que expresen moléculas efectoras dentro del vector. Estas bacterias son
reintroducidas en el tracto intestinal de los mosquitos, donde producen el efecto deseado ya sea
interfiriendo en su reproduccién y/u ovogeénesis y embriogenesis (Wilke y Marrelli (2015).

Un ejemplo estudiado en la paratransgénesis es el caso de Wolbachia, una bacteria Gram negativa

intracelular obligada que infecta de manera natural a muchas especies de mosquitos. Basicamente

actia produciendo moléculas efectoras que impiden el desarrollo de los huevos mediante
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mecanismos de incompatibilidad citoplasmaética, inhibicion de la replicacion viral y acortan el
tiempo de vida del mosquito (Wike y Marrelli, 2015). En un estudio realizado por Walker et al.
(2011), se demostro que los titulos del virus del Dengue (DENV-2) disminuyeron hasta en tres
logaritmos en Aedes aegypti cuando fueron infectadoscon Wolbachia modificada genéticamente,

en comparacion con mosquitos no inoculados con la bacteria.

Estas investigaciones parten del principio de que los mosquitos son organismos holobiontes que se
encuentran en estrecha simbiosis con su microbiota bacteriana. Es decir, dichas bacterias participan
activamente en algunos de los procesos fisiologicos vitales para el mosquito, tales como la
nutricion, metabolismo, reproduccion, desarrollo y resistencia a la colonizacion por patégenos. En
este sentido, diversos investigadores proponen que conocer el papel que juegan estas bacterias en
la biologia del mosquito permitira desarrollar nuevas estrategias para el control del vector (Coon
et al., 2014; Jupanakul et al., 2014; Saldafia et al., 2017; Strand, 2018).

2.2.2. Localizacion de Bacterias en el Mosquito

Generalmente, las comunidades bacterianas asociadas con los insectos se clasifican en dos
categorias: simbiontes primarios (endosimbiontes obligados), los cuales han co-evolucionado con
los insectos; y los simbiontes secundarios, los cuales se han asociado al insecto en alguna etapa de

su desarrollo y no son obligados (Minard et al., 2013).

Los mosquitos albergan diversas comunidades de bacterias que colonizan y crecen dentro de sus
tejidos, principalmente en el tracto gastrointestinal y en menor medida en las glandulas salivales,
diverticulo ventral y 6rganos sexuales (Gaio et al., 2011; Minard et al., 2013). La estructura basica
del tracto digestivo de los mosquitos consta de tres regiones: intestino anterior, intestino medio e
intestino posterior. El intestino medio ha sido el 6rgano mayormente estudiado, ya que es el sitio
en donde se lleva a cabo la digestion de los alimentos y la absorcion de nutrientes; ademas, es
donde ocurren multiples interacciones entre el mosquito, su biota bacteriana intestinal y los

arbovirus ingeridos con la sangre. Esa interaccion tripartita es reciproca, es decir, la condicion en

22



una de ellas tiene influencia en las otras dos (Ramirez et al., 2012; Tol y Dimopoulos, 2016; Lee
etal., 2017).

2.2.3. Adquisicion de la Biota Bacteriana

Diversos estudios han demostrado que los mosquitos adquieren su biota bacteriana principalmente
de dos formas: directamente del ambiente en el que se desarrollan o heredados por sus progenitores
[figura 2] (Colman et al., 2012). Con base en la informacion disponible, Strand (2018), concluy6
que los mosquitos de cada generacion adquieren su biota bacteriana intestinal predominantemente
del ambiente en donde éstos se desarrollan, indicando que el microbioma bacteriano de los
mosquitos es muy variado (figura 2). En este sentido, en un estudio realizado en Brasil para
identificar la microbiota cultivable del intestino medio de mosquitos salvajes y de laboratorio
usando espectrometria de masas MALDI-TOF, encontraron que los géneros Bacillus, Ewingella,
Micrococcus, Klebsiella y Pantoea fueron los predominantes (Aradjo et al., 2019). Por otra parte,
en Colombia, utilizando la misma técnica, identificaron a los géneros Pseudomonas, Serratia,
Stenotrophomonas y Escherichia (Molina-Henao et al., 2019). Apte-Deshpande et al. (2012), en
la region de Pune en la India, identificaron mediante secuenciacion del rRNA 16 S a los géneros
Aeromonas, Enterobacter y Pseudomonas como los predominantes en la mayoria de sus aislados;
ademas, se identificd a Serratia odorifera como la bacteria que estuvo presente en todos los
mosquitos analizados. Por altimo, Lépez-Guerrero (2019) en la ciudad de Culiacan, Sinaloa,
obtuvo 22 aislados bacterianos del intestino medio de Aedes aegypti hembras, recolectados en
diferentes zonas de la ciudad. Posterior a la técnica de tincion Gram, el grupo de mayor prevalencia
correspondiod a cocos Gram positivos (10 aislados), bacilos Gram negativos (8 aislados) y en menor
proporcién bacilos Gram positivos (4 aislados). Tras un analisis de las secuencias del rRNA 16S
en la base de datos de EZBioCloud (https://www.ezbiocloud.net/identify), se identificaron los
géneros Bacillus, Enterobacter, Klebsiella, Microbacterium, Micrococcus, Pantoea, Serratia y
Staphylococcus, con una diversidad de 17 especies bacterianas y cuyos géneros fueron previamente

reportados como parte de la biota bacteriana intestinal de Aedes aegypti.
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Asi, esta informacién nos brinda un panorama de los géneros bacterianos que se han aislado del
intestino medio de Aedes aegypti en diferentes partes del mundo y de la diversidad del microbioma

intestinal del mosquito.

Figura 2. Adquisicion y transmision de la microbiota intestinal de mosquitos (Strand, 2017).

2.2.4. Funcion de los Simbiontes Bacterianos

Jupatanakul et al. (2014), sugieren que la biota intestinal del mosquito tiene gran influencia en
procesos fisioldgicos vitales para el vector, tales como su digestion, nutricién y metabolismo, lo
cual impacta directamente en su reproduccion. Ademas, se ha observado que la ausencia o
presencia de dichas bacterias afecta el desarrollo y la inmunidad del insecto, por lo que la alteracion
de la biota bacteriana intestinal de Aedes aegypti podria jugar un papel fundamental al reducir la

dispersion de los arbovirus.

2.2.4.1. Nutricion. Las bacterias tienen un rol importante en este proceso y puede ser de diferentes

24



maneras. En el caso de las bacterias del intestino medio, éstas pueden producir compuestos que son
asimilados directamente por el huésped o pueden mejorar la digestion al producir enzimas que
facilitan la degradacion y asimilacién de moléculas complejas (Minard et al., 2013). Sin embargo,
en ausencia de estas bacterias intestinales (al generar larvas libres de bacterias), las larvas de los
mosquitos no pueden desarrollarse y se acelera su muerte, dado que, al no existir bacterias que
metabolizan el alimento de las larvas éstas no asimilan los nutrientes y por consiguiente mueren de
inanicion (Coon et al., 2014; 2016a; Dickson et al., 2017). En este sentido, De Gaio et al. (2011),
utilizaron antibioticos para eliminar la microbiota bacteriana de hembras de Aedes aegypti y
encontraron que al reducir la biota bacteriana se afecto la lisis de los globulos rojos, lo cual retarda
la digestidn de las proteinas de la sangre y finalmente se vio afectada la disponibilidad de nutrientes
esenciales para la ovogénesis; lo cual se manifestd con una disminucién en la produccion de
huevos. Las especies de Enterobacter y Serratia aisladas en este estudio exhibieron actividad
hemolitica (desintegracion de los glébulos rojos), lo cual sugiere que estas bacterias producen
enzimas que juegan un rol importante en la digestion de la sangre, y asi, en la nutricion del mosquito

hembra.

2.2.4.2. Reproduccion. Existen bacterias simbi6ticas intracelulares obligadas en el tracto intestinal
de Aedes aegypti, por ejemplo, Coon et al. (2016a), demostraron la contribucion de la biota
bacteriana intestinal en la produccion de huevos por Aedes aegypti y Aedes atropalpus al comparar
larvas axénicas (libres de bacterias intestinales), larvas gnotobidticas (inoculadas con una cepa
conocida) y larvas criadas de manera convencional. Concluyeron que Aedes atropalpus puede
producir su primer carga de huevos sin consumir sangre, pero depende de bacterias especificas de
su biota intestinal para producirlos, mientras que Aedes aegypti necesita consumir sangre
obligatoriamente para producir huevos. Por el contrario, Wolbachia, una bacteria intracelular
obligada, es capaz de afectar la reproduccién de los mosquitos al producir moléculas efectoras que
impiden el desarrollo de sus huevos mediante un mecanismo conocido como incompatibilidad
citoplasmatica (Wilke y Marrelli, 2015). Esto abre un area de oportunidad para estudiar los efectos
en la fisiologia de los mosquitos al eliminar selectivamente a estas especies bacterianas, ya que la
reduccion de la fecundidad del mosquito podria ser una estrategia de control para disminuir las
ETV.
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2.2.4.3. Inmunidad. Se ha sugerido que la biota bacteriana puede influenciar la susceptibilidad
intrinseca del vector para infectarse con algun arbovirus, permitir su replicacion y posteriormente
su transmisién a algun hospedero susceptible (Hegde et al., 2015). Apte-Deshpande et al. (2012),
eliminaron la biota bacteriana intestinal de Aedes aegypti usando antibidticos y recolonizaron el
tracto intestinal con la bacteria Serratia odorifera. Demostraron que la presencia de esta bacteria
en los mosquitos, después de recibir una dosis de sangre infectada con el virus del dengue,
aumentaba determinantemente la susceptibilidad del vector a adquirir el virus. Del mismo modo,
Carlson et al. (2020), demostraron que la exposicion de Enterobacter ludwigii a larvas de Aedes
aegypti en las Gltimas etapas de desarrollo y en adultos pueden influir en la susceptibilidad al virus
del Dengue y Zika, posiblemente a través de la inmunidad modulada transestadialmente; es decir,
la inmunidad modulada durante la etapa larval permanece en el vector durante las distintas fases
de desarrollo hasta llegar a la etapa adulta. A su vez, sugirieron gue las diferencias en la microbiota
de los hébitats de etapa larvaria podrian dar paso a la infeccion de los virus en los mosquitos
adultos, dado que obtuvieron una reduccion significativa en la intensidad de la infeccion en el
grupo de mosquitos que no fueron expuestos a bacterias durante su etapa adulta, pero si durante su
etapa larval. Por otra parte, Molina-Henao et al. (2020), identificaron géneros bacterianos del
microbioma intestinal de Aedes aegypti relacionados con cepas resistentes al virus del Dengue
como Pseudomonas, Serratia, Stenotrophomonas y Escherichia. Demostraron que al eliminar la
microbiota de los mosquitos con antibioticos y al inocular sangre infectada con el virus del Dengue
en el vector en un periodo de veinticuatro dias, la susceptibilidad al virus del Dengue de la cepa
resistente aumentd de un 51% a un 86.64%, indicando que la resistencia a la infeccion del virus
puede verse influenciada por la presencia de diferentes microorganismos de la biota intestinal del
mosquito. En este sentido, estos resultados pueden contribuir al entendimiento de las interacciones
entre bacterias y mosquitos, y a la identificacion de posibles candidatos para disefios futuros en el

desarrollo de estrategias de control del vector.

2.2.4.4. Desarrollo. Coon et al. (2014; 2016 a, b) y Dickson et al. (2017), partieron del principio
de que la superficie de los huevos acarrea microorganismos al momento de la oviposicion, y que
las larvas se alimentan de la céscara del huevo cuando eclosionan. Con base en lo anterior,

produjeron larvas axénicas (libres de microbiota intestinal) al esterilizar la superficie de huevos de
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diferentes especies de mosquitos y demostraron que las larvas axénicas de cada especie, al
mantenerlas bajo un régimen dietario nutricionalmente adecuado pero libre de microorganismos,
no se desarrollaban mas all& de su primer estadio larval y morian al poco tiempo. En contraste, la
inoculacion de larvas axénicas con una mezcla de bacterias o con miembros individuales de la biota
bacteriana intestinal (larvas gnotobidticas), rescato el desarrollo de los insectos hasta su etapa
adulta. En este sentido, estos estudios sugieren que las larvas dependen de las bacterias presentes
en su intestino para desarrollarse exitosamente hasta la etapa adulta.

2.2.4.5. Metabolismo. La resistencia a insecticidas en los insectos ha ido generando evidencia que
implica a la microbiota del insecto, esto mediante la desintoxicacion metabolica de los insecticidas.
Por ello, Scates et al. (2019), comprobaron que las bacterias intestinales de larvas de Aedes aegypti
contribuyen a la desintoxicacion metabolica y a la reduccién en la accion toxica de los insecticidas
naled y propoxur, ya que al reducir las concentraciones bacterianas con antibiéticos de amplio
espectro se vio reducida la actividad enzimatica de P450 y de la esterasa general (enzimas
responsables de resistencia metabdlica a plaguicidas), ocasionando una desintoxicacion metabélica
disminuida de ambos insecticidas. Con base en lo anterior, se ha sugerido que los sistemas
enzimaticos de las bacterias intestinales participan en el catabolismo de los insecticidas,
reduciéndolos a oligoelementos que sirven como fuente de energia para su metabolismo y

crecimiento (Russell et al., 2011).

2.3. Bacteri6fagos: Una Alternativa Indirecta para el Control Biol6gico de Mosquitos

Los bacteri6fagos (fagos) son virus que infectan exclusivamente a bacterias y tienen un alto nivel
de selectividad por género, especie, serotipo e incluso genotipo de bacterias (Ackermanny DuBow,
1987). Su descubrimiento es atribuido al bacteridlogo Ingles Frederick William Twort en 1915 y
al cientifico Franco-Canadiense Félix d'Hérelle en 1917 (Clokie y Kropinski, 2009). Los
bacteriofagos son ubicuos y se encuentran ampliamente distribuidos en el ambiente. Son
considerados como las entidades biol6gicas mas abundantes en el planeta, se estima que existen

aproximadamente 103! particulas de fagos en el mundo (Gu et al., 2012).
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2.3.1. Caracteristicas Generales de los Bacteridéfagos

Una particula de bacterioéfago (virion) estd compuesta por un solo tipo de acido nucleico (ADN o
ARN), el cual puede ser de cadena doble o de cadena sencilla, rodeado por una estructura proteica
llamada “capside” la cual protege el material genético. Mas del 96% de los bacteri6fagos aislados
a la fecha pertenecen al orden Caudovirales (que poseen cauda [cola]). En este orden de fagos,
unido a la capside se encuentra el cuello y posteriormente una estructura proteica conocida como
“tallo” o “cola” a través de la cual, el bacteriofago inyecta su material genético dentro del huésped.
En el extremo del tallo se encuentran las fibras caudales y las espiculas, las cuales reconocen a los
receptores de las bacterias y permiten la adsorcion de la particula viral (figura 3) (Clokie y
Kropinski, 2009).
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Figura 3. Representacion esquematica de un bacteriéfago (Harada et al., 2018).

Los miembros del orden de los Caudovirales pueden dividirse en cinco familias segun la
morfologia de la cola: Siphoviridae (colas largas no contractiles; 60% de fagos conocidos),
Myoviridae (colas largas contractiles), Podoviridae (colas muy cortas) y recientemente aceptadas
por el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) se encuentran las familias
Ackermannviridae y Herelleviridae (Figura 4) (Moineau, 2013; ICTV, 2021).
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Figura 4. Clasificacion de los bacteriéfagos de acuerdo al ICTV. Representacion esquematica de
las principales familias y grupos de fagos (Ackerman, 2009).

2.3.2. Ciclos de Replicacion

El ciclo de replicacion de los bacteri6fagos sigue una serie de pasos programados, en donde la
eficiencia y el tiempo del proceso dependen en gran medida del estado metabdlico del huésped. La
infeccion comienza una vez que las fibras caudales y las espiculas del fago se unen a las moléculas
de reconocimiento especificas (oligosacaridos, polisacaridos, mureina) que se encuentran en la
superficie de la bacteria. A este proceso se le conoce como adsorcion del fago y es irreversible.
Posteriormente, se internaliza el material genetico del fago dentro del citoplasma de la bacteria.
Una vez que el material genético ha ingresado a la bacteria, este se replica siguiendo el ciclo litico

o el ciclo lisogénico (Ceyssens y Lavigne, 2010).
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2.3.2.1. Ciclo litico. Una vez dentro de la bacteria hospedera, el material genético del fago se puede
expresar y replicar. El paso inicial generalmente implica el reconocimiento de los promotores del
fago por la RNA polimerasa del huésped, lo que conduce a la transcripcion de genes tempranos
(gen cll, clll, N y cro). Los productos de los genes cll y clll activan la sintesis de la proteina de
inmunidad cl, simultdneamente, el represor cro esta hecho y actua como promotor del gen cl. La
competicion entre cl y cro determina la eleccion entre el ciclo litico o vegetativo y el estado
lisogenico. Posteriormente, se sintetiza el nuevo ADN del fago, seguido de la sintesis de proteinas
estructurales. Después de la sintesis de los componentes macromoleculares, las particulas del fago
se ensamblan. EI ADN se empaqueta en las capsides. En un vértice de la capside se encuentra un
punto de partida para el ensamblaje de la cabeza, el sitio de acoplamiento para las enzimas de
empaquetamiento del ADN, un conducto para el paso del ADN (vaina) y un sitio de union para el
tallo del fago, el cual se ensambla por separado. Finalmente, los bacteri6fagos utilizan dos enzimas:
lisina y/u holina para destruir la pared celular del huésped y posteriormente liberar la progenie del
fago hacia la matriz extracelular y las células vecinas (figura 5) (Raya y Hebert, 2009).

O
Ciclo litico

Figura 5. Esquema general del ciclo litico de los bacteriofagos por etapas. (1) Adhesion del fago
a la bacteria, (2) inyeccion del material genético a la bacteria huésped, (3) replicacion del material
genético y sintesis de componentes estructurales, (4) ensamblaje de los viriones, (5) lisis de la
célula bacteriana y (6) liberacion de las nuevas particulas virales (Campbell, 2003).

2.3.2.2. Ciclo lisogénico. En el ciclo lisogénico, el &cido nucleico del bacteriéfago se integra en el

30



genoma de la bacteria huésped, dando lugar al profago. Los fagos lisogénicos (temperados) tienen
la capacidad de cambiar entre el ciclo litico y lisogénico. La eleccion del ciclo de replicacion
depende de las tasas de expresion relativas de las proteinas reguladoras cl, que promueven la
lisogenia, y cro, que favorece el ciclo litico. Durante la lisogenia, el regulador clave es la proteina
cll, que reprime la transcripcion de los promotores liticos y regula positivamente su propia sintesis
(Kropinski et al., 2009). El ciclo lisogénico se distingue por dos caracteristicas: Primero, el profago
replica su material genético lo suficiente para permitir que las células huésped hijas hereden al
menos una copia del genoma del fago; y segundo, no se producen viriones estructurales, sino que
la replicacion se produce verticalmente en conjunto con la division de la bacteria huésped. Cabe
mencionar que los fagos lisogénicos (temperados) tienen la capacidad de cambiar entre el ciclo
litico y lisogénico bajo ciertas condiciones, tales como desecacion, exposicion a la luz UV,
exposicion a quimico mutagénicos, etc. Las condiciones adversas conducen a la produccion de
proteasas la cual destruye la proteina cl. Esto a su vez, conduce a la expresion del gen cro y al
proceso de multiplicacion litica (figura 6) (Raya y Hébert, 2009).

A

Ciclo
lisogénico

@
3

Figura 6. Esquema general del ciclo lisogénico de los bacteriéfagos por etapas. (1) Adhesion del
fago a la superficie celular bacteriana, (2) inyeccion del genoma viral, (3) represion del ciclo litico,
(4) integracion del genoma viral en el cromosoma bacteriano, (5) replicacion celular e (6) induccion
del ciclo litico (Campbell, 2003).

31



2.3.3. Uso de Bacteriéfagos como Método de Control Bioldgico

Los fagos han sido ampliamente utilizados para reducir enfermedades bacterianas en animales y
en humanos (Sklar y Joerger, 2001), en superficies e incluso en alimentos (Leverentz et al., 2003;
Lopez-Cuevas et al., 2012) y son posiblemente la Unica alternativa natural para eliminar de manera
selectiva a bacterias de interés en el intestino de los mosquitos. Sin embargo, para su utilizacion
como estrategia de control bioldgico, los bacteridéfagos tienen que cumplir con algunos criterios de
seleccion y para ello, es necesario que pasen por estudios de caracterizacion morfoldgica, bioldgica
y gendémica (Jones et al., 2012).

Dentro de las caracteristicas deseables que debe poseer un bacteriéfago se encuentran el tener
amplio rango de hospederos (lisando a los miembros de la especie y/o género objetivo), no contener
genes de resistencia a los antibidticos en su genoma, no contener genes que codifiquen para factores
de virulencia ni alergenicidad y finalmente, deben seguir estrictamente el ciclo litico de replicacién
para la eliminacion del huésped bacteriano, liberar la progenie viral y evitar la transduccion
(Hagens y Loessner, 2010; Culot et al., 2019).

Actualmente, existe en la literatura trabajos sobre el uso de bacteriéfagos en insectos, como el de
Xu et al. (2016), quienes demostraron que al aplicar antibioticos y bacteriofagos via oral a la
chinche Blissus insularis, en primer lugar, los antibioticos provocaron un retraso en la eclosion y
un tamario corporal reducido en el insecto, mientras que los bacteriofagos no lograron interactuar
con las bacterias simbiontes del intestino debido al propio efecto de estos simbiontes en la

estructura del tracto digestivo de la chinche.

Por otro lado, en la investigacién de Zhang et al. (2021), demostraron que una deficiencia en una
bacteria intestinal simbiotica mediada por el uso de bacteriéfagos influye directamente en la
composicion intestinal de las larvas de la mosca doméstica y tiene efectos negativos en el desarrollo

del insecto.

De manera local, en la investigacion realizada por Lopez-Guerrero (2019), se identifico la biota
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bacteriana cultivable de Aedes aegypti capturados en la ciudad de Culiacan Sinaloa y se aislaron
12 bacteriofagos (provenientes de agua de dren y de arroyos pluviales), los cuales mostraron fuerte
actividad litica contra 6 de las 22 bacterias aisladas. Las cuales fueron: Enterobacter
xiangfangensis, Klebsiella variicola, Pantoea deleyi, Pantoea dispersa y Pantoea stewartii subsp.
indologenes. Su material genético consistio en ADN de doble cadena con un tamafio de genoma
entre las 38,764 pb y las 149,428 pb, con un contenido de Guanina-Citosina (G-C) alrededor del
50%. Ademas, la prediccion del ciclo de replicacion de los bacteridfagos utilizando el programa
PHACTS, sugirié que once de los doce bacteriofagos utilizan el ciclo litoco como estrategia de
replicacion; el andlisis del genoma revel6 que no existen genes de codifiquen para factores de
resistencia a antibioticos en ninguno de los bacteriéfagos y todos son considerados como libres de
alérgenos, lo cual representa una caracteristica deseable para su uso. Por Gltimo, se observaron tres
familias entre los 12 bacteriofagos aislados: Podoviridae (FIM1C, F2MIC y F5M1C),
Siphoviridae (FIM1D, F2M1D, FAMID y F5MID) y Myoviridae (FIM1E, F2M1E, FAMIE,
FSM1E y F5SM2A).

Aunado a lo anterior, la Unica alternativa natural efectiva para eliminar de manera selectiva a estas
especies bacterianas es el uso de bacteriéfagos liticos que tengan selectividad por las bacterias que
se desean eliminar. Por lo tanto, develar y entender el papel especifico que tienen las especies
bacterianas en los procesos fisioldgicos basicos de los mosquitos puede abrir la frontera del
conocimiento para emplear una nueva alternativa de control bioldgico selectivo a base de

formulados de bacteri6fagos.

Por lo tanto, se requiere ampliar y dar continuidad a las investigaciones para determinar la
capacidad de biocontrol de los fagos contra bacterias presentes en el tracto intestinal de Aedes
aegypti que promueven los procesos fisioldgicos del vector. En este sentido, esta investigacion
tuvo como objetivo ampliar el cepario de especies bacterianas que habitan el tracto intestinal de
Aedes aegypti hembra en Culiacan, Sinaloa, asi como evaluar bacteriéfagos como agentes de
biocontrol contra las especies bacterianas aisladas. Esto podria tener un impacto positivo en el
desarrollo de una nueva tecnologia aplicada para reducir la transmision de enfermedades por

arbovirus como Dengue, Zika y Chikungunya.
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3. HIPOTESIS

1. Las especies bacterianas cultivables mas predominantes en el tracto digestivo de los mosquitos
Aedes aegypti de la ciudad de Culiacén, pertenecen a los géneros Staphylococcus, Bacillus y

Enterobacter.

2. Se aislara al menos un bacteriofago con actividad litica contra cada especie bacteriana en estudio

y con propiedades aceptables para su aplicacion como agente de control biolégico

3. La eliminacién selectiva de bacterias intestinales de Aedes aegypti con bacteriéfagos liticos

afecta negativamente el desarrollo larval del vector.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Identificar el efecto de la aplicacion de bacteriofagos liticos contra bacterias intestinales en larvas

de Aedes aegypti en su crecimiento y desarrollo como potencial estrategia de biocontrol

4.2. Objetivos Especificos

1. Aislar y caracterizar la biota bacteriana cultivable del intestino medio de mosquitos Aedes

aegypti capturados en la ciudad de Culiacan.

2. Aislar y caracterizar bacteriofagos liticos contra bacterias aisladas del intestino medio de
mosquitos hembra de Aedes aegypti capturados en la ciudad de Culiacan.

3. Determinar el tiempo de pupacion, mortalidad, proporcion sexual y tamafio en larvas de Aedes

aegypti expuestos a bacteriéfagos liticos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Recoleccion de Mosquitos

Para la captura de mosquitos en su etapa adulta, se utilizé un dispositivo aspirador de mosquitos
disefiado y construido previamente (LOpez-Guerrero, 2019). La recoleccion de los mosquitos
silvestres se llevo a cabo en noviembre de 2020 en diferentes puntos de la ciudad de Culiacan,
Sinaloa. Los criterios de seleccion de los puntos de toma de muestras fueron los siguientes: lugares
frescos, hiumedos y oscuros para aumentar las probabilidades de encontrar mosquitos adultos. Los
mosquitos fueron capturados mientras se encontraban en reposo o en vuelo y fueron trasladados al
laboratorio de conservacion de la fauna silvestre en la Universidad Auténoma de Sinaloa (UAS)

en Ciudad Universitaria.

Cuadro 1. Puntos de tomas de muestras para la recoleccion de mosquitos hembra de Aedes aegypti.

Puntos de recoleccion Coordenadas
Fraccionamiento Villa Satélite 24°48'21.4"N 107°21'25.6"W
Colonia Nakayama 24°45'05.8"N 107°25'19.2"W
Fraccionamiento Pradera Dorada 24°49'06.4"N 107°25'57.9"W
Colonia Cafadas 24°46'56.4"N 107°24'35.3"W

5.2. Identificacion Morfoldgica de Aedes aegypti

La identificacion de los mosquitos hembra de la especie Aedes aegypti se realizd de manera visual,
utilizando un microscopio estereoscopio (Leica MDG33, Alemania) y con base en las claves
taxondmicas propuestas por Rueda (2004). Esta consistio en distinguir diferencialmente a Aedes
aegypti, en su etapa adulta de otras especies de mosquitos debido a su coloracidn oscura y abdomen
agudo, anillos blancos en la base de los segmentos tarsales, tibia y fémures de las patas y un patron
de bandas blancas sobre el mesonoto del tdrax conocido como disefio de lira invertido. Como en
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otras especies de mosquitos, el macho puede distinguirse de la hembra por poseer antenas plumosas
y palpos mas largos. Los especimenes que no cumplieron con las caracteristicas taxonémicas de

Aedes aegypti se descartaron.

5.3. Diseccidn de Aedes aegypti y Obtencion del Intestino Medio

El tubo de plastico conteniendo a los mosquitos fue colocado en un refrigerador a 4 °C durante 5
min, con la finalidad de inmovilizar o contener a los insectos. A su vez, para evitar la contaminacion
de los mosquitos inmovilizados, estos fueron lavados con alcohol al 70% durante 5 min y se
enjuagaron tres veces en buffer de fosfatos (PBS, pH 7.4). Para asegurar la sanitizacion exterior
del mosquito, del dltimo enjuague se tomo una alicuota de 100 pL y se inoculd en medio de cultivo
Agar de Soya y Tripticaseina (TSA, siglas en inglés; BIOXON, México) por el método de
extension en placa (se realizé por duplicado), posteriormente se incub6 durante 24 h a 36 °C.

Los especimenes fueron transferidos a un portaobjetos montado bajo el estereoscopio (Leica
MDG33, Alemania) adicionando una gota de PBS. Se pinchd el térax del mosquito con un alfiler
de diseccién (000) y suavemente se retird el abdomen utilizando otro alfiler de diseccion y se
recuperé el intestino medio con el alfiler de diseccion. Posteriormente, en un tubo de
microcentrifuga de 1.5 mL se transfirieron 10 intestinos (que conformaron a cada muestra) con 250
puL de PBS estéril y se maceraron por 30 s con un pistilo estéril hasta homogeneizar (Apte-
Deshpande et al., 2012). Todo el material que se utiliz6 para esta prueba se esterilizd en autoclave

a 121 °C durante 15 min y las areas y equipos de trabajo fueron sanitizadas con etanol al 70%.

5.4. Aislamiento e Identificacion de la Biota Bacteriana Intestinal de Aedes aegypti

5.4.1. Aislamiento de la Biota Bacteriana Cultivable

A partir del homogeneizado de intestinos de mosquitos previamente obtenido, se tomaron 100 pL
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y se realizaron diluciones seriadas (10— 10°) usando bufer de fosfatos estéril. De cada dilucion
se tomaron alicuotas de 100 pL y se sembraron por duplicado en cajas Petri con TSA, agar
MacConkey, agar Sal y Manitol y agar Levine EMB (BIOXON, México) por el método de

extension en placa. Las cajas se incubaron a 37 °C por 48 h.

Después del proceso de incubacion, las colonias bacterianas se diferenciaron de acuerdo con sus
caracteristicas de color, tamafio, forma, opacidad, margen, elevacion y viscosidad. Una vez
identificadas, se tomaron las colonias de manera individual con un asa estéril y transferidas a una
nueva placa de Petri con TSA (BIOXON, México). Este procedimiento se realizd varias veces hasta
obtener colonias puras (Gusmao et al., 2010). Una vez que la bacteria fue purificada, se realizo la
tincion de Gram para una clasificacion primaria. Finalmente, las bacterias aisladas y caracterizadas
fisicamente fueron preservadas en una solucién de Glicerol y Caldo de Soya y Tripticaseina (TSB,
siglas en inglés; BIOXON, México) y se almacenaron a temperatura de congelacién (-80 °C) hasta
su identificacion (Gusmao et al., 2010).

5.4.2. Extraccion de ADN Bacteriano

Para la extraccion del ADN se utilizé el kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, EUA),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las bacterias preservadas fueron reactivadas en 5 mL de
TSB (BIOXON, México) e incubadas a 37 °C durante 24 a 48 h. El cultivo se centrifugd a 14,000
xg durante 5 min (Eppendorf mini Spin plus, Alemania), el sobrenadante se desechd y se recupero
el pellet bacteriano. El pellet bacteriano obtenido se resuspendi6 con 600 pL de solucion de lisis
nuclear (Promega, EUA); la suspension se incub6 a 80 °C durante 5 min. Transcurrida la
incubacion, la solucién se dejo enfriar a temperatura ambiente. Enseguida se agregaron 3 pL de
RNAasa y se incubd a 37 °C durante 60 min para degradar cualquier residuo de ARN presente que
pudiese interferir con la calidad del ADN extraido. Posteriormente se dejo enfriar a temperatura
ambiente y se agregaron 200 pL de solucion de precipitacion de proteinas, se mezcld en vortex
durante 20 s y se incubd en hielo por 5 min, se centrifugaron los tubos a 14,000 xg durante 3 min.
ElI ADN contenido en el sobrenadante fue recuperado y transferido a otro tubo conteniendo 600 L

de isopropanol.
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Los tubos se mezclaron gentilmente por inversion hasta que las hebras de ADN formaron una masa
visible, la suspension se centrifug6 a 14,000 xg durante 2 min. Al terminar el ciclo, el sobrenadante
fue desechado cuidadosamente y el tubo fue drenado sobre papel absorbente limpio.
Posteriormente, se afiadieron 600 pL de etanol al 70% a temperatura ambiente y se invirtieron los
tubos varias veces para lavar el pellet de ADN. Las muestras se centrifugaron a 14,000 xg durante
2 min. El etanol fue aspirado cuidadosamente. Los tubos fueron drenados sobre papel absorbente
limpio y el pellet se dej6 secar al aire libre por 10-15 min. Finalmente, se agregaron 100 pL de
solucion de rehidratacion de ADN y se incubaron a 65 °C por 1 h.

5.4.3. Amplificacion del gen rRNA 16S

El material genético extraido fue analizado en un espectrofotometro Nanodrop 2000c (Thermo
SCIENTIFIC, EUA) para conocer su concentracion y pureza; posteriormente se comprobo la

integridad del ADN por electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Cuadro 2. Verificacién de la calidad del ADN bacteriano extraido
Concentracion

Muestra de Ac. Unidad  260/280 260/230 ;Lpe‘;t‘ig
Nucleicos

TSA-A1 204.7 ng/pL 1.68 1.1 ADN
TSA-A2 336 ng/uL 186  4.99 ADN
TSAB 28.2 ng/uL 1.98 8.2 ADN

TSA-C(1) 550.4 ng/uL 1.84 1.83 ADN

TSA-C(2) 11.2 ng/uL 188 262 ADN
TSA-D 499 ng/pL 1.43 0.74 ADN
TSA-E 245 ng/pL 16 3.41 ADN
TSA-F 9 ng/pL 148  -159 ADN
TSA-1 20.4 ng/pL 1.65 1.05 ADN
TSA-2 17.2 ng/pL 1.81 1.87 ADN
TSA-4 40 ng/pL 1.59 0.98 ADN
TSA-5 13.2 ng/pL 2.05 0.68 ADN
TSA-6 26.8 ng/pL 1.79 0.98 ADN
TSA-7 36.1 ng/pL 1.54 0.8 ADN
TSA-8 66.6 ng/pL 1.96 1.86 ADN
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TSA-9 133 ng/pL 1.85 0.92 ADN

TSA-10(1) 52.6 ng/pL 1.8 1.23 ADN
TSA-10(2) 13.9 ng/pL 1.64 0.64 ADN
TSA-11 57.7 ng/pL 1.8 1.48 ADN
TSA-12 55.2 ng/pL 1.91 1.65 ADN
MC-Al 37.9 ng/pL 1.52 0.86 ADN
MC-B1 80.5 ng/pL 1.91 2.14 ADN
MC-A2 61.8 ng/pL 1.93 1.68 ADN
MC-D 422.6 ng/pL 1.62 1.07 ADN
MC-E 73.9 ng/uL 1.89 1.84 ADN
SM-1 43 ng/uL 1.74 1.04 ADN
SM-2 68.1 ng/uL 1.81 1.45 ADN
SM-3 15.3 ng/uL 1.94 13 ADN
SM-4 70.6 ng/uL 1.47 0.82 ADN
SM-5 30.3 ng/uL 1.55 1.04 ADN
SM-6 115.8 ng/uL 1.82 1.44 ADN
SM-7 66.7 ng/uL 1.86 2.27 ADN
SM-8 49.8 ng/uL 1.72 2.31 ADN
SM-9 27.9 ng/uL 1.64 0.72 ADN
SM-10 56.2 ng/uL 1.97 2.03 ADN
L-AM 23.1 ng/uL 1.81 3.89 ADN
L-M 40.4 ng/uL 1.72 1.28 ADN
L-B 53.3 ng/uL 1.51 2.64 ADN
L-K 202.4 ng/pL 1.73 1.21 ADN
L-J 35.4 ng/uL 1.77 4.41 ADN
L-I 90.7 ng/pL 1.8 1.43 ADN
L-1 197.3 ng/pL 1.81 1.66 ADN
L-2 113.9 ng/pL 1.53 1.25 ADN
L-3 7775 ng/pL 1.72 1.53 ADN
L-4 575 ng/pL 1.84 1.78 ADN
L-5 26.2 ng/pL 1.63 0.86 ADN
L-6 150.1 ng/pL 1.61 1.44 ADN
L-7 1298.5 ng/pL 1.83 1.49 ADN
L-8 921.9 ng/pL 1.77 13 ADN
L-9 98 ng/pL 1.78 1.99 ADN

Una vez que se comprobo que el material genético era de buena calidad en términos de una relacion
260/280> 1.7 (AND/proteinas), ademéas de que se comprobo la integridad del ADN mediante
electroforesis, se realizé la amplificacion del rRNA 16S por la reaccidn en cadena de la polimerasa
(PCR, siglas en inglés). Para ello, se utilizd el kit Gotag PCR core system 1 (Promega, EUA,

M7660 numero de catalogo), siguiendo la metodologia empleada por Gusmao et al. (2010) con
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algunas modificaciones. Se utilizaron los primers universales 1492R (5’- TAC GGY TAC CTT
GTTACGACTT-3")y27F (5- AGAGTT TGA TCM TGG CTC AG — 3’). Para la mezcla de
reaccion se agregé ADN templado (100 ng); primer 27F (6 uM); primer 1492 (6 uM); MgCl. (1.5
mM); BUFFER de reaccion (1X); DNTP’s mix (200 uM cada uno); Tag DNA polimerasa (1 U) y
agua ultra pura estéril suficiente para una reaccion de 25 pL. Las condiciones para la amplificacion
por PCR fueron las siguientes: un paso de desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5 min; seguido
de 35 ciclos que incluy6 una desnaturalizacion a 95 °C por 35 s, un alineamiento de los primers a
56 °C durante 35 sy una extension a 72 °C durante 90 s; por ultimo, un paso final de 10 min a 72

°C. La amplificacion generd un producto de aproximadamente 1,500 pb.

La calidad y concentracion de los amplicones se verificd mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1%. Las muestras amplificadas fueron secuenciadas en la empresa Macrogen ubicada en Corea
del Sur y la identificacion bacteriana se realiz6 mediante alineamiento local basico de secuencias

(BLAST: Basic Local Alignment Search Tool (nih.gov), utilizando como criterio de homologia e

identidad un porcentaje de similitud mayor del 90%.

5.5. Aislamiento de Bacteridfagos Liticos Contra Bacterias de la Biota Intestinal de Aedes aegypti

5.5.1. Toma de Muestras

Las muestras de intestinos medios que se utilizaron previamente para el aislamiento e identificacion
de la biota bacteriana cultivable se conservo a -20 °C hasta que se usaron para el aislamiento de los
bacteri6fagos.

5.5.2. Enriquecimiento

Las bacterias aisladas y preservadas en la etapa anterior fueron reactivadas de manera individual

41


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

por el método de estriado en placas con TSA (BIOXON, México). Posteriormente se tomo una
colonia de cada bacteria y de manera individual se cultivaron en TSB (BIOXON, México) y se
incubaron por 24 h a 37 °C. Enseguida, de los cultivos anteriores se mezclé 1 mL de cada bacteria
en tubos estériles de 50 mL (para hacer un pool de bacterias) los cuales fueron inoculados con las
muestras de intestinos medios de Aedes aegypti e incubados en condiciones aerobias a 37 °C
durante 18-24 h. Transcurrida la incubacion, los tubos se agitaron en vortex y se centrifugaron a
13,800 xg por 10 min a 4 °C; se recuper0 el sobrenadante y se filtré a través de membranas de

nitrocelulosa con un tamaio de poro de 0.22 pm; a este filtrado se le denomino “Lisado de fagos”.

5.5.3. Determinacion de Bacteriofagos por la Prueba de “Spot”

Para evidenciar la presencia de bacteridfagos liticos contra las bacterias en estudio, se realizé la
prueba de goteo (Spot) mediante la técnica de la doble capa de agar con los lisados de cada muestra.
Para ello, se mezclé 1 mL de bacteria en fase de crecimiento exponencial en un tubo que contenia
3 mL de TSB-Agarosa 0.4% (p/v) precalentado y licuado a 45 °C y se vertio el contenido sobre
cajas Petri con TSA (BIOXON, México). Estas se dejaron solidificar y finalmente se colocaron 5
uL de cada lisado sobre la capa de agar suave; una vez que la gota se secd, las cajas se invirtieron
y se incubaron a 37 °C durante 18-24 h (Este procedimiento se repiti6 para cada una de las bacterias
en estudio y cada lisado donde se suponia la presencia de bacteri6fagos). La presencia de una placa
de lisis o “calva” en donde se colocd la gota, indico la presencia de bacteriofagos liticos contra esa

bacteria (Clokie y Kropinski, 2009).

5.5.4. Purificacion de Bacteriéfagos

Una vez que se confirmd la presencia de bacteriéfagos en los lisados, fue necesario aislarlos y
purificarlos, para esto, se utilizd la técnica de doble capa de agar convencional. Las cepas

bacterianas que demostraron susceptibilidad ante los bacteriofagos presuntivos, fueron cultivadas
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de manera individual en TSB (BIOXON, México) por 24 h a 37 °C. Enseguida, se mezcldé 1 mL
de bacteria y 100 pL del lisado que contenia los bacteri6fagos, en un tubo que contenia 3 mL de
TSB-Agarosa 0.4% (p/v) precalentado y licuado a 45 °C; se homogeneiz6 la mezcla y se vertio
sobre cajas Petri con TSA (BIOXON, México), se dejaron secar y se incubaron a 37 °C durante
18-24 h. Transcurrido el tiempo, se seleccionaron placas con base a su tamafio y claridad, y fueron
transferidas a tubos Eppendorf de 1.5 mL que contenia 1 mL de buffer de fosfatos estéril. El
procedimiento de doble agar y recuperacion de placas individuales se repitié cuatro veces para

obtener fagos Unicos y purificados (Clokie y Kropinski, 2009).

5.6. Ensayos de Aplicacion de Bacterias y Bacteridéfagos en Larvas Gnobioticas de Aedes aegypti

5.6.1. Cria de Mosquitos

Para la realizacion de esta actividad se utilizo la cepa Rockefeller (ROCK) de Aedes aegypti y fue
mantenida en una solucion de azlcar al 10% a 27-30 °C y a una humedad relativa de 70%, con un
fotoperiodo de 12 h de luz y 12 h de oscuridad. Algodén estéril, papel filtro y redes esterilizadas

fueron utilizadas para mantener al maximo la esterilidad de las jaulas (SPPS, 2015).

La alimentacion de larvas procedio de acuerdo con lo establecido por Coon et al. (2014), con
algunas modificaciones. Brevemente, las larvas se alimentaron con una dieta estandar que consiste
en comida para conejos (conejina) en frascos de plastico, los cuales contenian agua destilada estéril
producida en el Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD) unidad Culiacan.
Posteriormente, las pupas fueron transferidas a jaulas de pléastico en donde emergieron adultos y
éstos recibieron 10% de sacarosa en agua ad libitum (a voluntad). Los mosquitos hembra fueron
alimentados dos dias con sangre de conejo después de emerger (previamente inmovilizado).
Pasadas 36 h comenzo el proceso de oviposicion. Los huevos fueron almacenados en recipientes a

temperatura ambiente hasta su uso.
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5.6.2 Cultivo de Bacterias

Se tomo una alicuota de 10 pL de las bacterias Klebsiella variicola y Enterobacter xiangfangensis
que estan preservadas en el cepario del LANIIA y se sembraron en 10 mL de TSB (BIOXON,
México) e incubadas en agitacion toda la noche a 36 °C. Antes de inocular las larvas axénicas, los
cultivos bacterianos se lavaron con buffer de fosfatos estéril (PBS, pH 7.4) siguiendo la
metodologia propuesta por Pan (2019). Brevemente, el cultivo bacteriano se centrifugd por 10
minutos a 7,300 xg a 4 °C . Posteriormente, se desecho el sobrenadante y al pellet bacteriano se le
afiadieron 10 mL de PBS y se resuspendieron las células bacterianas por agitacion en vortex. Este

procedimiento se repitio dos veces adicionales.

5.6.3. Produccion de Larvas Gnotobidticas

Se produjeron larvas axénicas colocando huevos obtenidos en el paso anterior sobre placas Petri
esteriles, las cuales se adicionaron con alcohol etilico al 70%, durante 5 min. Posteriormente, se
enjuagaron tres veces en buffer de fosfatos estéril (PBS, pH 7.4). Una vez esterilizados, se
colocaron en tubos Corning de 50 mL con 20 mL de agua estéril y 100 uL de alimento estéril
(conejina a una concentracion de 3.3 mg/100 pL de agua destilada). Pasadas 48 h, eclosionaron los
primeros estadios larvales. Las larvas gnotobidticas se produjeron seleccionando una colonia de
dos o mas aislados bacterianos de Klebsiella variicola y Enterobacter xiangfangensis y se
inocularon al cultivo de larvas axénicas. Los cultivos de larvas gnotobidticas fueron criadas hasta
la pupacion adicionando una nueva dieta estandar esterilizada cada dia (Coon et al., 2014).
Finalmente, se recolectaron las pupas, se lavaron con agua esterilizada y se realizaron las

mediciones correspondientes.
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5.6.4 Propagacion de Bacteridfagos

Para la propagacion de los bacteriofagos se utilizé la metodologia propuesta por Carey-Smith et al.
(2006), con algunas modificaciones. Brevemente, se mezcldé 1 mL de la cepa hospedadora en su
fase de crecimiento exponencial con 100 pL del bacterioéfago purificado, en un tubo de ensayo que
contenia 3 mL de TSB-Agarosa 0.4% (p/v) licuado a 45 °C; el contenido se vertio en cajas de Petri
con TSA (BIOXON, México) y se dejaron solidificar. Las cajas se incubaron a 37 °C durante 18-
24 h. Una vez desarrolladas las placas (replicacion de los bacteriéfagos), se agregaron 6 mL de
bufer de fosfatos estéril a cada caja Petri y se recuperd la capa suave utilizando un raspador de
células estéril, el eluido final se centrifug6 a 8,500 xg durante 10 min a 4 °C para eliminar células
bacterianas y residuos del medio de cultivo. El sobrenadante fue filtrado por membranas de
nitrocelulosa con tamafio de poro de 0.45 um de diametro. El filtrado se almacen6 a 4 °C protegido
de la luz.

5.6.5 Concentracién y Titulacion de Bacteriofagos

Para la concentracion y titulacion del fago, se tomaron 40 mL del bacteriéfago propagado en el
paso anterior y se centrifugd a 40,000 xg durante 2 h. El sobrenadante fue decantado y el sedimento
se resuspendio en 10 mL de bufer de fosfatos estéril y finalmente se filtr6 a través de un acrodisco
de tamafio de poro de 0.22 um de didmetro. El titulo de los bacteri6fagos se determind mediante el
método propuesto por Clokie y Kropinski (2009). Brevemente, se prepararon diluciones decimales
seriadas en bufer de fosfatos estéril (10"2-1071%) del bacteri6fago concentrado y se realizé la técnica
de la doble capa de agar. Finalmente, fueron seleccionadas las diluciones en donde se pudo contar
entre 30 y 300 placas por la técnica del doble agar y se calculd la concentracion mediante la

siguiente férmula:

UFP

— = Numero de placas x 10 x Reciproco de la dilucién contada (1)
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5.6.4. Ensayos de Control Biologico de Fagos-Bacterias en Larvas de Aedes aegypti

Debido a que no fue posible el aislamiento de bacteriofagos liticos en el presente estudio, se
tomaron bacteridfagos y bacterias obtenidas previamente por Lopez-Guerrero (2019) del grupo de
investigacion de LANIIA; los bacteriéfagos fueron aislados del medio ambiente y se comprobd
mediante analisis informatico que no tuvieran genes de resistencia a antibioticos, genes de
alergenos y genes de virulencia. Se prepararon tres tratamientos con treinta larvas gnotobioticas
del tercer estadio cada uno. Se inocularon dos grupos con los bacteriéfagos especificos (el fago
FAMIE para Enterobacter xiangfangensis y el fago FAMID para Klebsiella variicola) para cada
especie bacteriana inoculada en las larvas gnotobioticas y se dejo un grupo sin inocular como
control. Los tratamientos fueron “larvas gnotobioticas” (LB), “larvas gnotobidticas infectadas con
fagos” (LBF), “larvas axénicas infectadas con fagos” (LF) y un grupo control (larvas axénicas).
Para el tratamiento con larvas axénicas infectadas con fagos, se afiadié la suspension del fago
purificado a una concentracion final de 1 x 10® UFP/mL en TBS a 5 mL de agua estéril con 100 pL
de dieta estandar esterilizada (conejina). Para el tratamiento con larvas gnotobioticas, se afiadieron
las bacterias cultivadas en caldo nutritivo a una concentracion final de 1 x 10° UFC/mL a 5 mL de
agua estéril con 100 pL de alimento. Para el tratamiento con larvas gnotobidticas infectadas con
fagos, se afiadieron al alimento tanto la suspension de fagos purificada (1 x 10¢ UFP/mL ) como
las bacterias cultivadas en caldo nutritivo (1 x 10° UFC/mL ). Larvas del tercer estadio se
expusieron a cada tratamiento hasta alcanzar la etapa de pupa. Se mantuvo la dieta estandar estéril
durante todo el experimento (Xu et al., 2016).

5.6.5. Analisis Estadisticos

El disefio experimental consistié en un disefio de un solo factor (Bacteria), con 2 niveles (B1, B2)
y a cada grupo de 30 larvas de tercer estadio (5-7 £ 1 mm) se les aplicaron tres tratamientos (1.-
Larvas gnotobidticas, 2.- larvas gnotobidticas infectadas con fagos y 3.- larvas axénicas infectadas
con fagos) hasta alcanzar la etapa de pupa con dos replicas. Al finalizar el experimento se midieron
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las variables de respuesta “mortalidad”, “proporcién sexual”, “tamafio de la pupa” y “tiempo de
pupacion”, y los datos se recopilaron en el software SPSS, en donde se realizé un ANOVA con la
prueba de Tukey y con un nivel de significancia del 95%. Un estimador no paramétrico Kaplan
Meier fue usado para el analisis de la supervivencia de las larvas desde el tercer estadio hasta su

pupacion bajo las condiciones de experimentacion.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Aislamiento e Identificacion de la Biota Bacteriana Intestinal de Aedes aegypti

Se obtuvieron 51 aislados bacterianos, de los cuales, el grupo de mayor prevalencia esta
representado por bacilos Gram positivos (22 aislados), seguido de cocos Gram positivos (12
aislados), bacilos Gram negativos (10 aislados) y finalmente, en menor proporcién, cocos Gram
negativos (7 aislados).

Los aislados bacterianos que se seleccionaron para identificacion a nivel de género y especie se
sometieron posteriormente al analisis de secuencias del rRNA 16S, esto mediante el programa de
alineamiento bésico local del Centro Nacional para la Informacién en Biotecnologia (NCBI, siglas

en inglés) (https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), en donde se identificaron los siguientes

géneros bacterianos: Bacillus, Staphylococcus, Pseudomonas, Arthrobacter, Micrococcus,
Bhargavaea. Priestia, Kocuria, Acinetobacter, Klebsiella, Salinicoccus, Cronobacter vy
Olivibacter. (Cuadro 3). Bacillus spp. (16) fue el género predominante en la mayoria de los
aislados, seguido de los géneros Staphylococcus (2), Micrococcus (2) y Arthrobacter (2). En total

se obtuvo una diversidad de 31 especies bacterianas pertenecientes a 13 géneros.

Cuadro 3. Identificacion de las bacterias aisladas del intestino medio de Aedes aegypti basados en
la secuenciacion del gen rRNA 168S.
Morfologia y tincion

Aislado d Identificacion % de similitud
e Gram

TSA-Al Bacilo G+ Bacillus velezensis 99.79
TSA-A2 Bacilo G+ Bacillus suptilis 92.44
TSA-B Bacilo G- Bacillus subterraneus 99.71

TSA-C(1) Bacilo G+ Bacillus cereus 99.91

TSA-C(2) Coco G+ Micrococcus luteus 99.66
TSA-D Bacilo G+ Bacillus firmus 99.9
TSA-E Bacilo G+ Bhargavaea cecembensis 99.9
TSA-F Bacilo G+ Bacillus foraminis 99.64
TSA-1 Coco G+ Staphylococcus epidermidis 99.81
TSA-2 Bacilo G+ Bacillus endophyticus 99.4
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TSA-4
TSA-5
TSA-6
TSA-7
TSA-8
TSA-9

TSA-10(1)

TSA-10(2)

TSA-11
TSA-12
MC-Al
MC-B1
MC-A2
MC-D
MC-E
SM-1
SM-2
SM-3
SM-4
SM-5
SM-6
SM-7
SM-8
SM-9
SM-10
L-AM
L-M
L-B
L-K
L-J
L-1
L-1
L-2
L-3
L-4
L-5
L-6
L-7
L-8
L-9

Bacilo G+
Coco G+
Bacilo G+
Bacilo G+
Coco G+
Coco G-
Bacilo G+
Bacilo G+
Bacilo G+
Bacilo G-
Coco G+
Bacilo G-
Bacilo G-
Bacilo G+
Bacilo G-
Coco G+
Coco G+
Bacilo G+
Bacilo G+
Coco G+
Bacilo G+
Bacilo G+
Bacilo G+
Bacilo G+
Coco G+
Bacilo G-
Bacilo G-
Bacilo G-
Bacilo G-
Bacilo G+
Bacilo G+
Bacilo G-
Bacilo G-
Bacilo G-
Bacilo G+
Bacilo G+
Bacilo G+
Bacilo G+
Bacilo G-
Bacilo G+

Bacillus subtilis subsp. Stercoris

Arthrobacter pascens
Bacillus amyloliquefaciens
Priestia megaterium
Kocuria flava
Acinetobacter calcoaceticus
Arthrobacter nitrophenolicus
Bacillus thuringiensis
Bacillus proteolyticus
Pseudomonas aeruginosa
Micrococcus endophyticus
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Bacillus thuringiensis
Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus arlettae
Bacillus cereus
Bacillus marisflavi
Salinicoccus roseus
Bacillus megaterium
Bacillus paramycoides
Bacillus thuringiensis
Bacillus pumilus
Staphylococcus arlettae
Pseudomonas aeruginosa
Cronobacter sakazakii
Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella pneumoniae
Bacillus megaterium
Bacillus aerophilus
Olivibacter jilunii
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Bacillus megaterium
Bacillus megaterium
Bacillus thuringiensis
Bacillus proteolyticus
Pseudomonas aeruginosa
Bacillus thuringiensis

99.61
99.9
100

99.91
99.9

99.15
99.8

99.63
99.9
100
100
99.9

99.81
100
100

99.69

99.81
100

99.79

99.48
99.9

99.68

99.81
99.6

99.81
100

99.41
100

95.21

99.81

99.44

99.25
100
100

99.61
100

88.94

99.79

98.38

98.41

TSA: Agar de soya
y tripticaceina

L: Levine EMB
SM: Sal y manitol
MC: Mac Conkey

G+: Gram positiva
G-: Gram negativa

% de similitud: similitud de las
secuencias con las de la base de
datos NCBI
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Todos los géneros bacterianos aislados se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza
(plantas, agua, o como biota normal de la piel de los humanos). Investigaciones proponen que los
mosquitos pueden adquirir su biota bacteriana intestinal de forma vertical, es decir, heredadas de
sus madres, o de forma horizontal al adquirirlas directamente de la naturaleza, principalmente de

los sitios en donde se alimentan (Coon et al., 2014).

Los géneros Bacillus, Klebsiella, Staphylococcus, Arthrobacter y Micrococcus han sido aislados
consistentemente tanto de mosquitos Aedes aegypti como de otras especies de mosquitos. Esto ha
permitido a diversos investigadores inferir que estos géneros bacterianos son capaces de mantener
una asociacion estable con su insecto hospedero y que posiblemente desempefian algun rol
importante en la vida del mosquito, lo que las convierte en bacteria objetivo para futuros ensayos
(Gusmaéo et al., 2010; Ramirez et al., 2012; Lopez-Guerrero, 2019).

En el presente estudio se identifico la presencia de Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus
arlettae. Llama la atencidn que este género ha sido aislado previamente de Aedes aegypti en la
ciudad de Culiacan Sinaloa, en el periodo de muestreo mayo-agosto de 2018 (Lopez-Guerrero,
2019), mientras que el presente estudio fue llevado a cabo entre noviembre — diciembre de 2021,
lo cual permite sugerir que Staphylococcus forma parte importante de la biota intestinal de Aedes
aegypti, dada su presencia tanto en periodo de verano como de otofio. Se ha reportado que estas
bacterias son integrantes de la microbiota de la piel, por lo que podria considerarse que su origen.
Una de las caracteristicas mas importante de este género es que son productores de hemolisina, por
lo tanto, se podria inferir que al igual que las especies de Serratia, estas bacterias estan relacionadas
con el proceso de digestion de la sangre, y, por consiguiente, en la produccién de huevos en Aedes
aegypti (Gaio et al., 2011).

6.2. Aislamiento de Bacteridfagos contra Bacterias de la Biota Intestinal de Aedes aegypti

En el presente estudio se plante0 aislar bacteriofagos del intestino medio de Aedes aegypi los cuales
presentaran actividad estrictamente litica contra algunas de las bacterias identificadas. Sin

embargo, no se lograron aislar.
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El aislamiento de bacteriofagos inicio el mes de junio del 2021 con las muestras del intestino medio
de adultos hembra de Aedes aegypti, las primeras semanas fueron de pruebas de spot y aislamiento;
sin embargo, no hubo éxito en la obtencion de placas de lisis. Se continu6 con el aislamiento por
un periodo de seis meses (Cuadro 4). En estos meses, hubo seis ocasiones en las que se observo

inhibicion por lo que se continud con el aislamiento y purificacion.

Figura 7. Obtencién de calvas.

Al inicio de la etapa experimental, se utilizaron las muestras de intestinos medios de adultos hembra
de Aedes aegypti almacenados previamente a -20 °C para la prueba de spot. En ambos meses en
los que se realizo esta técnica (Junio y Julio), arrojaron datos positivos, ya que se obtuvieron calvas

en los ensayos, por lo que se continu6 con el aislamiento y purificacion. De todos los aislados, s6lo
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en algunos de ellos se aprecid la lisis de la placa de agar suave (figura 7). Posterior a la purificacion,
se siguieron observando calvas; sin embargo, a partir de la segunda repeticion de purificacion,
dejaron de identificarse placas de lisis. Por ello, se repitio el proceso de la prueba de spot y
aislamiento, no obstante ésta ocurrid sin éxito. En los meses posteriores, se utilizaron muestras de
larvas y mosquitos adultos macerados completos, pero se obtuvieron resultados similares durante
los siguientes meses, noviembre-enero (Cuadro 4) y no se logré la obtencion de bacteriofagos

purificados.

Cuadro 4. Cronograma de toma de muestras durante el aislamiento de bacteriofagos.

Mes Prueba Aislamiento Purificacién
de spot

Junio 2021
Julio 2021
Octubre 2021
Noviembre 2021
Noviembre 2021
Diciembre 2021
Enero 2022
Enero 2022

X
X

X X X

X X X X X X X X

Se seleccionaron las bacterias Enterobacter xiangfangensis (MIE) y Klebsiella variicola (MID) ya
que también se aislaron bacteri6fagos liticos contra estas bacterias.

6.3. Ensayos de Control Biol6gico de Fagos-Bacterias en Larvas de Aedes aegypti

Para evaluar el efecto de las bacterias y los bacteriéfagos en larvas de Aedes aegypti en los
experimentos desarrollados, se monitored su desarrollo larval diariamente hasta que alcanzaron la
etapa de pupa. Larvas del tercer estadio fueron expuestas a tres tratamientos por cada bacteria en
estudio (Enterobacter xiangfangensis y Klebsiella variicola), los cuales consistieron en: larvas

gnotobidticas (LB), larvas gnotobioticas infectadas con fagos (LBF) y larvas axénicas infectadas
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con fagos (LF). Como se puede observar en la figura 8, hubo diferencias significativas entre las
bacterias en estudio (p=0.00). Los datos analizados representan las larvas que llegaron a pupay las

larvas que murieron (cuadro 5).

Cuadro 5. Estado de las larvas de Aedes aegypti al final del experimento

Larvas de Aedes aegypti Cantidad %
Alcanzaron etapa de pupa 256 71.11
Murieron 104 28.89

Total 360 100

6.3.1. Efecto de Enterobacter xiangfangensis en el Tiempo de Pupacion en Larvas de Aedes

aegypti

Los grupos de larvas expuestos a Enterobacter xiangfangensis (B1) presentaron un tiempo de

pupacion promedio y maximo de 7.36 y 16 dias, respectivamente (figura 9).

Al comparar estos resultados con el tiempo que tardan las larvas de Aedes aegypti en llegar a la
etapa de pupacion en condiciones naturales (de 4 a 5 dias apartir de larvas del primer estadio), se
observé que la aplicacion de Enterobacter xiangfangensis en larvas de Aedes aegypti, provoca
tiempos de pupacién mas prolongados durante la etapa larva-pupa, ya que tuvo un tiempo de
pupacién de 7 dias apartir del tercer estadio. De tal manera que, si se tomara en cuenta el tiempo
que tardaron las larvas en llegar al tercer estadio (3 a 4 dias) en el presente estudio, el tiempo total
de pupacién seria aproximadamente 10-11 dias. En otras palabras, el tiempo que tardaron las larvas
de Aedes aegypti en llegar a la etapa de pupacion al ser inoculadas con Enterobacter xiangfangensis
fue de 6 dias mas que lo reportado en la literatura (Biogents Mosquito Control, 2018). Este tiempo
prolongado durante la etapa larva-pupa puede afectar el crecimiento (desarrollo lento = mosquitos
mas grandes) y capacidad vectorial (tasa de picadura meno y menor probabilidad de infectarse con

arbovirus) del mosquito.

Por otro lado, aislados de Enterobacter spp. ya han sido expuestas a larvas de Aedes aegypti, con
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resultados contrarios a esta investigacion. Pan (2019), al experimentar con larvas gnotobioticas de
Aedes aegypti del primer estadio expuestas a tratamientos con bacterias y bacteriofagos, demostrd
que E.coli y Enterobacter spp. tuvieron los indices de pupacion mas rapidos (5.65 y 6.08 dias,
respectivamente). Esta diferencia puede deberse a que se inocularon las bacterias en larvas del
primer estadio, ademas, no se menciono cual fue la especie de Enterobacter que se inoculé en los
tratamientos. Las diferencias encontradas en ambas investigaciones podrian deberse a multiples
factores, incluyendo las condiciones experimentales, a las bacterias y bacteriéfagos evaluados,
concentracion bacteriana, entre otros. Es por ello que se requiere profundizar en estudios enfocados
en los efectos que ocasiona la aplicacion de bacteriéfagos contra especies bacterianas especificas

en el desarrollo larval de Aedes aegypti.
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Figura 8. Funciones de supervivencia entre bacterias. Larvas de Aedes aegypti del tercer estadio
inoculadas con Enterobacter xiangfangensis y Klebsiella variicola. Los grupos fueron revisados
diariamente hasta su pupacion (n=256). Se utilizé un estimador no paramétrico Kaplan Meier para
el andlisis de la supervivencia con dos replicas.

6.3.2. Efecto de Klebsiella variicola en el Tiempo de Pupacion en Larvas de Aedes aegypti

Los grupos de larvas expuestas a Klebsiella variicola (B2) presentaron un tiempo de pupacion
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promedio de 10.84 y un tiempo maximo de 21 dias (figura 7). Estos resultados se asemejan a lo
encontrado por Pan (2019), ya que demostrd que Serratia spp. y Arthrobacter spp. tuvieron los
indices de pupacion mas lentos, al igual que Klebsiella variicola en nuestro estudio. Por
consiguiente, Serratia spp, Arthobacter spp y Klebsiella variicola prolongan el tiempo de pupacién

de las larvas de Aedes aegypti; ya sea que se inoculen en larvas del primer estadio como del tercero.

Estos datos sugieren que algunas bacterias simbiontes de Aedes aegypti tienen un efecto en el
desarrollo del vector durante su etapa larval, prolongando su tiempo de pupacion. Para fines de
control bioldgico del vector, los resultados del presente estudio plantean un escenario favorable,
ya que un desarrollo prolongado significa tener un mayor margen de tiempo para la aplicacion de
otras estrategias para su control, aumenta la probabilidad que los recipientes con agua en los que
se encuentran los mosquitos se sequen o se descarguen antes de la emergencia y también les da

mas oportunidad de actuar a los depredadores del vector.

6.3.3. Efecto del Bacteriofago FAMIE en el Tiempo de Pupacion en Larvas de Aedes aegypti

Los grupos de larvas expuestos solamente al bacteriofago FAMIE (LF) presentaron un tiempo de
pupacién promedio de 8.39 dias y un tiempo maximo de pupacion de 17 dias (figura 9). Lo
interesante de estos resultados es que la s6la aplicacién del bacteri6fago logro rescatar el desarrollo
de los grupos de larvas de Aedes aegypti y les permitio llegar a la etapa de pupa. Hasta el momento
no hay informacion relacionada con el desarrollo de larvas expuestas Unicamente a bacteriéfagos,
pero si expuestas a bacterias y a ambientes estériles. De esta forma, se ha demostrado que al
producir larvas en un ambiente estéril, estas mueren, y al exponerlas a una cepa bacteriana alcanzan
la etapa de pupa (Coon et al., 2016a; Coon et al., 2016b; Pan 2019). Ademas, estos resultados
sugieren que el bacteriéfago fue capaz de adentrarse en el tracto digestivo de la larva, aunque no
se haya confirmado. Se ha reportado que en algunos insectos, los bacteriéfagos no logran impactar
a la bacteria objetivo, gracias a un bloqueo entre la conexién del intestino anterior y posterior (Xu
et al., 2016).
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6.3.4. Efecto del Bacteriofago F4AMID en el Tiempo de Pupacion en Larvas de Aedes aegypti

Los grupos de larvas expuestos solamente al bacteriofago FAMID (LF) presentaron un tiempo de

pupacion promedio de 10.15 dias y un tiempo méximo de pupacién de 14 dias (figura 10).

Estos datos resultan interesantes porque hasta el momento se desconoce el papel fundamental de
los fagos en el tracto intestinal de mosquitos y su potencial efecto en los procesos fisiologicos del
vector al aplicarlos intencionalmente. El Unico trabajo relacionado en bioensayos con larvas de
Aedes aegypti expuestas a bacteriofagos y bacterias intestinales es el de Pan (2019); sin embargo,
en esta investigacion no se aplicaron bacteriofagos solos en larvas, sino bacterias y bacterias
infectadas con fagos. De esta forma, en nuestra investigacion, al igual que los tratamientos con las
bacterias, el tratamiento de larvas axénicas infectadas sélo con bacteri6fagos prolongé el tiempo
de pupacion de larvas de Aedes aegypti. Por lo tanto, la aplicacion de sélo los bacteriéfagos FAMIE
y FAMID en larvas del tercer estadio, tuvieron un efecto en el desarrollo del vector, al prolongar su
tiempo de pupacion con una media y tiempo maximo de pupacion de 8.39 y 17 dias,

respectivamente.

6.3.5. Efecto de Enterobacter xiangfangensis Infectada con el Bacteriéfago FAMIE en el

Tiempo de Pupacién en Larvas de Aedes aegypti

Los grupos de larvas expuestos a Enterobacter xiangfangensis infectada con el fago FAMIE (LBF)
presentaron un tiempo de pupacién promedio de 8.69 dias y un tiempo de pupacion maximo de 14
dias. Como se puede observar en la figura 9, las larvas expuestas al tratamiento LBF se
desarrollaron més lento que las expuestas al resto de tratamientos (LB:7.36 dias y LF:8.39 dias),
ya que muy pocas larvas emergieron como pupas en los primeros dias. Cada caida en la
supervivencia representd una o mas larvas que llegaron a pupa o que murieron durante el
experimento (cuadro 5). De tal manera que, el desarrollo larva-pupa se mantuvo lento los primeros

7 dias; es decir, muy pocas larvas llegaban a pupa en un mismo dia. Posterior al dia 8, un mayor
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numero de larvas alcanzaron la etapa de pupa en un mismo dia y asi fue evolucionando el resto de
los dias, hasta que llegé a un punto donde las larvas dejaron de alcanzar la etapa de pupa o

simplemente murieron.

6.3.6. Efecto de Klebsiella variicola Infectada con el Bacteriéfago F4AMD en el Tiempo de

Pupacion en Larvas de Aedes aegypti

Los grupos de larvas expuestos a Klebsiella variicola infectada con el fago FAMID (LBF)
presentaron un tiempo de pupacion promedio de 11.59 dias y un tiempo pupacién maximo de 16

dias (figura 7).

Con base en lo anterior, se observo que la aplicacion de Klebsiella variicola infectada con el
bacteriofagos FAMID en larvas del tercer estadio de Aedes aegypti, prolongo el tiempo que tardan
las larvas en llegar a la etapa de pupa. Por lo tanto, el tratamiento LBF tuvo un efecto en el
desarrollo del vector durante la etapa larva-pupa al prolongar el tiempo de pupacion de las larvas
con una media de 11.59 dias y un tiempo pupacion maximo de hasta 16 dias.

6.3.7. Efecto de Enterobacter xiangfangensis en la Supervivencia de Larvas de Aedes aegypti

Los grupos de larvas del tercer estadio expuestos Unicamente a Enterobacter xiangfangensis (B1)
tuvieron una probabilidad de sobrevivir 5 dias del 0.80; es decir, el 80% de las larvas sobrevivieron
por al menos 5 dias. La probabilidad de sobrevivir en los dias porteriores bajo considerablemente,
ya que, para el dia 6, la probabilidad de sobrevivir fue de 0.45 (45% de supervivencia). Se presento
una reduccién del 35% en la supervivencia de las larvas del dia 5 al 6. La probabilidad de sobrevivir
practicamente se mantuvo constante entre los dias 6 y 7, y s6lo baj6 a 42.5% de supervivencia. La
probabilidad de sobrevivir bajé de 42.5 a 30% para el dia 8. Para el dia 9, solo el 17.5% de las
larvas sobrevivieron. La probabilidad de sobrevivir por mas de 10 dias se mantuvo por debajo de
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0.10 ya que para el dia 11, solo el 7.5% de las larvas sobrevivieron. Por lo tanto, Enterobacter
xiangfangensis mantuvo una densidad alta de larvas vivas s6lo por 5 dias (>80% de supervivencia)
y una densidad baja del dia 6 al 16 (<45% de supervivencia). No sobrevivio ninguna larva mas de
16 dias (figura 9).
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Figura 9. Funciones de supervivencia de Enterobacter xiangfangensis. Larvas de Aedes aegypti
del tercer estadio inoculadas con Enterobacter xiangfangensis (LB), Enterobacter xiangfangensis
infectada con fagos (LBF) y bacteriéfagos liticos (LF). Los grupos fueron revisados diariamente
hasta que todas las larvas puparon (n=135). Un estimador no paramétrico Kaplan Meier fue usado
para el analisis de supervivencia con dos replicas.

6.3.8. Efecto de Klebsiella variicola en la Supervivencia de Larvas de Aedes aegypti

Los grupos de larvas de A. aegypti expuestos a Klebsiella variicola (B2) tuvieron una probabilidad
de sobrevivir 5 dias de 0.82; es decir, el 82% de las larvas sobrevivieron por al menos 5 dias. 24 h
después, la probabilidad de sobrevivir 6 dias bajé solo un 2%. Del dia 5 al 7, se observd que la
probabilidad de sobrevivir se mantuvo por arriba del 0.75. Esta probabilidad empezé a disminuir
después del dia 8, dicha disminucion fue minima, ya que, para el dia 9 sobrevivio mas del 52% de

las larvas. La supervivencia se mantuvo superior a 50% 48 h mas. Es decir, la mitad de las larvas
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lograron sobrevivir mas de 11 dias al ser expuestas a Klebsiella variicola. A la par, la probabilidad
de sobrevivir 16 dias disminuy6 a 0.15 (15% de supervivencia). Por ultimo, el 10% de las larvas
sobrevivieron al menos 21 dias y ninguna larva sobrevivié mas de 21 dias. Por lo tanto, Klebsiella
variicola mantuvo una densidad alta de larvas vivas por 7 dias (>80% de supervivencia) y una
densidad baja del dia 12 al 21 (<45% de supervivencia). En otras palabras, las larvas de Aedes
aegypti expuestas a Klebsiella variicola tuvieron una supervivencia alta gran parte del tiempo en
el que se desarrollaron los experimentos (figura 10). La diferencia entre ambas bacterias es muy
notoria ya que de las larvas expuestas a Enterobacter xiangfangensis, solo el 17.5% sobrevivieron
por mas de 9 dias, mientras que de las expuestas a Klebsiella variicola el 52% de estas

sobrevivieron la misma cantidad de dias.
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Figura 10. Funciones de supervivencia de Klebsiella variicola. Larvas de Aedes aegypti del tercer
estadio inoculadas con Klebsiella variicola (LB), Klebsiella variicola infectada con bacteriéfagos
(LBF) y bacteri6fagos liticos (LF). Los grupos fueron revisados diariamente hasta que todas las
larvas puparon (n=121). Un estimador no paramétrico Kaplan Meier fue usado para el anélisis de
supervivencia con dos replicas .

6.3.9. Efecto del Bacteriéfago FAMIE en la Supervivencia de Larvas de Aedes aegypti
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Los grupos de larvas expuestos unicamente al bacteriéfago FAMIE (LF) litico de Enterobacter
xiangfangensis mantuvieron una densidad alta de larvas vivas por 5 dias. En ese sentido, la
probabilidad de sorbrevivir 5 dias fue de 0.90; es decir, el 90% de las larvas sobrevivieron por al
menos 5 dias. En los dias 6 y 7, se observé que la supervivencia de las larvas disminuyo hasta un
70 y 50%, respectivamente. A partir del dia 7, la probabilidad de que las larvas sobrevivieran se
mantuvo en una reduccién constante del 0.10 por dia; con una supervivencia del 30% en el dia 9.
Para el dia 10, la probabilidad de sobrevivir fue de 0.22; es decir, solo el 22% de las larvas
sobrevivieron al menos 10 dias; y solo el 10% sobrevivio al menos 12 dias. Larvas de Aedes aegypti

expuestas Unicamente al fago F4AMIE sobrevivieron al menos 17 dias (figura 9).

6.3.10. Efecto del Bacteriéfago FAMID en la Supervivencia de Larvas de Aedes aegypti

Los grupos expuestos Unicamente al bacteriofago FAMID (LF) litico de Klebsiella variicola
mantuvieron una densidad alta de larvas vivas por 7 dias. En ese sentido, la probabilidad de
sobrevivir 5 dias fue de 0.95; es decir, el 95% de las larvas sobrevivieron por al menos 5 dias. En
los dias 6 y 7, la supervivencia disminuyd hasta un 90 y 82.5%, respectivamente. La probabilidad
de sobrevivir ocho dias se mantuvo por arriba del 0.75; pero se observo una caida fuerte en la
probabilidad de sobrevivir mas de 9 dias, ya que disminuy6 de 0.75 a 0.55. La probabilidad de
sobrevivir baj6 a 0.45y 0.22 los dias 10 y 12, respectivamente. Larvas de Aedes aegypti expuestas

unicamente al fago FAMID sobrevivieron al menos 14 dias (figura 10).

6.3.11. Efecto de Enterobacter xiangfangensis Infectada con el Bacteriofago FAMIE en la

Supervivencia de Larvas de Aedes aegypti

Los grupos de larvas de A. aegypti expuestos a Enterobacter xiangfangensis infectada con el
bacteriofagos FAMIE tuvieron una probabilidad de sobrevivir 5 dias de 0.85; es decir, el 85% de

las larvas sobrevivieron por al menos 5 dias. En los dias 6 y 7, la probabilidad de sobrevivir
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disminuy6 hasta un 0.75 y 0.65, respectivamente. En los siguientes tres dias, la supervivencia de
las larvas bajé a 55% en el dia 8, a 37.5% en el dia 9 y a 25% en el dia 10. Es decir, la probabilidad
de sobrevivir, paso de estar en 0.65 en el dia 7 a 0.25 en el dia 10. Bajé 0.40 (40% de supervivencia)
en solo 3 dias. Por otra parte, del dia 11 al 14, la probabilidad de sobrevivir se mantuvo en 0.15
(15% de supervivencia). Larvas de A. aegypti expuestas a E. xiangfangensis infectada con el fago
FAMIE sobrevivieron al menos 14 dias (figura 9).

6.3.12. Efecto de Klebsiella variicola Infectada con el Bacteriofago FAMID en la Supervivencia
de Larvas de Aedes aegypti

Los grupos expuestos a Klebsiella variicola infectada con el bacteriéfago FAMID, tuvieron una
probabilidad de sobrevivir 5 dias de 0.90; es decir, el 90% de las larvas sobrevivieron por al menos
5 dias. Los dias 6 y 7, la probabilidad de sobrevivir fue de 0.82 y 0.77, respectivamente.Durante
las siguientes 24 h, la supervivencia se mantuvo superior a 75%. A partir del dia 9 (70% de
supervivencia), la supervivencia disminuyé diariamente pero a una velocidad muy lenta, ya que el
porcentaje bajé 5, 2.5y 5% los dias 10 (65% de supervivencia), 11 (62.5% de supervivencia) y 12
(57.5% de supervivencia), respectivamente. Para el dia 13, la supervivencia se mantuvo por encima
de 40%; y es en este punto fue donde se observo una caida fuerte en la supervivencia, ya que paso
de 45 a 7.5% del dia 13 al 15. Esto quiere decir, que las larvas alcanzaron la etapa de pupa a una
velocidad muy lenta en los primeros 12 dias, posiblemente por el bacteriéfago inoculado; ademas,
fue en los dias del 13 al 15 donde hubo mayor emergencia de pupas (con algunas larvas muertas)

durante el experimento (figura 10).

Se ha demostrado que bacterias simbioticas tienen efectos positivos en algunas actividades
biologicas de los insectos. Dichos efectos se han observado en moscas domésticas (Chyronomus:
Diptera) al ser tratadas con bacteriéfagos. Zhang et al. (2021), reportan que para el caso de
Pseudomonas aeruginosa, una bacteria que coloniza naturalmente los intestinos de larvas de la
mosca doméstica, ha demostrado ser esencial para protegerlas de infecciones fungicas (accion

entomopatogena). En dicho estudio, posterior a un tratamiento con bacteridfagos, se removio hasta
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un 90% la presencia de P. aeruginosa del intestino; se observo que una dosis baja de fagos no es
suficiente para afectar la salud de las larvas de la mosca doméstica; sin embargo, aplicar fagos cada
24 horas fue suficiente para causar cambios en la composicion bacteriana de sus intestinos. En
resumen, demostraron que la eliminacién/reduccion de una bacteria intestinal simbidtica mediada
por el uso de bacteriofagos tiene efectos negativos en el desarrollo del insecto (Zhang et al. 2021).
Estos resultados indican la importancia de las bacterias simbidticas intestinales en la composicion
normal de la microbiota en los insectos, y el potencial efecto de los bacteriéfagos para modular
intencionalmente la composicidn de la biota bacteriana intestinal de los mosquitos, y asi el control

de vectores.

Por otra parte, Xu et al. (2016), al experimentar con la chinche del sur Blissus insularis
administrandole antibidticos y bacteriéfagos via oral, demostraron que los antibioticos suprimen el
simbionte Burkholderia spp., provocando un desarrollo retardado, tamafio corporal méas pequefio y
una mayor susceptibilidad a insecticidas. Sin embargo, al intentar reducir la poblacion de los
simbiontes intestinales mediante un tratamiento con bacteri6fagos no hubo efectos sobre la
anatomia y fisiologia de la chinche, debido a que los fagos ingeridos no lograron impactar la
bacteria Burkholderia, gracias al bloqueo de la conexion entre el intestino anterior y posterior.
Estos resultados sugieren que la colonizacién inicial por Burkholderia en Blissus insularis genera
un cambio en la estructura del intestino medio, provocando una proteccidn contra microorganismos

antagonistas.

En el trabajo de Pan (2019), se investigd el uso de los bacteriéfagos como herramienta para modular
la composicion de la microbiota en el agua de cria de larvas de Aedes aegypti. Las larvas se
colocaron en condiciones gnotobidticas en donde diferentes bacterias fueron inoculadas en el agua
de cria, con el fin de estudiar el efecto de la modulacién de la microbiota mediada por bacteriéfagos
en el tiempo hasta la pupa. Se usaron seis especies de bacterias: E.coli W3110, Enterobacter spp.,
Serratia spp., dos especies de Microbacterium y Arthrobacter spp. De esta forma, al comparar los
tratamientos de E.coli sin bacteriéfagos y con bacteriéfagos el tiempo de pupacién de las larvas de
Aedes aegypti se prolongd de 5.65 a 7.38 dias y el porcentaje de supervivencia disminuyd de 97%
a 81%. Los resultados sugieren que la aplicacion de bacteriéfagos en larvas de Aedes aegypti tiene

un efecto positivo como agente de control bioldgico al disminuir la supervivencia de las larvas y
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prolongar su tiempo de pupacion. Estos resultados muestran similitud con lo encontrado en nuestra
investigacion, pues Enterobacter xiangfangensis y Klebsiella variicola también lograron prolongar
el tiempo de pupacion y acortaron el tiempo de vida de larvas de Aedes aegypti del tercer estadio.
Por otra parte, en el mismo estudio de Pan (2019), la especie 1 de Microbacterium no pudo rescatar
el desarrollo larvario en absoluto, independientemenete de la cantidad de bacterias afiadidas; y la
especie 2 de Microbacterium tuvo tasas de pupacion muy bajas (17.6%). Estos datos sugieren que
Microbacterium spp., tienen un efecto de biocontrol sobre las larvas de A. aegypti. Es por ello, que
este tipo de estudios aporta conocimiento muy valioso, ya que se revela las funciones de cada
especie bacteriana en la vida y desarrollo de especies de mosquitos de interés. Este tipo de
resultados remarcan la importancia de seguir experimentando con mas bacterias y bacteriéfagos
para observar sus efectos en el ciclo de vida del vector, que permitan un mejor entendimiento de

este sistema complejo de simbiosis y para la basqueda de estrategias de control de vectores virales.

6.4. Efecto en el tamafio de pupas de Aedes aegypti por la Exposicion a Bacterias y Fagos

Para evaluar el efecto de las bacterias y los bacteriofagos en larvas de Aedes aegypti en los
experimentos desarrollados, se monitoreo su crecimiento diariamente hasta que alcanzaron la etapa
de pupa. Larvas del tercer estadio fueron expuestas a tres tratamientos por cada bacteria en estudio
(Enterobacter xiangfangensis y Klebsiella variicola), los cuales consistieron en: larvas
gnotobioticas con cada bacteria por separado (LB), larvas gnotobioticas infectadas con fagos (LBF)
y larvas axénicas infectadas con fagos (LF). Una vez alcanzada la etapa de pupa, éstas fueron
recolectadas y medidas en el laboratorio de conservacion de la fauna silvestre en la facultad de
biologia en la Universidad Autonoma de Sinaloa. Los datos analizados demostraron que no hubo
diferencias significativas en el tamafio de las pupas entre los tratamientos (p>0.05). Con medias de
4.56, 4.42 'y 4.45 mm para LB, LBF y LF, respectivamente (figura 11).

El tiempo de pupacion esta correlacionado con el peso corporal y con el tamafio del adulto

emergido (Baneriee et al., 2017). En cuanto al tamafio corporal de los mosquitos alados, podrian

tener efectos en la capacidad vectorial, esto debido a que los mosquitos de menor tamafio
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(emergidos de pupas con desarrollo rapido) aumentan su tasa de picadura para compensar la
cantidad de sangre ingerida, aumentando de esta manera la probabilidad de infectarse con arbovirus

y transmitirlo de forma horizontal al ser humano (Naksathit y Scott, 1998).

Los resultados del presente estudio, sugieren que los bioensayos con larvas de Aedes aegypti
expuestas a bacterias y fagos, tuvieron un efecto en el tiempo de pupacién (dato mostrado
anteriormente), con una emergencia de pupas con desarrollo lento; a su vez, esto influyo en el
tamano del vector ya que se obtuvieron pupas entre 4.5 y 5 mm; dado que el tamafio corporal de
los mosquitos alados podria tener efecto en la capacidad vectorial, mosquitos de mayor tamafio
(emergidos de pupas con desarrollo lento) son menos competentes en la capacidad vectorial ya que
tienen una tasa de picadura menor, por lo que se reduce la probabilidad de infectarse con arbovirus
y transmitirlo de forma horizontal al ser humano. Por otro lado, mosquitos macho de menor tamafio
tienen menos probabilidad de ser seleccionados por una hembra para copular, pues es parte de la
seleccion natural en los animales, mosquitos macho de mayor tamafio y con mejores atributos

fenotipicos, tienen mas probabilidad de copular.
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Figura 11. Grafica de barras de la proporcion de tamafio de pupas de Aedes aegypti. Larvas
gnobioticas (LB), larvas gnotibioticas infectadas con fagos (LBF) y larvas axénicas infectadas con
fagos (LF). No hubo diferencias significativas entre los tratamientos (p=0.269) expuestos a las
bacterias Enterobacter xiangfangensis y Klebsiella variicola.
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6.5. Proporcion Sexual de Aedes aegypti Expuestas a Bacterias y Bacteriofagos

Otra de las variables de respuesta de los ensayos fue la proporcion sexual de las larvas al llegar a
pupa una vez expuestas a los diferentes tratamientos. Como puede observarse en la figura 12, se
presentdé mayor presencia de hembras que machos en las larvas que fueron expuestas a todos los

tratamientos.

Estos resultados sugieren que al exponer a larvas de Aedes aegypti en su tercer estadio a cualquier
tratamiento, ya sea con Enterobacter xiangfangensis o Klebisella variicola, a la combinacién de
las bacterias con sus respectivos bacteriofagos o solo a los bacteri6fagos, la probabilidad de que
sean hembras es mayor a que sean machos. Por otra parte, en el trabajo de Lee-Jin et al. (2021),
aunque obtuvieron una proporcion sexual con sesgo hacia los machos debido a la mortalidad de las
hembras inmaduras, demostraron que los mosquitos contrarrestan cualquier deficiencia en los
rasgos para producir un crecimiento poblacional homogéneo (entre machos y hembras); ya que,
mantener una densidad de poblacion 6ptima es esencial para que los mosquitos Aedes aumenten la
probabilidad de encontrar pareja y reducir el efecto Allee (disminucién de la tasa de supervivencia
y tasa de reproduccion); y por ende, mantener la especie.

Por otra parte, en los mosquitos, las hembras a diferencia de los machos son méas grandes en su
etapa adulta (Wormington y Juliano, 2014), propiciando tiempos de emergencia mas largos
(Chandrasegaran et al. 2018). Asi mismo, las hembras al estar mas tiempo interactuando en sus
habitats se exponen mayor tiempo a las condiciones del medio, ocasionando una tasa de mortalidad

larvaria superior comparada con los machos (Chandrasegaran et al., 2018).

En resumen, del intestino medio de los mosquitos Aedes aegypti recolectados en la ciudad de
Culiacan Sinaloa, se aislaron 51 colonias bacterianas, de las cuales, después del analisis
filogenético se identificaron 31 especies pertenecientes a los géneros Bacillus, Staphylococcus,
Pseudomonas, Arthrobacter, Micrococcus, Bhargavaea, Priestia, Kocuria, Acinetobacter,
Klebsiella, Salanicoccus, Cronobacter y Olivibacter; en donde, Bacillus spp. fue el género
predominante en la mayoria de los aislados. Se planteo aislar bacteridfagos del intestino medio de
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Aedes aegypi los cuales presentaran actividad estrictamente litica contra algunas de las bacterias
identificadas. Sin embargo, no se lograron aislar. Por ello, se emplearon bacteriéfagos y bacterias
previamente aislados en otro trabajo para los bioensayos con larvas. En dicho estudio, la aplicacion
de diferentes tratamientos LBF, LB y LF tuvieron un efecto negativo en el desarrollo del vector,
ya que prolongo el tiempo de pupacion durante la etapa larva-pupa un minimo de 14 dias y un
maximo de 21 dias. El tiempo de pupacion, al estar correlacionado con el tamafio del adulto
emergido, y éste Ultimo a la capacidad vectorial; implica que mosquitos emergidos de pupas con
desarrollo lento presentan tamafios mas grandes y por ende, una tasa de picadura menor, por lo que
se reduce la probabildiad de infectarse con arbovirus y transmitirlo al ser humano. Estos resultados
presentan un panorama favorable para la aplicacion de bacteriofagos como una alternativa para

reducir y/o controlar la poblacién de Aedes aegypti.
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Figura 12. Grafica de barras de la proporcién sexual de larvas de Aedes aegypti expuestas a los
tratamientos. Larvas gnotobidticas (LB), larvas gnotobiéticas infectadas con fagos (LBF) y larvas
axénicas infectadas con fagos (LF). Los valores (n=256) representan ambas bacterias
(Enterobacter xiangfangensis y Klebsiella variicola).
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7. CONCLUSIONES

Se aislaron 51 bacterias del intestino medio de mosquitos Aedes aegypti capturados en la
ciudad de Culiacén, Sinaloa; de los cuales, después del anélisis filogenético se identificaron 33
especies pertenecientes a los géneros Bacillus, Staphylococcus, Pseudomonas, Arthobacter,
Micrococcus, Bhargavaea, Prestia, Kocuria, Acinetobacter, Klebsiella, Salinicoccus, Cronobacter
y Olivivacter. En donde, los predominantes fueron Bacillus, Staphylococcus, Micrococcus y

Arthrobacter.

No se lograron aislar bacteridfagos liticos contra las bacterias identificadas en este estudio. En su
defecto se tomaron los fagos y bacterias de un trabajo previo del grupo de investigacion para hacer
los bioensayos con larvas de Aedes aegypti. La exposicion ante diferentes tratamientos LBF, LF y
LB con sus respectivas bacterias (Enterobacter xiangfangensis y Klebsiella variicola) tuvieron un
efecto negativo en el desarrollo del vector durante la etapa larva-pupa, generando la emergencia de
pupas con un desarrollo lento, prolongandose por un minimo de 14 dias y un maximo de 21 dias.
Lo anterior, desde una perspectiva de control bioldgico, representa un resultado favorable para el
uso tanto de los bacteriéfagos como de las bacterias utilizadas en este estudio, ya que pueden ser

una alternativa potencial para reducir y/o controlar la poblacion de Aedes aegypti.

67



8. RECOMENDACIONES

Ampliar el &rea de muestreo de mosquitos en toda la ciudad de culiacan para identificar la
diversidad bacteriana intestinal en larvas de Aedes aegypti

Comparar la diversidad bacteriana entre los estadios larvales, pupas y adultos

Comparar la diversidad bacteriana intestinal de Aedes aegypti por periodos del afio

Ampliar el cepario de bacteri6fagos mediante la busqueda de bacteriofagos liticos contra
bacterias intestinales del mosquito

Disefar tratamientos que incluyan una mayor diversidad de bacterias con bacteriéfagos en
larvas, a fin de evaluar su comportamiento.

Realizar funciones de supervivencia con la mortalidad de los mosquitos

Realizar un estudio de metagenomica para identificar en su totalidad su diversidad

bacteriana intestinal cultivable y no cultivable
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