Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla

Facultad de Ciencias Bioldgicas

Caracterizacion Bacteriana del Tracto Digestivo de Meccus

pallidipennis

Tesis que para obtener el titulo de

Licenciado en Ciencias Biologicas

Presenta

Erick Fernando Cabrera Méndez

Director

Dr. José Lino Zumaquero Rios

Co- director

Mtro. Axel Sampayo Andrade

Octubre, 2023




indice

L. RESUMBN. .. e 3
P78 191 To 18 o o1 o | o 1R PP 4
3. ANECEUBNIES. ..t 7
A, MArCO tEOFICO. .. ettt 9
4 ATHAtOMINOS. ...t 9
4.2 Microbiota intestinal......... ..., 10
4.3 Métodos de identificacion de microbiotas.................ccooiiiiiii 11
5. JUSHITICACION. ... 12
B. ObJEtIVOS. ... 12
6.1 GeNEIAl ...t 12
6.2 PartiCUIAIES. ... 12
7. Material y MEtOdOS. .......oviiie i 12
7.1 Preparacion de medios........c.ovuiiiiii i 13
7.2 Extraccion del tracto digestivo..........o.iuieiiiii 13
7.3 Aislamiento bacteriano.............coooii i, 14
7.4 Purificacion de colonias y caracterizacion morfoldgica...................... 14
7.5 ldentificacion bacteriana...........c.ovuviiiiii 16
7.5. 1 TINCION D@ Gram. .. ...t e eaaes 16
7.5.2 Prueba de Oxidacion-Fermentacion.............c.c.cociviiiinnn, 17
7.5.3 Prueba de Movilidad Indol Ornitina..............cooooiiiiiiiiinnne. 17
7.5.4 Prueba de NitratOS. .......o.ouiiiiii e 17
7.5.5 Pruebade Catalasa............coooeieiiiiiii 18
7.5.6 Prueba de OXidasa.........ccvuvieiiiiiiiiei i 18
7.5.7 Claves diagnOStiCaS. ... ...cuueieiiiie e 19
8. Resultados Yy diSCUSION. ... e 23
O.CONCIUSIONES. ... 28
L0, PEISPECHIVAS. . .. ettt 28
11, BiblOGrafia. .. .. 28




1. Resumen
Los Triatominos son un grupo de insectos de la familia Reduviidae, cobran
importancia sanitaria debido a que son transmisores del agente causal de la
enfermedad de Chagas Trypanosoma cruzi (Chagas 1909). En México
existen mas de 34 especies de triatominos hematéfagos estrictos capaces
de transmitir el parasito. Meccus pallidipennis (antes Triatoma pallidipennis,
Stal, 1872) es una de las especies mas importantes al ser vinculado con el
74% de los casos de la transmision vectorial de la enfermedad de Chagas
en México. Parte del ciclo biolégico del parasito T. cruzi se lleva a cabo
dentro del tracto digestivo del insecto  en donde bacterias, arqueas,
hongos y protistas aportan metabolitos importantes para la digestion y su
desarrollo, este conjunto de diversidad de organismos es conocido como
microbiota. La exploracion de la diversidad de la microbiota del tracto
digestivo de triatominos abre la posibilidad de encontrar claves estratégicas
de control biolégico. En vista de lo expuesto, el objetivo central de este
estudio consisti6 en la caracterizacion de las bacterias intestinales
recuperables del vector. Para lograr esto, se emplearon técnicas de
aislamiento, purificacion y pruebas bioquimicas que permitieron identificar
con éxito los géneros Neisseria, Staphylococcus, Moraxella,
Paraburkholderia, Lactococcus, Acinetobacter, Micrococcus, Marinococcus,
Sacharococcus y Bacillus en la muestra analizada. Los resultados
obtenidos sientan las bases para investigaciones posteriores, donde se
someterdn estas bacterias a pruebas adicionales. El objetivo de estas
futuras investigaciones sera determinar si alguna de estas bacterias posee
la capacidad de influir en el establecimiento de T. cruzi. Esto es
particularmente relevante, ya que investigaciones previas con distintas
especies de chinches han revelado bacterias con la capacidad de modular
la colonizacién del parasito. El propésito final de esta linea de investigacion
es identificar una bacteria prometedora que pueda ser utilizada para influir
positivamente en el establecimiento del parasito, con la perspectiva de

reintroducirla en las poblaciones de M. pallidipennis. Con esto, se busca
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contribuir a la prevencion de la propagacion del parasito T. cruzi, lo que

representa un avance significativo en la lucha contra esta enfermedad.

2. Introduccion

El término microbiota se refiere a la diversidad de microorganismos, como las
bacterias, hongos, arqueas, virus y protozoos, que colonizan la superficie externa
o interna de un organismo hospedero (Sekirov et. al 2010). Las interacciones que
se establecen entre la microbiota y su hospedero, pueden ser de tipo mutualista,
comensalista y parasitica. La microbiota de un organismo contribuye a las
funciones metabdlicas, protegen contra los agentes patdgenos, preparan al
sistema inmunitario y, a través de estas funciones basicas, afectan de manera
directa o indirecta a la mayoria de sus funciones fisioldgicas (Shreiner et al.,
2015). Esta relacion mutuamente beneficiosa entre el hospedador y su microbiota
residente tiene como resultado la produccion de metabolitos por parte de los
microorganismos que contribuyen a la aptitud evolutiva del hospedador. La
diversidad y composicion de la microbiota intestinal dentro de una misma especie
de hospedador se ve influida por la variacion topogréfica y temporal de las
comunidades microbianas, ya que determinadas especies bacterianas ocupan
nichos especificos en el habitat corporal o se asocian a determinadas fases de

crecimiento o maduracién del hospedador (Nicholson et al., 2012).

Los estudios de la composicién microbiana se han enfocado principalmente en los
tipos de interacciones, inmunidad y metabolismo del hospedero (Engel & Moran,
2013). En insectos vectores se ha sefalado la influencia de elementos de la
microbiota sobre la eficiencia de transmision del parasito (Ricci et.al, 2012) y el
tiempo de desarrollo del hospedero (Chouaia et al.,, 2012). Ademas, estos
microorganismos ayudan al insecto hospedador a evitar la invasion de
depredadores, parasitos y patdégenos, y afectan directa o indirectamente a la

fisiologia y la salud de los insectos. Los microorganismos intestinales pueden




regular el apetito del hospedador influyendo en su sistema nervioso central (Li et
al., 2023).

El estudio de la microbiota intestinal en insectos vectores como los triatominos es
primordial en parasitologia porque muchas especies parasitarias habitan en el
intestino del vector. Aunque los conocimientos sobre microbioma intestinal de
varios vectores del flagelado parasitario Trypanosoma cruzi han aumentado
(Lopez-Ordoriez et al., 2018; Rodriguez-Ruano et al., 2018; Mann et al., 2020), los
esfuerzos de investigacion se han centrado en los triatominos sudamericanos
(Jiménez-Cortés et al., 2021). Estos insectos albergan una diversa gama de
microbios simbiéticos, algunos de los cuales favorecen el crecimiento y desarrollo
del huésped, mientras que otros pueden resultar perjudiciales para los patdégenos
transmitidos por el vector (Sonenshine, D. E., & Stewart, P. E., 2021).

La chinche besucona (Meccus pallidipennis) pertenece a la familia de los
Triatominos, un grupo de insectos hematéfagos que actian como vectores del
pardsito Trypanosoma cruzi, con una amplia distribucion en las zonas este, oeste
y centro de México (Martinez-lbarra et al., 2012). M. pallidipennis y otros
Triatominos, han desarrollado adaptaciones especializadas para la ingesta de
sangre.

Su evolucion podria estar relacionada tanto con su asociacion histérica con
vertebrados como con adaptaciones previas para perforar y alimentarse de otras

fuentes.

Se han propuesto dos hipotesis sobre el origen de los insectos hematéfagos. La
primera sugiere que estos surgieron a partir de linajes que vivian en estrecha
asociacion con vertebrados, alimentandose de piel, pelo o plumas; a lo largo del
tiempo, algunos de estos insectos desarrollaron aparatos bucales especializados
gue les permitieron alimentarse directamente de los hospederos, y gradualmente
evolucionaron hacia la alimentacion de sangre (Lehane, 2005). La segunda
hipotesis plantea que ya existian insectos con adaptaciones morfolégicas previas
para perforar, alimentandose de otros insectos o plantas. Con el tiempo, esta

capacidad de perforacion evoluciond para incluir la alimentacion de sangre
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(Lehane, 2005). La sangre, al ser una fuente de nutrientes mas rica que la piel,
pelo o plumas, fue aprovechada progresivamente por aquellos insectos que tenian
adaptaciones mas eficientes en sus piezas bucales. La sangre carece de algunos
metabolitos esenciales tales como tiamina, piridoxina, folato y diferentes tipos de
vitamina B (Rio 2016) que son requeridos para el metabolismo de los insectos
hemato6fagos, y en su lugar estos insectos deben depender de su microbiota para

compensar estos metabolitos faltantes.

Como se menciono al inicio, M. pallidipennis es un vector del agente causal de la
enfermedad de Chagas, Trypanosoma cruzi, y representa una interaccion en su
desarrollo como endoparasito obligado dentro de individuos de las especies de
triatominos. Esto implica que T. cruzi forma parte de la diversidad microbiana en
los individuos infectados. Cuando infectan el intestino de los triatominos, los
tripanosomas comparten el mismo entorno con la microbiota bacteriana y fungica
de estos, y las interacciones entre ellos pueden ser decisivas tanto para los
parasitos como para las bacterias. Uno de los principales inconvenientes para
entender la dindmica de los tripanosomas en el campo es la falta de
conocimientos sobre las interacciones entre los tripanosomas, sus insectos
vectores y la microbiota que vive en el tracto intestinal del insecto (Guarneri &
Schaub, 2021).

T. cruzi complementa parcialmente su ciclo biologico en el insecto (Figura 1), el
triatomino consume sangre de mamiferos infectados con tripomastigotes, una vez
en el estbmago ocurre la transformacion de los tripomastigotes en epimastigotes y
en algunos casos en esferomastigotes. Los epimastigotes se dividen por fision
binaria y se adhieren temporalmente a la membrana perimicrovellosa, al soltarse
los epimastigotes migran al recto, donde nuevamente se adhieren durante un
tiempo y al soltarse del epitelio rectal ya como tripomastigotes metaciclicos son

expulsados a través de las heces.
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Figura 1. Sectores generales del tubo digestivo de un triatomino, eventos digestivos y formas
localizadas del ciclo biolégico de T. cruzi (Modificado de Pefia-Callejas et al., 2022)

3. Antecedentes

Se han llevado a cabo multiples estudios sobre insectos vectores enfocados en la
investigacion de su microbiota bacteriana intestinal. Estos microorganismos
pueden tener una influencia significativa en la competencia de los vectores, ya sea
a traves de interacciones directas con el parasito o mediante la competencia por
recursos en el intestino (SantAnna etal., 2012). Ademas, pueden inducir
indirectamente la actividad antiparasitaria del vector y fortalecer los factores de
defensa inmunitaria. Por esta razdén, varios estudios se han centrado en la
caracterizacion de la microbiota bacteriana en insectos vectores, como el estudio
realizado por Diaz et al. (2016). En este trabajo se examinaron cambios en la
composicién bacteriana de los triatominos en respuesta a la exposicién a sangre

infectada con el parasito e identificar los factores clave que determinan esos




cambios; Para esto se caracterizé la microbiota bacteriana de seis especies de
triatominos, a saber, Panstrongylus megistus, Rhodnius prolixus, Triatoma
infestans, T. brasiliensis, T. juazeirensis y T. sherlocki. ElI autor menciona que
utilizé la secuenciacion de alto rendimiento del gen 16S rRNA bacteriano en la
region V3-V4, donde se identificaron diversas bacterias pertenecientes a los
géneros Arsenophonus, Staphylococcus, Pectobacterium, Rhodococcus, Dietzia,

Morganella, Decholoromonas, Clostridium y Corynebacterium.

Por otro lado, otros estudios se enfocaron en la composicién de la microbiota
bacteriana en el vector en diversos estados fisioldgicos, en Lutzomyia intermedia,
un vector crucial en la transmision del parasito Leishmania (Monteiro et. al. 2016).
Medianta la secuenciacion metagenomica (HiSeq X lllumina), se identificd la
diversidad de bacterias pertenecientes a los géneros Bradyrhizobium,
Ochrobactrum, Pelomonas, Enterobacter, Erwinia, Kluyvera, Serratia,
Acinetobacter, Kingella, Curtobacterium, Propionibacterium, Pseudomonas,

Ralstonia, Rickettsia y Wolbachia.

En otro estudio con similares caracteristicas a los anteriores, Boissiere et al., 2012
caracterizaron la microbiota presente en el intestino medio del vector mediante la
secuenciacion de ADNr segun el estado de infeccion en el que se encuentre. La
microbiota descrita se sitia en 26 diferentes phylum, entre los que se encuentran
cinco en particular con poco mas del 99% del total de microbiota: Proteobacteria,

Bacteroidetes, Actinobacteria, Firmicutes y Fusobacteria.

En afios mas recientes, (Lopez et. al. 2018), llevaron a cabo la caracterizacion de
la microbiota bacteriana cultivable del intestino medio posterior de T. dimidiata.
Para caracterizar a las bacterias cultivables se utilizo la técnica de amplificacion de
la subunidad 16S ribosomal. Las bacterias encontradas pertenecen a 5 géneros:

Brevibacterium, Micrococcus, Bacillus, Staphylococcus & Delftia.

De igual manera en 2018 Montoya evalud la composicion bacteriana intestinal de
poblaciones naturales de triatominos mediante la secuenciacion de la region V4 de

RNAr (MiSeq de Illuminia). Los resultados mostraron 13 géneros bacterianos




predominantes en ambas especies, comenzando por Burkholderia, Gordonia, y
Ralstonia, que son los géneros bacterianos con mayor prevalencia. Ademas,
géneros representativos de cada especie fueron encontrados como Williamsia y
Kocuria fueron los m&s comunes en R. pallescens; y Dietzia, Aeromonas y

Pelomonas fueron observados Unicamente en T. maculata.

4. Marco teérico

4.1 Triatominos

La subfamilia Triatominae incluye cerca de 150 especies clasificadas en seis tribus

y 19 géneros (Garcia et al., 2022).

Los Triatominos Meccus pallidipennis se distribuye en 9 estados en el Oeste,
centro y Sur de México, (Salazar Schettino et al. 2010, Martinez Iba Benitez Alva
et al. 2012)

Los triatomas en general presentan cinco estadios ninfales antes de entrar en la

fase adulta, que es cuando alcanzan la madurez sexual (Franzim-Junior 2018)

Los miembros de la subfamilia Triatominae son identificados por una conexion
membranosa de tejido conjuntivo, exclusiva del grupo que une el tercer y segundo
segmento de la proboscis (Figura 2). La flexibilidad de esta estructura facilita la

insercion de la proboscis en el hospedero.




ler segmento 2do segmento 3er segmento

Figura 2. Cabezay proboscis de un triatomino (2019)

4.2 Microbiota intestinal

La fuente de alimentacion de un insecto hematéfago implica un bajo balance de
nutrientes (Sassera et. al. 2013). Las bacterias mutualistas son adquiridas a través
de la coprofagia y también al inhalar aire durante la ecdisis (Beard et al., 2002;
Balczun et al., 2008; Sassera et al., 2013)

La microbiota intestinal de los triatominos estd compuesta principalmente de
bacterias que se multiplican rapidamente después de la ingesta de sangre
(Azambuja et al. 2004; Flores et. al. 2015). Las bacterias metabolizan los
compuestos del alimento y vuelven disponibles nutrientes esenciales como la
vitamina B o en procesos digestivos (Beard et. al., 2002; Sassera et. al., 2013;
Flores et. al., 2015).

Las especies de triatominos y de todo el suborden HeterOptera, establecen
interacciones simbidticas extracelulares y al parecer, han perdido cualquier
asociacion primaria y en su lugar se asociaron con simbiontes extracelulares
(Gordon et al. 2016).

Se ha demostrado que las comunidades bacterianas pueden interferir con la
invasion de parasitos, por otro lado, algunas cepas de T. cruzi y T. rangeli son

capaces de modular la microbiota (Vieira et al., 2016; Montoya et al, 2018)
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La microbiota presente en el tracto digestivo de insectos vectores, tiene la
capacidad de modular la competencia del vector, la cual es la capacidad de
adquirir, mantener y transmitir patdogenos (Diaz et al., 2016; Ruiz 2019). Muchos
factores han sido implicados en el establecimiento de T. cruzi en el intestino del
insecto vector, incluyendo un factor litico de cultivo, lectinas, enzimas intestinales,
y factores derivados de la microbiota, compuestos antimicrobianos y 6xido nitrico
(Castrlanger et al. 2006; Castro et al. 2012)

Los efectos que tiene la microbiota de triatominos sobre T. cruzi y los efectos de T.
cruzi sobre la microbiota de los triatominos pueden ser conceptualmente
separados. Los efectos de la microbiota sobre T. cruzi son especialmente
evidenciados por Serratia marcescens una especie de bacteria encontrada en
triatominos del campo (Da Mota et al. 2012, 2019; Guarneri, A., y Lorenzo, M
2021) capaz de lisar a la forma de epimastigote del parasito a través de la D-
manosa que reconoce las fimbrias de las bacterias adheridas a la superficie del
tripanosoma (Azambuja et al. 2004; Guarneri, A., & Lorenzo, M 2021). Un
simbionte mutualista transformado genéticamente, la bacteria Rhodococcus
rhodnni de R. prolixus es capaz de inhibir el desarrollo del parasito produciendo un
péptido antibacteriano de un lepidéptero y un simbionte de Triatoma infestans,
Corinebacterium produciendo fragmentos de un anticuerpo ( Guarneri, A., &
Lorenzo, M 2021).

La interaccion entre las bacterias simbiontes y T. cruzi también puede ocurrir a
través de la competencia por recursos o la induccién de la respuesta inmune
humoral del triatomino ya sea por el parasito o las bacterias (Azambuja et al.
2005a; Guarneri, A., & Lorenzo, M 2021).

4.3Métodos de identificacién de microbiotas

La investigacion de microbiota en triatominos se puede diferenciar mediante dos
metodologias: la de cultivo dependiente y la independiente que es la que utiliza

técnicas moleculares. La primera consta en sembrar el contenido intestinal diluido
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en placas de agar seguido de la clasificacion de las colonias bacterianas de
acuerdo con caracteristicas macro y microscopicas, tincion de gram y reacciones
bioquimicas (oxidasa, catalasa, oxidacion/fermentacion) y sistema Api. La
segunda que consta de técnicas moleculares utiliza la técnica de secuenciacion
16S ribosomal y DNA (Schaub 2020).

5. Justificacién

Aislar y caracterizar las cepas bacterianas de los intestinos de los triatominos no
s6lo permite conocer la composicién de las comunidades bacterianas de uno de
los principales vectores de la enfermedad de Chagas en México, sino también
aportar antecedentes para identificar posibles dianas bacterianas para la
paratransgénesis, 0 cepas bacterianas que interfieran en el establecimiento de T.
cruzi en los triatominos mediante la produccién de metabolitos secundarios, la

modulacion del sistema inmunitario del insecto o una actividad tripanolitica directa.

6. Objetivos

6.1 General

Determinar las bacterias cultivables de la microbiota intestinal en ejemplares
adultos de cria masiva controlada de Meccus pallidipennis

6.2Particulares
Extraer el tubo digestivo de ejemplares de Meccus pallidipennis
Cultivar colonias bacterianas a partir del contenido digestivo

Caracterizar la macro y micromorfologia de las colonias.

0N PE

Identificar la diversidad bacteriana mediante pruebas bioquimicas

7. Material y Métodos

Para el desarrollo de la fase experimental de esta investigacion, se utilizaron 10

miembros de la colonia de M. pallidipennis procedentes del Laboratorio de
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Parasitologia y Vectores de la Facultad de Ciencias Biol6gicas de la Benemérita
Universidad Autonoma de Puebla. Los insectos son mantenidos hasta la fecha en
condiciones controladas a una temperatura de 26 ~ 29 °C y una humedad relativa
del 65 ~ 80% con un ciclo de luz/oscuridad de 16/8 horas, respectivamente. Los
ejemplares de origen de las muestras fueron alimentados con ingestas masivas de

sangre de conejo cada 15 dias en lapsos de 30 minutos.
7.1Preparacion de medios

Para la preparacion de medios se utilizaron tres tipos de agar nutritivo: base agar
sangre (pH 7.3 £0.2), extracto de levadura, cloruro de sodio y agar bacteriolégico,
agar BHI (Brain heart infusion) y agar brewer. La férmula para preparar agar
sangre es 40g/l con, agregando 5% de sangre humana al volumen total.
El agar BHI est4 preparado con infusién de cerebro y corazén de ternera,
hidrolizado péptico de tejidos animales, hidrolizado pancreatico de caseina, cloruro
sédico, glucosa, fosfato disédico y agar, para su preparacion se utiliza 37g/l pH
7.4+/- 0.2.
Para el agar Brewer la férmula es peptona de caseina, extracto de levadura,
dextrosa, cloruro de sodio, tioglicolato de sodio y L-cistina, para su preparacion se
necesita 51g/l con pH final de 7.1 £ 0.2.

Una vez preparados, se esterilizaron en autoclave (marca) durante 15 minutos a
121°C.

7.2Extraccion del Tracto Digestivo

Para obtener el tracto digestivo, cada triatoma fue inmovilizado y desensibilizado
por enfriamiento a 4°C durante 20 minutos (Vitta et. al. 2009). Se procedio a la
desinfeccion superficial del ejemplar mediante la inmersiébn en alcohol etilico

absoluto durante 5 segundos, enjuague en agua destilada estéril durante 30
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segundos (Rodriguez-Ruano et al., 2018). Después el ejemplar fue puesto en una
caja petri en solucion Ringer a 4°C para mantener el equilibrio osmatico celular. El
tracto digestivo fue expuesto cortando el tejido conexivo alrededor del abdomen,
para posteriormente separar la placa dorsal y ventral. Una vez obtenido el tracto
digestivo, se enjuagd en agua destilada estéril para eliminar restos de tejido graso
sobrante, luego se coloco en un tubo estéril de 5ml con caldo BHI con agitacion en
Vortex durante 30 segundos (Da Mota et al., 2012).

7.3Aislamiento Bacteriano

Las soluciones de tejido intestinal previamente agitadas en vortex fueron utilizados
como solucién cero, y a partir de esta suspension se hicieron diluciones seriadas
en factor 1:10 V/V para reducir la densidad bacteriana 10! a 108 (Jiménez et al.,
2021;), inoculando 100 pL en placas Petri que contenian medio agar sangre. Las
placas se incubaron a 30°C y se observaron a las 24, 48 y 72 h. Posteriormente,
se determinaron las unidades formadoras de colonias (UFC) y se clasificaron por

morfologia.

Para obtener bacterias anaerobias, se utiliz6 la técnica de vertido en placa sobre
agar bewer. Se tom6 1 ml de cada dilucién bacteriana y se agreg6 sobre una capa
de agar con el inéculo. Luego, se extendid el liguido mediante movimientos
circulares durante 8 segundos. A continuacién, se aplicé otra capa de agar sobre
la primera capa ya gelificada (Thatcher & Clarck, 1973). Las placas se incubaron
durante 24 y 48 horas para favorecer un crecimiento adecuado y se realizaron

observaciones.

7.4Purificacién de colonias y caracterizacion morfoldgica

De las placas con diluciones seriadas que presentaron crecimiento, se aislaron las
colonias mas representativas y separadas de la masa celular en donde se
encontraban aglomeradas la mayoria de las colonias para posteriormente, evaluar

su morfologia en cultivos puros. La identificacion bacteriana y la caracterizacion
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completa solo es posible tras el aislamiento de la colonia y la obtencién de cultivos
puros. Una vez que se realizé el aislamiento es posible obtener la bacteria de
interés en cultivo puro. EI método utilizado fue la siembra por estriado sobre agar
BHI (Infusién cerebro-corazén) tomando una minima porcién de la colonia con un
asa bacteriolégica para estriarla en la placa, sobre el medio quedan separadas e
inmovilizadas las células bacterianas. Tras la incubacion a 30°C, cada célula
viable originé una colonia visible resultado de sucesivas divisiones celulares. La
purificacion se realiz6 por triplicado hasta que la colonia presentd un color
homogéneo. Para determinar los morfotipos en placa, se utilizd6 un asa
bacteriologica recta para transferir una porcion de las diferentes colonias con la
técnica de punteo en placa, se sembrd en el centro de esta en agar BHI. Las
placas se incubaron durante 24 horas, después de este tiempo, se llevé a cabo

una revision visual para confirmar el crecimiento de las colonias.

Posteriormente, se realizo la determinacion de morfotipos bacterianos utilizando
32 marcadores morfolégicos (Figura 3) que representan las variables de
evaluacion de las caracteristicas macroscopicas, las cuales se transformaron en
datos binarios de correspondencia y no correspondencia (0,1). Se efectué un
analisis multivariado con conglomerados para distinguir la distancia morfolégica
existente entre los organismos determinados mediante la representacion gréfica
de un dendograma con el programa PAST 4 Versién 4.13 (Hammer et al., 2001;

Moreno-Valencia et al., 2018).
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Morfologia colonial. (2021).

7.51dentificacién bacteriana
7.5.1 Tincién de Gram

La aplicacion de esta técnica se basa en la estructura de la pared celular
bacteriana. Dependiendo del grosor de dicha pared, las bacterias se tifien de azul

violeta (gram positivas) o de safranina (gram negativas) (Rodriguez et al., 2011).

Para llevar a cabo la técnica de tincion de Gram, se emplean cuatro reactivos
distintos. El primer reactivo es el colorante cristal violeta, el cual confiere a las
células un tono azul violeta. El segundo reactivo es el Lugol, utilizado para fijar el
colorante cristal violeta en la pared celular. Este proceso ocurre Unicamente si la
pared celular es gruesa, ya que, al afadir el tercer reactivo, una mezcla de alcohol
y cetona, se produce la decoloracion del colorante. En caso de que la pared
celular sea delgada, el cristal violeta se disuelve. Finalmente, se aplica la
safranina, un colorante que otorga a las bacterias gram negativas su caracteristico

tono rosa.
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7.5.2 Prueba de Oxidacién-Fermentacién

Se determiné la capacidad de las bacterias aisladas de oxidar o fermentar un
compuesto organico a través del medio de cultivo de oxidacion-fermentacion (OF).
Esta prueba determina el metabolismo oxidativo o fermentativo de un hidrato de
carbono producido por los microorganismos para la generacion generan de
energia en forma de ATP. Para esta prueba se preparé 100mly se utilizaron 0.2gr
de peptona, 0.5gr de cloruro de sodio, 1gr de D-glucosa, 0.003gr de azul de
bromotimol, 0.3gr de agar, 0.03gr de fosfato dipotésico ajustando el pH a 7.1.
Posteriormente todo se distribuy6 en tubos de ensaye con 3ml cada uno, luego se
esterilizo en autoclave a 121°C durante 15 minutos (Rodriguez, P. A., y Arenas, R.
2018)

7.5.3. Prueba de Movilidad-Indol-Ornitina

Esta prueba es ampliamente utilizada para la diferenciacion de bacilos Gram
negativos entéricos, sobre la base de la produccion de Indol, la actividad de la
enzima Ornitina decarboxilasa y la capacidad de motilidad. Para la preparacion del
medio, se pesaron 2.79g del medio deshidratado para 90ml. El polvo del medio se
colocé en un matraz que contenia 90ml de agua destilada, se calenté hasta el
punto de ebullicion hasta completar la disolucién. Posteriormente se distribuy6 el
liquido en tubos de cristal de 3ml y se esterilizé en autoclave a 121°C durante 15
minutos (Laboratorios Britania, S. A. 2015). MIO Medio.

7.5.4. Prueba de Nitratos

Para determinar la capacidad de respirar nitrato reduciéndolo a nitrito o a
nitrégeno libre de las bacterias aisladas, se realiz6 la prueba de nitratos. La
reduccion de nitrato a nitrito y a gas nitrdgeno tiene lugar generalmente en
condiciones anaerdbicas, en las cuales un organismo utiliza nitrato como aceptor
de electrones. El nitrato actia como el oxidante final en los sistemas citocromo.
Para esta prueba, se utilizo6 agar nutritivo con 1% de NOsK distribuyendo de 3ml
por tubo y con una incubaciéon de 24hrs. La reduccion de NOs a NO2 se evidencia

e
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por el agregado de reactivos A y B de Peter Griess. El reactivo A contiene Alfa-
naftii amina (0,5 g) y Acido acético 5N (100ml); el Reactivo B contiene é&cido
sulfanilico (0,8 g) y acido acético 5N (100ml). La reaccion final se divide en dos
fases que determina la prueba positiva de nitratos: en la Fase 1, se agrego
directamente al medio de cultivo con 1% de nitrato (previamente inoculado e
incubado a 37°C) 1 ml de reactivo A y luego 1 ml de reactivo B. La reduccion de
NOs a NO:2 se evidencié por la aparicion de color rojo intenso cuando el nitrito
reacciona con el acido sulfanilico y el alfa naftilamina formando el p-sulfo benceno-
azo alfa naftil amina (sal diazoéica). Si da resultado negativo se continta con la
siguiente fase. Fase 2: Método de reduccion del zinc: se agreg6 directamente al
tubo que contenia los reactivos A y B, una pizca de polvo de zinc (Rodriguez,
2011).

7.5.5. Prueba de la Catalasa

Se determind la actividad de la presencia de la enzima catalasa de las bacterias
aisladas por medio de este procedimiento cualitativo. La enzima catalasa se
encuentra en la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas que
contienen citocromos, a excepcion de los estreptococos y enterococos. Para el
procedimiento, se utiliz6 Perdxido de hidrogeno (H202) al 3% como reactivo. En
una placa que contenia la cepa bacteriana con crecimiento, se afiadieron unas
gotas de H20:2 al 3% en una zona donde se observaba bastante biomasa, la rapida
aparicion y produccion sostenida de burbujas de gas (0O2) se considera una
reaccion positiva. Este burbujeo es consecuencia de la accion de la catalasa que
al entrar en contacto con el peréxido de hidrogeno convierte a este compuesto en

agua y oxigeno (Ramirez et al. 2022)
7.5.6. Prueba de la Oxidasa

Esta prueba se realiz6 para determinar la presencia de un componente de la
cadena respiratoria, la enzima citocromo oxidasa que reduce al oxigeno molecular,
transfiriendo los electrones de las reducciones que se producen en las oxidaciones

celulares. capaces de desarrollar en presencia de O2 y de producir la enzima
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catalasa. Para realizar la prueba se debe colocar y extender sobre una tira o disco
de papel de filtro impregnado con diclorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina
(reactivo de oxidasa), una colonia del microorganismo en estudio y esperar de 30

a 60 segundos (Ramirez et al. 2022).

7.5.7. Claves diagnésticas.

La identificacion se realizO de manera escalonada por medio de las claves
dicotbmicas. Se avanza a lo largo de rutas que se ramifican progresivamente,
dependiendo de las respuestas positivas 0 negativas a las pruebas, un error en
una prueba conduce al diagnostico equivocado. Debe confirmarse con las tablas
de reacciones que daran la certeza de la identificacibn de la cepa.

La identificacién bacteriana se llevé a cabo con ayuda de las siguientes guias Abis
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Figura 4. Claves dicotdmicas para la identificacién de cepas bacterianas aisladas
del tracto digestivo de M. pallidipennis. A) Mapa de identificacién bacteriana cocos
grampositivos; B) Mapa de identificacion bacteriana cocos gramnegativos; C) Mapa
de identificacion bacteriana cocos grampositivos; D) Mapa de identificaciéon
bacteriana bacilos gramnegativos.
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8. Resultados y Discusion

Con el proposito de extirpar el sistema digestivo de M. pallidipennis, se llevo a
cabo una diseccidon siguiendo el método propuesto por (Da Mota et al., 2012).
Utilizando pinzas de precision, se procedio a retirar el tejido adiposo, obteniendo

asi el tubo digestivo.

Figura 4. Tubo digestivo de M. pallidipennis

El contenido intestinal se diluyé con el objetivo de disminuir la concentracion
bacteriana. Posteriormente, se realizé el cultivo en placas de agar sangre y se
incubaron a 30°C. Esto permitid el crecimiento de colonias presentes en el tejido.
Las colonias que presentaron caracteristicas distintivas fueron seleccionadas,
aisladas y posteriormente

purificadas para su estudio.




Figura 5. Colonias bacterianas aisladas del tubo digestivo de M. pallidipennis

Con la finalidad de aislar las bacterias asociadas al tracto digestivo, se realizaron
cultivos microbianos del mismo como fuente de indculo, se observo buen
crecimiento a las 72 horas con temperatura de 26°C a 30°C, inicialmente en agar
sangre, luego fueron resembradas en agar BHI para su purificacion y
determinacion morfolégica, con la determinacion morfolégica se realiz6 un

dendograma (Figura 7). Posteriormente se realizaron pruebas bioquimicas para
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determinar a qué género bacteriano pertenecian (Tabla 1).

Figura 6. Dendograma de morfologia bacteriana, donde se seiala la distancia morfolégica que
existe de las distintas colonias.

Para la caracterizacion micromorfolégica,

se tiferon todas

las cepas vy

posteriormente para identificar a las bacterias, se realizé un paquete de pruebas

bioguimicas, basadas en las figuras 3, 4, 5y 6 y se representan en la Tabla 1

Tabla 1. ldentificacion de cepas bacterianas segun las Claves dicotémicas

basadas en las pruebas bioquimicas aplicadas

Nombre | Prueba | Ae/Fac | O/F | OX | Cat | Mot | Nit | Glu | Lac | Gal | Género

de la Gram

cepa

M1B1 Cocos+ | Fac Nr |+ + + + |- + + Sacharococcus
M2B1 Cocos+ | Ae Nr |+ + + + |- n/r | n/r | Marinococcus
M3B1 Cocos+ | Ae 0 + + + + |+ n/r | n/r | Marinococcus
M4B1 Cocos+ | Ae 0 + + - + + n/r | n/r | Micrococcus
M5B2 Cocos+ | Fac 0 + + - - + + - Sacharococcus
M6B2 Cocos+ | Fac F + + - + |+ + + Sacharococcus
M8B3 Cocos+ | Ae Nr |+ + + - - + nr | Marinococcus
M9B3 Cocos+ | Fac OF |+ + + + |+ + + Sacharococcus
M10B3 | Cocos+ | Fac OF |+ + + + |+ + + Sacharococcus
M11B3 | Cocos+ | Fac o] - - + - + + + Lactococcus
M12B3 | Cocos+ | Fac OF |+ + + + |+ - - Sacharococcus
M13B3 | Cocos+ | Fac OF |+ + + + |+ - - Sacharococcus
M14B4 | Cocos- | Fac OF |+ + + - + - - Neisseria
M15B4 | Cocos+ | Ae NR |+ + - + - - - Micrococcus
M16B4 | Cocos+ | Ae NR |+ + - + | - - - Micrococcus
M17B5 | Cocos+ | Fac OF |+ + + + + - - Sacharococcus
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M18B5 | Cocos+ | Fac F - - - - + + + Lactococcus
M19B5 | Cocos+ | Fac OF |- - + - + + + Lactococcus
M20B5 | Cocos- | Fac OF |- - + - + + + Neisseria
M21B5 | Cocos+ | Fac OF |- - + - + + + Lactococcus
M22B5 | Cocos+ | Fac OF |- - + - + + + Lactococcus
M23B6 | Cocos+ | Fac OF |- - + - + + + Lactococcus
M24B6 | Cocos+ | Fac OF |- - + - + + + Lactococcus
M25B6 | Bacilos+ | Ae 0 + + - - - - - Bacillus
B26B7 | Cocos+ | Ae NR |+ + + + |+ - - Marinococcus
M27B7 | Cocos+ | Fac OF |+ + + + + + + Sacharococcus
M28B7 | Cocos+ | Ae OF |+ + + + |+ + + Marinococcus
M29B8 | Cocos+ | Fac OF |+ + + + |+ + - Sacharococcus
M30B8 | Cocos+ | Fac OF |+ + + + |+ + + Sacharococcus
M31B8 | Cocos+ | Fac OF |+ + + + |+ + + Sacharococcus
M32B9 | Cocos+ | Fac OF |+ + + + |+ + + Sacharococcus
M33B9 | Cocos+ | Fac OF |+ + + + |+ - - Sacharococcus
M34B9 | Cocos+ | Fac OF |+ + . + |+ + + Sacharococcus
M35B9 | Cocos+ | Fac OF |+ + + + |+ + + Sacharococcus

Ae/Fac= Aerobios/Facultativos.

O/F= Oxidacion/ Fermentaciéon. OX= Oxidasa

Cat= Catalasa. Mot= Motilidad. Nit= Nitratos. Glu= Glucosa. Lac= Lactosa.

Gal= Galactosa. = Positivo. - = Negativo.

Diversos estudios han abordado la diversidad microbiana en el tracto

digestivo de triatominos y han sugerido que, en general, presentan una

diversidad microbiana mas baja en comparacion con otros grupos de
insectos (Da Mota et al., 2012; Gumiel et al., 2015; Lépez et al., 2018).

En este estudio particular, se examinaron ejemplares adultos de Meccus

pallidipennis, y se encontraron bacterias de diferentes géneros, como

Neisseria,

Acinetobacter,

Staphylococcus,

Micrococcus,

26

Marinococcus,

Moraxella, Paraburkholderia, Lactococcus,

Sacharococcus y Bacillus.




Estos resultados difieren de los géneros bacterianos reportados por
Joshimer (2011), quien menciondé los géneros Serratia, Enterobacter,
Shigella, Klebsella y Salmonella. Es de importancia saber que este estudio
de Joshimer se realiz6 Unicamente con ninfas del tercer estadio y con la
especie Panstrongylus geniculatus.
En otro estudio similar con Triatoma barberi realizado por De la Cruz
(2013), se encontraron bacterias de los géneros Acinetobacter,
Chryseobacterium, Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacterium,
Lactobacillus y Mycrococcus. Algunos de estos géneros coinciden con los

encontrados en el presente estudio, especialmente Acinetobacter.

Ademas, Lopez et al. (2018) llevaron a cabo un estudio con Triatoma
dimidiata y encontraron los géneros Staphylococcus, Bacillus,

Brevibacterium, Micrococcus y Delftia en su tracto digestivo.

En un estudio muy similar al presente, pero llevado a cabo utilizando la
misma especie (M. pallidipennis) y abarcando tanto ninfas en el quinto
estadio como ejemplares adultos, Jiménez (2021) informd principalmente la
presencia de los géneros Bacillus y Staphylococcus. Ademas, se
identificaron otros géneros como Escherichia coli, Chryseobacterium,
Citrobacter, Neisseria, Sphingomonas, Nocardia, Salmonella vy
Acinetobacter. Entre los hallazgos coincidentes se destacan los géneros
Neisseria, Bacillus, Staphylococcus y Acinetobacter. Cabe resaltar que el
estudio de Jiménez se bas6é en muestras recolectadas en ambientes
naturales, lo que podria explicar las discrepancias en la composicién de la
microbiota bacteriana. Asimismo, en el caso de los ejemplares de
laboratorio, solo se encontraron los géneros Bacillus, Lactococcus y

Staphylococcus.

Otra diferencia con el trabajo de Jiménez es que se identificaron mas
colonias del género Bacillus, siendo el género mas preponderante entre los
aislados, mientras que en este trabajo se logro identificar una cepa.

También se logro observar crecimiento de bacterias anaerobias estrictas y

e
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9.

10.

aunque no se pudieron identificar debido a la dificultad que se presenta
para mantenerlas, se sabe que se pueden hacer crecer e identificar con el

material pertinente.

Conclusiones

Con la metodologia empleada en este trabajo, se lograron recuperar e
identificar un total de 10 géneros bacterianos provenientes del tracto

digestivo de M. pallidipennis.

Con los medios de cultivo utilizados se lograron aislar cepas bacterianas

provenientes del tracto digestivo de Meccus pallidepnnis

Se caracterizaron y agruparon 17 morfotipos bacterianos macro con base

en los marcadores morfolégicos descritos en este trabajo.

Perspectivas

Es necesario hacer pruebas moleculares a las bacterias encontradas para
determinar a qué especie corresponde, ademas conocer si alguna pudiera
modular el establecimiento de T. cruzi, asi como identificar qué tipo de
asociacion tienen las bacterias presentes con el triatoma, es decir saber si

son patdgenos, comensales o mutualistas.

Es necesario identificar a las bacterias anaerobias estrictas, ya que al igual

gue las aerobias, pudieran interferir en el establecimiento del parasito.
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